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RESUMO

A fibrose pulmonar ¢ uma doenga caracterizada pela deposi¢do intersticial
progressiva de coldgeno, que acarreta alteragdes na arquitetura normal pulmonar e perda da
func¢do, podendo levar ao 6bito. As inflamacgdes agudas pulmonares e a sua cronificacao estdao
associadas a fendmenos fibrdticos, sendo responsaveis por seu desencadeamento. A
inflamacdo que precede a instalagdo da fibrose pulmonar ¢ caracterizada pelo influxo de
células inflamatorias, culminando na liberagdo de mediadores que perpetuam o dano inicial.
Desta forma, ¢ provavel que a inibigdo da resposta inflamatoria seja capaz de diminuir a
deposicao de colageno intersticial. O modelo de fibrose pulmonar induzido por bleomicina €
caracterizado por um intenso influxo de neutrofilos, concomitantemente com uma produgdo
de citocinas, niveis elevados das quimiocinas CXCL1-3/KC e CXCL1-2/MIP-2, e posterior
deposicao de colageno no parénquima pulmonar.

No presente trabalho, estudamos os efeitos da administracio do DF2162, um
antagonista de receptores de quimiocinas CXCR2, no modelo experimental de fibrose
pulmonar induzida por bleomicina em camundongos. Nossos dados mostram que a
administracdo da dose de 6 mg/kg de DF2162, duas vezes ao dia, inibiu de forma
significativa os picos de influxo neutrofilicos apds administragdo de 0,125 U de bleomicina
por via intra-traqueal. Entretanto, DF2162 ndo alterou os niveis das citocinas de carater
modulatorio tais como IFNy, IL-10 e VEGF, importantes para o processo inflamatorio. As
quimiocinas CXCL1-3/KC, CXCLI1-2/MIP-2, CCL2/JE, CCL3/MIP-1a. ¢ CXCL10/IP-10
quantificadas também nao apresentaram mudangas no seu perfil de producao, com excec¢do
para CCL5/RANTES, que foi inibida, e CXCL9/MIG, que apresentou niveis elevados numa
fase mais inicial, pelo tratamento com este antagonista. Além disso, foram verificadas
alteragdes patologicas que revelaram uma inflama¢do menos severa € uma menor de
deposicao de colageno intersticial no pulmdo dos animais tratados com DF2162. Entretanto,
apesar de uma melhora em todos os aspectos inflamatorios estudados, os animais que
receberam DF2162 apresentaram um indice de letalidade de 66,6%; enquanto que no grupo
controle foi observado a morte de apenas 25% dos animais.

Estes dados em conjunto sugerem que o receptor CXCR2 exerca papel importante
na regulacdo do processo inflamatério e fibrose pulmonar induzida por bleomicina. Apesar
disso, o incremento na taxa de letalidade no grupo de animais que receberam tratamento com
DF2162 apos instilagdo de bleomicina provavelmente ndo esta relacionado ao processo

fibrotico em si, mas depende de outros fatores que serdo investigados em estudos posteriores.
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1- INTRODUCAO
1.1 - FIBROSE PULMONAR

Fibrose pulmonar ¢ o estagio final comum entre um grupo diverso de disturbios
pulmonares conhecidos como Doenca Intersticial Pulmonar. Aproximadamente cinco milhdes
de pessoas sofrem com a fibrose pulmonar no mundo todo, sendo que 200.000 destes sao de
nacionalidade americana, dos quais 40.000 morrem anualmente (MOHAMMED et al., 2003).
Apesar de possuirem diferengas peculiares, as Doencas Intersticiais Pulmonares sdo
agrupadas por apresentarem manifestagcdes clinicas semelhantes, classificadas por alteragdes
patologicas, fisiologicas e radiograficas, e com graus de morbidade diferentes (SELMAN et
al.,2001).

Sua origem pode ser categorizada de duas formas: (i) de origem conhecida, tais
como danos traumaticos, infec¢des, inducdo por drogas, autoimunidade ou exposicdo a
produtos toxicos, que desencadeiem uma resposta inflamatéria potencialmente danosa e
reparo tecidual, como no caso da Lesao Pulmonar Aguda; e (ii) de origem desconhecida, tais
como sarcoidose e pneumonia intersticial descamativa, ambas causadas por inflamagdo sem
acdo direta de um agente lesivo conhecido, ou ainda que possam originar uma resposta
fibrotica sem associacao direta a um estimulo inflamatério, que também ¢ conhecida como
Fibrose Pulmonar Idiopatica. Desta forma, sdo propostas duas rotas distintas que guiam o
desenvolvimento de uma resposta fibrética pulmonar, na qual a primeira ¢ via inflamagao,
sendo responsavel pela maior parte das doencgas intersticiais pulmonares ndo idiopaticas; ¢ a
segunda, via um estado diferencial de ativacdo de células endoteliais independente de um
processo inflamatorio, nas quais estas células exibem um perfil de ativacao que favorecem a
expressao de fatores de crescimento, proliferacdo, ativacdo e mudanca fenotipica de
fibroblastos em miofibroblastos levando a uma excessiva deposicao de matriz extracelular e
formagdo de grandes centros de proliferagdo fibrobléstica, chamados focos fibroblésticos.
Alguns fatores importantes estdo intimamente relacionados aos distirbios pulmonares, que
regem de certa forma a intensidade da resposta fibrosante, e dentre eles ressaltamos a idade, a
pré-disposicao genética e os fatores ambientais (KATZENSTEINE ef al.,1998; SELMAN et
al.,2002).

A resposta inflamatoria pulmonar, independente do tipo de agente etioldgico
causador da lesdo, envolve uma complexa gama de interagdes entre fatores soluveis, células e

0 micro-ambiente alveolar, que disparam assim uma resposta reparativa tecidual, também
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complexa e com participagdo de mecanismos regulatorios necessarios a resolugao deste dano
(LAWRENCE et al., 2001; NATHAN, 2002).

Diversos distarbios fibroticos pulmonares sdao atribuidos a diferentes estimulos
inflamatoérios correlacionados ao estilo de vida. A Fibrose Pulmonar Intersticial ¢ encontrada
em autdpsia de usudrios cronicos de tabaco, de forma microscopica difusa e com
manisfestacdes radiologicas visiveis, demonstrando a existéncia de uma relacdo intrinseca
entre intensidade e exposicao ao tabaco e o grau de severidade da fibrose. Isto ¢ confirmado
por estudos em modelos animais, com exposi¢do prolongada ou intensa a fumaga de cigarro
(WEISS, 1998).

Da mesma forma, a exposi¢do a poeiras organicas ¢ demais particulas como
amianto e silica podem iniciar uma inflamagdo pulmonar causada pela deposicao destes
antigenos potenciais durante um tempo mais prolongado. Isto ¢ relatado em trabalhadores do
campo, fazendeiros e trabalhadores de minas de extracdo de carvdo e demais minerais. Em
criancas, a inalacao de poeiras organicas pode levar a uma pneumonite de hipersensibilidade,
que inicialmente ¢ diagnosticada por tosse e dispnéia. O estagio fibrotico da-se por anos de
exposicao e cronificacao desta pneumonite. Intimamente relacionada esta a silicose, causando
insuficiéncia respiratoria e fibrose, que também tem perfil semelhante ao encontrado em
individuos expostos a particulas de amianto. A deposi¢ao de colageno nestes tipos de
manifestagdes geralmente ¢ resultado de uma falha ou remocao inefetiva destas particulas
pelos macrofagos no tecido pulmonar (WRZASZCZYK et al, 1996; ORTUNO, 1998;
WIATR et al.,2004).

A autoimunidade também tem participacao, de forma menos significativa e com
baixa incidéncia, no desencadeamento de uma resposta fibrotica pulmonar. Evidéncias
clinicas de anormalidades na fun¢dao pulmonar ocorrem em 70% dos pacientes diagnosticados
com esclerose sistémica; particularmente uma alveolite fibrosante ¢ mais frequentemente
observada em pacientes com a forma cutanea da esclerose sistémica (SAHHAR et al.,2004).
Também ha uma contribuicdo da autoimunidade desencadeada por agentes infecciosos para o
aparecimento de fenomenos fibroticos pulmonares. Existe uma forte correlagdo entre alveolite
fibrosante e crioglobulinemia mista, que ¢ uma doenga autoimune também disparada pelo
virus da hepatite C, e caracterizada por ser um distirbio linfo-proliferativo, responsavel pelo
aumento imunocomplexos circulantes, com deposicao destes nos vasos de pequeno a médio
calibre, ativacdo do complemento, que levam a uma vasculite sistémica, comprometendo o

tecido pulmonar (FERRI ef al.,2002).
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Outras doengas também participam como fendmeno de desencadeamento de uma
resposta reparativa. A aspiracdo de suco gastrico em pacientes com refluxo gastroesofagico
pode ser um estimulo inicial inflamatério, que pode se cronificar apOs sucessivas exposigdes.
Estudos em modelos experimentais de instilagdo intra-traqueal de acido em porcos confirmam
estas evidéncias (RAGHU, 2003).

Nem toda inflamacdo cronica pulmonar deve necessariamente desencadear um
quadro de fibrose pulmonar interticial. Neste caso destacamos a asma e a doenga pulmonar
obstrutiva cronica, que apesar de serem guiadas por uma inflamagdo cronica das vias aéreas,
com alteracdo morfoldgica e estrutural, ¢ caracterizada pela alta deposicao de elementos da
matriz extracelular nos condutos aéreos (JEFFERY, 2001).

Alteracdes genéticas também ja foram descritas como participantes diretas nos
processos fibréticos. Mutagdes nos genes que codificam a Proteina C surfactante sao
responsaveis pela expressdo de uma forma truncada desta proteina, que causa acumulo no
reticulo endoplasmatico das células alveolares do tipo II, levando a uma pneumonite
progressiva e fibrose (NOGEE et al., 2001).

Com o avango tecnologico na darea terap€utica, novas técnicas vém sendo
aplicadas no tratamento do cancer e de demais distarbios proliferativos celulares. O uso de
radioterapia ou de quimioterapia, ou o uso combinado de ambos estdo associados a uma
grande toxicidade pulmonar. Durante o tratamento radioterdpico sdo relatadas lesdes
pulmonares agudas ou cronicas, de forma, dose e duragao-dependentes, ou pela pré-existéncia
de doenga pulmonar, ou ainda, pelo uso concomitante de esterdides durante a radioterapia,
que resultam em fibrose pulmonar severa. Neste tipo de intervencao clinica ha o surgimento
de efeitos adversos e indesejaveis, que limitam parcialmente a sua ampla utilizacdo nos
pacientes vitimas de cancer, uma vez que atuam de forma importante na sobrevida do doente.
Estes fenomenos também sdo observados durante o tratamento baseado em quimioterapia que,
também, tem papel importante na sobrevida destes. Dentre estes quimioterapicos destacamos

as bleomicinas (ABID et al., 2001).
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1.2 - BLEOMICINAS

As bleomicinas pertencem a uma familia de glicopeptidios classificados como um
grupo de antibiodticos antitumorais ou citotoxicos, primeiramente isolados de uma cepa do
Streptomyces verticillus em 1966 por Umezawa e colaboradores (UMEZAWA et al., 1966),
apud (CHEN et al., 2005).

Estudos de detalhamento estrutural, biossintese, mecanismos de agdo e terapéutica
contribuiram para a ampla utilizagdo clinica das bleomicinas, tornando-as um importante
agente quimioterapico empregado no tratamento de neoplasias como carcinomas e linfomas
(HECHT, 2000). Mesmo apresentando baixa mielossupressdo e baixa imunossupressao
(CHEN et al., 2005), sua eficacia terap€utica ¢ limitada devido ao aparecimento de reacdes
pulmonares adversas, como pneumonite intersticial em 46% dos pacientes tratados com
bleomicina, dos quais 3% morrem vitimas de fibrose pulmonar. Esta toxicidade ¢ dependente
da dose administrada e duragdo do tratamento, ¢ envolve uma inflamacdo pulmonar que
precede o aparecimento dos sintomas e do quadro de fibrose (SLEIJFER, 2001).

A forma comercial, Blenoxane® (Bristol-Myers Squibb), ¢ composta por trés
formas de bleomicinas, que se diferem pela positividade de cargas da regido de uma molécula
denominada cauda bitiazol, sendo encontrados 60% de bleomicina A,, 30% de bleomicina B,
e 10% de componentes menores adicionais, dentre eles estd a bleomicina As (CHEN et al.,
2005). Sua forma ativada oxida lipidios, hidrolisa pontes amino das proteinas (RANA ef al.,
1991), causa quebras duplas e simples de DNA (BURGER, 1998) e RNA (CARTER et al.,
1990) e demais conseqiiéncias, como necrose tumoral e danos similares aos gerados pelo
tratamento com radiagdo ionizante. Alguns tipos de tumores sdo mais susceptiveis ao
tratamento com bleomicina em relagdo a outros tipos de tumores e demais tecidos normais,
mas pouco se sabe ainda sobre essa citotoxicidade seletiva (CHEN et al., 2005). Para se tornar
ativa, cada molécula de bleomicina necessita da presenga de um ion metal em transigdo
reduzido, como por ferro (Fe*” ou cobre (Cu”, assim como uma molécula de oxigénio (O)
(KANE et al., 1994. (a) e (b)).

Com o passar das décadas muito se aprendeu sobre a molécula de bleomicina.
Hoje se sabe que esta molécula ¢ muito conservada, com variagdo em apenas uma das trés
regioes que a compodem, sendo dividida por seus dominios funcionais (Figura 1): (i) Regiao
de ligacdo ao metal, que forma complexos com os ions Fe*" ou Cu’ e possui grupos amino N3
e N4 no dominio pirimidina, cuja fungdo ¢ definir a seqiiéncia de clivagem e causar quebras

duplas e simples dos acidos nucléicos. Um dissacarideo também ¢ encontrado nesta regido,

17



mas o papel destes aglcares permanece desconhecido; (ii) Regido juncional, que ¢
responsavel pela unido da cauda bitiazol a regido de ligagdo ao metal. Esta porcdo da
flexibilidade a molécula e ¢ essencial para que ocorra a quebra dupla de DNA; (ii1) Cauda
bitiazol, responséavel pela ligacdo da bleomicina ao DNA baseada na positividade da cauda,
que diferencia cada forma de bleomicina em A,, As ¢ B, (CHEN et al., 2005).

As Dbleomicinas ndo interferem diretamente na replicagdo de 4cido
dexoxirribonucleico (DNA), sintese de acido ribonucléico (RNA) ou sintese protéica, mas
levam as mudancas globais na morfologia cromossomica, incluindo quebras, falhas, delecdes
e formagdes discéntricas e anelares, que ocorrem em concentragdo e tempo dependentes.
Além disso, o dano ao DNA ¢ dependente também da fase em que se encontra o ciclo celular.
C¢lulas na fase estacionaria (S) apresentam menos danos que células nas fases G1, G2 e M do
ciclo celular. Outros mecanismos como os de captacdo extracelular e transporte intracelular da
bleomicina, participagdo de ferramentas de reparo de DNA na morte tumoral por apoptose ou
por necrose, e estudos da participacdo de cisteina-proteases que atuam no metabolismo da
bleomicina em tecidos que ndo sofrem lesdes toxicas permanecem pouco conclusivos (CHEN

et al., 2005).

Regido de ligacdo ao metal Cauda bitiazol
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Figura — 1. Estrutura molecular bleomicina e seus dominios funcionais.
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1.3- O MODELO EXPERIMENTAL DE ESTUDO

A fibrose pulmonar experimental induzida por bleomicina em animais tornou-se
um modelo sistematico de investigacdo dos mecanismos celulares e bioquimicos envolvidos
na patogénese da fibrose pulmonar, uma vez que durante este processo o tecido pulmonar
sofre mudangas morfoldgicas e bioquimicas bem semelhantes as observadas em pacientes
(GIRI, 2002).

Nos ultimos 30 anos, este modelo tem se tornado a principal ferramenta na
pesquisa basica da regulagdo fibrogénica pulmonar, sendo utilizado primeiramente em
cachorros por Fleischman e colaboradores em 1971. Posteriormente o modelo foi padronizado
em pequenos mamiferos e popularizado por Snider e colaboradores em 1979, que utilizaram o
modelo de administragdo intratraqueal de dose unica, apud (CHUA et al., 2005). As pesquisas
baseadas neste modelo experimental propiciaram um aumento substancial na compreensao
acerca da patologia basica da resposta fibrética pulmonares; isso pode ser atribuido em sua
grande parte ao avango das técnicas de estudo empregadas, que tentam reproduzir por
modelagem experimental as maiores anormalidades estruturais e bioquimicas similares as
encontradas em pacientes. Entretanto, sdo encontradas limitacdes ao se mimetizar um
processo; de fato € o que geralmente ocorre em todos os modelos de estudo animal. A maior
delas ¢ a escala de tempo em que ocorrem os eventos fibrotico-pulmonares em ambos os
seres. A fibrose pulmonar no homem ¢ resultado de meses ou até anos de excessivo
remodelamento da matriz extracelular pulmonar, enquanto que em modelos animais estes
eventos sao reproduzidos em curtos periodos de tempo seqilienciais em resposta ao episddio
especifico de lesao pulmonar (CHUA et al., 2005).

Os estudos mais recentes se concentram nas alteracdes ou variagdes dos
fendmenos inflamatérios € imunomodulatorios, baseando-se no que caracteriza um quadro de
fibrose pulmonar, onde sdo observados uma hipercelularidade e aumento nas quantidades de
mediadores inflamatorios soluveis presentes. Varios destes estudos apresentam alguns dados
conflitantes sobre qual o papel da inflamacdo cronica no direcionamento para uma resposta

fibrotica. Estes estudos permanecem controversos (GAULDIE, 2002; STRIETER, 2002).

1.3.1 — Caracteristicas do modelo
A linhagem de camundongos C57BL/6J ¢ amplamente utilizada por ser mais
susceptivel a administracio de uma alta dose uUnica, via intratraqueal, suficiente para

desencadear o processo inflamatério que precede o aparecimento da fibrose pulmonar
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(CHUNG et al., 2003), uma vez que estes animais expressam preferencialmente citocinas do
tipo Thl, tais como interferon (IFN)-y e interleucina (IL)-12 (SCOTT et al., 1988), sendo
assim um importante modelo de estudo da fase inflamatoria pulmonar.

De forma geral, os processos que governam o desenvolvimento da fibrose
pulmonar induzida por bleomicina sao divididos em trés etapas: (i) lesdo aguda, incluindo
morte celular; (i1) resposta inflamatéria em varios graus, dependendo da dose e via de
administracdo, caracterizada pelo comprometimento da microestrutura pulmonar, com lesdao
direta as células epiteliais, endotélio vascular ¢ membrana basal; e (ii1) resposta crdnica,
marcada por hipercelularidade e aumento da deposi¢do de proteinas da matriz extracelular
(ADAMSON, 1976), apud (GIRI, 2002).

Hoje ¢ amplamente aceito ¢ que uma fase inflamatoria inicial reversivel pode
levar a uma fase fibrética pulmonar irreversivel em resposta a agentes lesivos. Eventos
inflamatérios resultam da liberacdo de mediadores protéicos pelas células residentes
danificadas, fazendo com que as células inflamatorias sejam recrutadas, ativadas e iniciem a
liberacao de mais mediadores soluveis. Estes fatores ativam diretamente os fibroblastos ou
podem estimular as células residentes da parede alveolar para secrecdo de mediadores que
levam a migracdo e a proliferagdo fibroblastica, que subsequentemente disparam uma
excessiva deposicao de colageno. Da mesma forma, observa-se uma gama complexa de
relagdes entre neutrofilos, macréfagos, linfocitos, monocitos, eosinofilos, elementos da matriz
extracelular, células epiteliais e endoteliais, que modulam a func¢ao dos fibroblastos em favor
de um aumento da produgdo e excessiva deposi¢do de colageno no intersticio pulmonar

(GIRI, 2002).

1.3.2 — Reparo tecidual pulmonar

O pulmao pode ser dividido em duas partes principais: (i) as vias aéreas centrais,
que compreendem traquéia, bronquios e bronquiolos terminais e (i1) parénquima periférico,
composto por bronquiolos respiratorios, ductos alveolares e alvéolos. A parede alveolar ¢
composta de aproximadamente 8% de pneumocitos do tipo I, 16% de pneumocitos do tipo 1,
30% de células do endotélio capilar, 36% de células intersticiais € 10% de macréfagos
alveolares (BURNS et al., 2003). Dois tipos de células recobrem a superficie alveolar. Os
pneumocitos do tipo I sdo células epiteliais escamosas, € os do tipo II sdo células cubdides
responsaveis pela producdo e secrecao de proteina surfactante; macrofagos e fibroblastos
compdem o grupo de células presentes no intersticio, responsaveis pela manutengdo e

organiza¢do da membrana basal (BURNS et al., 2003).
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J4

Intersticio ou matriz extracelular ¢ constituido por uma rede complexa de
macromoléculas que preenchem os espacos intercelulares. Entre suas malhas circula o liquido
tecidual, que tem origem na microcirculagdo, banha as células e retorna aos vasos sanguineos
ou linfaticos. As macromoléculas da matriz extracelular podem estar estruturadas em forma
de fibras ou sob a forma de um complexo amorfo, intimamente associado a fibras e
denominado substancia amorfa. Os componentes da matriz sdo sintetizados e excretados por
fibroblastos, células epiteliais e musculares lisas, como constituintes das laminas basais. Tais
macromoléculas sdo: (i) proteinas fibrosas, que formam as fibras coldgenas e reticulares
(colageno) e fibras elasticas (elastina); (i1) proteinas de aderéncia (laminina e fibronectina),
que fixam as células a matriz; e (iii) glicosaminoglicanos e proteoglicanos, que formam um
gel altamente hidratado que compde a substancia fundamental amorfa (ROBERTS et al,
2002).

Os componentes da matriz extracelular sdo renovados constantemente e dependem
diretamente de proteases especificas denominadas metaloproteinases. As metaloproteinases
sdo sintetizadas por cé€lulas fagociticas e pelas células do tecido conjuntivo e sua atividade
esta sob controle das citocinas, dos produtos secretados por fagocitos e de seus inibidores
naturais encontrados nos tecidos. Um balango fisioldgico deve existir entre a formagao da
matriz ¢ a sua degradagdo. Em disturbios fibroticos este balanco ¢ quebrado e usualmente
ocorre um aumento da producao de matriz extracelular e inibi¢do da produgdo de proteinas de
degradacao, observados na fibrose pulmonar, cirrose hepatica e fibrose renal (PARKS, 2003;
PARKS et al., 2004).

Fibroses sdo condi¢des caracterizadas pelo aumento do estroma conjuntivo de um
orgdo decorrente de cicatrizacdo normal ou exacerbada, ou ainda resultado de um processo
reacional em que a producdo da matriz extracelular ndo esta relacionada com o processo
reparativo. Na fibrose pulmonar, o acimulo excessivo de coldgeno intersticial destréi a
arquitetura do pulmdo, que subsequentemente leva a insuficiéncia respiratoria
(MOHAMMED et al., 2003).

Cé¢lulas mortas se comportam como agentes desencadeadores do sistema imune,
que promove a reabsor¢ao e permite o reparo posterior (KUWANO et al., 2004). Quando o
tecido que sofreu dano possui capacidade regenerativa, os restos celulares sdo absorvidos e
fatores de crescimento sdo liberados pelas células vizinhas, induzindo a multiplicagdo das
células parénquimatosas e restabelecendo a integridade estrutural deste tecido. Por outro lado,
tecidos sem capacidade regenerativa substituem tecido necrosado por tecido conjuntivo

cicatricial. Como conseqiiéncia, dois processos distintos podem ser observados: (a)
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regeneragdo para restauracdo da integridade tecidual, sem deixar tracos da lesdo anterior a
este processo; ou (b) reposicao do parénquima respiratorio por tecido conjuntivo, através do
aumento da deposi¢dao de colageno, 4acido hialurénico e fibronectina, todos pela ativagao de
células epiteliais e fibroblastos (CHANSON et al., 2005).

As interacdes complexas de regulagdo entre inflamagdo e reparo sdo fatores
cruciais em resposta a exposicao de bleomicina aos tecidos, que em condi¢des normais
exibem um cardter de regulagdo mais simples e estavel da producdo de mediadores

inflamatérios e do perfil de proliferagio e ativacdo celular (KUWANO et al., 2001;
LAWRENCE et al., 2001).

1.3.3 — Aspectos Inflamatorios

O processo inflamatorio pode ser visto como resultado de algum tipo de dano
tecidual, em resposta a agentes infecciosos ou danos traumaticos, quimicos, fisicos ou de
natureza autoimune (KATZENSTEINE et al.,1998). Por outro lado, atua de forma muito
importante como mecanismo de regulacdo fisioldgico organico-imune, de padrdo conservado
ao longo da historia evolutiva, e que objetiva garantir uma melhor condi¢ao do ser. Este tipo
de resposta do sistema imune ¢ guiado inicialmente por componentes inatos, tais como
proteinas sinalizadoras, receptores e células, e posteriormente com participagao de elementos
da imunidade adquirida numa fase mais tardia (NATHAN, 2002).

Modificagdes na microcirculagdo, tais como os fendmenos angiogénicos,
migracao de leucdcitos através do leito vascular e liberacdo de moléculas solaveis nos tecidos
danificados sdo as principais caracteristicas da inflamacao, que ¢ uma reagdao secundaria em
resposta as lesdes a fim de que a estabilidade inicial seja restaurada (NATHAN, 2002).

Apos dano tecidual causado pela acdo da bleomicina, as células presentes no
tecido pulmonar, destacando-se dentre estas as células epiteliais, células endoteliais e
macrofagos residentes, liberam proteinas intracelulares produzidas constitutivamente ou
produzidas ao sofrer algum estimulo fisico ou quimico (SHIMABUKURO et al., 2003).
Quando encontradas no meio extracelular por receptores soluveis especificos ou outros
receptores presentes na superficie celular, como os receptores da citocinas, quimiocinas ou
demais tipos de receptores especificos, t€m a capacidade de disparar a producao de citocinas,
quimiocinas, mediadores de origem lipidica e espécies reativas de oxigénio, que sdo
importantes participantes da resposta inflamatoria, atuando em diversos grupos celulares,

inclusive nas células do préprio tecido danificado e que levam consequentemente a produgdo
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e liberagdo de mais mediadores e novos fatores, importantes para evolugcdo deste processo
(RAHMAN, 2002; CRAPO, 2003).

O acumulo de neutrofilos, mondcitos, linfocitos, eosindfilos e mastocitos no trato
respiratorio baixo sdo caracteristicas dos estagios mais agudos que precedem as varias
doencas fibréticas pulmonares. Macrdofagos alveolares, células epiteliais e endoteliais sdo as
primeiras células do tecido a responderem a algum tipo de agente danoso, seja quimico ou
fisico, funcionando como sentinelas. Estes células secretam fatores quimiotaticos para
neutréfilos, que medeiam o trafego destes para o foco inflamatorio através de um gradiente de
concentracdo de fatores quimiotaticos. Fibroblastos em proliferagdo e células endoteliais
ativadas sdo encontrados nestes sitios em resposta ao grande nimero de mediadores
secretados por macréfagos teciduais, neutrofilos e disparados também por sinais de apoptose
das células epiteliais. Estes fibroblastos, macrofagos e neutrofilos sdo capazes de regular estas
respostas, direcionando-a para uma cronificagdo que leva um aumento da lesdo ou resolugao

seguida de cicatrizacdo (YARA et al., 2001; GIRI, 2002; THANNICKAL ef al., 2004).

1.3.4 — Mediadores inflamatorios importantes no modelo experimental de fibrose pulmonar
induzida por bleomicina

Os mediadores inflamatérios sao moléculas soltiveis que atua de forma local ou
sistémica, de origem plasmatica e de células inflamatdrias ou do proprio tecido danificado.
Sao secretados a partir de granulos pré-formados ou sintetizados via de novo por varios tipos
de células. Dentre estes mediadores destacamos alguns com participagdo importante no

modelo de lesdo e fibrose pulmonar induzida por bleomicina (NATHAN, 2002).

Fator de ativagado de plaquetas (PAF)

O fator de ativagdo de plaquetas (PAF) ¢ um fosfolipidio derivado de membrana
envolvido em amplas condi¢des inflamatorias pulmonares, incluindo displasia bronco-
pulmonar causada pela lesdo pulmonar cronica que progride para obstrugdo das vias aéreas e
fibrose intersticial.

A interacao do PAF com o seu receptor especifico leva a transdugdo de sinal via
ativacdo de proteinas G heterotrimétricas, com conseqiiente ativacdo de varias proteinas
cinases ¢ com mobilizacdo do calcio intracelular. Desta forma, PAF ativa mondcitos e
macrofagos para producdo de mediadores tais como eicosandides, citocinas pro-inflamatorias
com o fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1, IL-6 e aumento da expressao de

moléculas de adesao na superficie de neutrofilos (STENMARK et al., 1987).
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Eicosandides

Diversos estudos tém se preocupado em definir o papel dos eicosanodides na
patogénese da fibrose pulmonar. J4 ¢ descrito que derivados do acido araquidonico, por
exemplo, os leucotrienos, podem estimular a proliferagcdo de células mesenquimais e
fibroblastos e ainda a sintese de colageno. De fato, leucotrieno B4 ¢ encontrado numa
concentracdo 15 (quinze) vezes mais alta em homogenatos do pulmao de pacientes com
fibrose, em relacdo aos pacientes normais (WILBORN et al., 1996).

Controversamente, a prostaglandina E (PGE) ¢ um potente inibidor da
proliferagdo de fibroblastos e sintese de coldgeno. Esta molécula desempenha papel
importante na manutencdo da matriz extracelular, com funcdo homeostdsica em pulmdes
normais, que normalmente apresentam concentragdes mais altas que as encontradas no
plasma. Em pacientes com fibrose os niveis de prostaglandina E sdo 50% mais baixos que os
encontrados em pacientes normais. A administracao intravenosa de PGE em hamsters diminui

o trafego de neutrofilos pelas vias aéreas e reduz a lesdo pulmonar, acarretando inibi¢do do

desenvolvimento de fibrose frente a estimulacdo por bleomicina (GRANT et al., 1991).

Espécies reativas de oxigénio

A lesdo celular observada na fibrose pulmonar induzida por bleomicina ¢é
inicialmente mediada por espécies reativas de oxigénio produzido pelo infiltrado celular
inflamatorio. Mas por sua atividade oxidante de membrana e DNA/RNA, a bleomicina ¢
capaz de gerar radicais hidroxila e ions superdxido que promovem a produgdo de peroxi-
nitrito, um potente oxidante envolvido em doengas inflamatorias pulmonares. Como descrito
anteriormente, a fibrose pulmonar inicialmente resulta de uma reagao inflamatoria pulmonar,
inicialmente mediada na sua maioria por neutrofilos e macréfagos. Estas células também
produzem espécies reativas de oxigénio, assim como 6xido nitrico, radicais hidroxila, ions
superoxido e perdxido de hidrogénio, que ao serem liberados danificam diretamente o
parénquima pulmonar, estimulam a ativacdo e transcrigdo de genes das células residentes e a
expressao de mediadores do processo inflamatorio, que com sua progressao leva a fibrose

(GIRI, 2002).

Citocinas
Citocinas sdo proteinas secretadas com funcdo na regulagdo da resposta imune,
regulam também o trafego e organizagdo celular nos 6rgaos que compdem o sistema imune.

As citocinas agem como fatores de crescimento, na diferenciacao e proliferagcdo de células da
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medula 6ssea e maturacdo, possuem atividades quimiotaticas e propriedades ativadoras e
supressoras, incluindo sinalizagdo para morte celular programada, nos mais diversos grupos
celulares que determinam a natureza da resposta imune (BORISH ef al., 2003).

Vérias citocinas podem desempenhar funcdes pro-inflamatoérias ou anti-
inflamatoérias. Estas atividades dependem do tipo celular em que atuam e do seu estado
responsivo as citocinas, ou ainda pode depender do contexto em que elas se encontram. As
citocinas sdo responsaveis por guiar o processo inflamatério, podendo agir de diversas
maneiras. Acredita-se atualmente que variagdes entre os niveis de TNF-a, IL-1p3, CXCLS8/IL-
8, IFN-y, fator de crescimento transformante (TGF)- 3, IL-10 podem levar a uma ativacao de
macrofagos, neutrofilos, células epiteliais e endoteliais, confirmado pelos dados clinicos
observado em pacientes com lesao pulmonar aguda e fibrose (GOODMAN et al., 2003).

O fator de crescimento transformante (TGF)-B ¢ uma importante citocina
multifuncional, com alto potencial pro-fibrogénico. Células inflamatorias como macréfagos e
linfécitos produzem TGF-B, da mesma forma que os fibroblastos, células epiteliais,
endoteliais e demais tipos celulares. O TGF- ¢ secretado em uma forma latente e se torna
ativado em seguida, para desempenhar suas fungdes biologicas que incluem angiogénese,
primagem de neutréfilos humanos, quimiotaxia de monocitos, macroéfagos e ¢ um poderoso
estimulador de fibroblastos para produgdo de componentes da matriz extracelular, incluindo
colageno, fibronectina, fibrinas e proteoglicanas (KHALIL et al,, 1989; BARTRAM et al.,
2004).

O interferon (IFN)-y € uma citocina que participa no modelo de fibrose pulmonar,
exercendo funcdes anti-fibroticas, inibindo a sintese de colageno e a proliferagao de
fibroblastos associada com acimulo de leucocitos no pulmao. Este efeito estd correlacionado
com a capacidade do IFN-y em regular a expressdo de 4cido ribonucléico mensageiro
(mRNA) de TGF-B, e participa também da resposta angiogénica através da regulacdo dos
niveis da quimiocina CXCL10/IP-10 controlando a fibroplasia e deposi¢dao de elementos da
matriz extracelular. Desta forma destaca-se um importante balango existente entre TGF-f e
IFN-y em condi¢des normais, € quando este equilibrio ¢ quebrado torna-se aparente a
manifestagdo de fendmenos patologicos, como no caso da fibrose pulmonar
(SHIMABUKURO et al., 2003).

A interleucina-10 (IL-10) exerce funcdes anti-inflamatorias em uma variedade de
modelos experimentais, possuindo propriedades imunomodulatérias sobre citocinas do tipo
Th-1, tais com IL-1B, IL-6, CXCLS8/IL-8, IL-12 e TNF-a, que participam dos fendmenos que

levam a fibrose pulmonar, limitando a inflamagdo. A IL-10 produzida normalmente em niveis
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constitutivos no pulmao, com papel na manuten¢do da tolerancia a alérgenos ou a demais

antigenos inalados (BOEHLER et al., 2002; SHIMABUKURO et al., 2003).

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) ¢ um importante fator
angiogénico com propriedades pro-inflamatorias. E descrita sua participagdo na proliferagio
celular, permeabilidade vascular e angiogénese em diversas lesdes inflamatorias. No pulmao o
VEGTF ¢ produzido por células epiteliais alveolares, macréfagos e miofibroblastos em resposta
a varios estimulos, tais como estresse oxidativo e citocinas. Também participa indiretamente
do recrutamento de leucécitos por levar a expressio de CXCLS/IL-8 e CCL2/MCP-1
(FEHRENBACH et al., 1999).

Quimiocinas

Sao um grupo de moléculas relativamente pequenas (8 a 12 kD) pertencentes a
classe das citocinas, com habilidade em induzir quimiotaxia em uma ampla variedade de
células incluindo neutréfilos, monocitos, linfocitos, eosinodfilos e fibroblastos, através de
interacdes com seus respectivos receptores, que pertencem a superfamilia dos receptores de
sete dominios transmembrana acoplados a proteina G. Mais de 50 quimiocinas descritas
foram classificadas nas familias C, CC, CXC e CX;C (Figura 2), baseados na posi¢ao dos
residuos de aminoacidos entre as cisteinas na regido amino-teminal (FERNANDEZ et al.,
2002; GANGUR et al., 2002; OLSON et al., 2002).

Diversas quimiocinas estdo envolvidas no processo de fibrose pulmonar, varias ja
foram observadas e descritas nos processos inflamatérios agudos, cronicos e fibréticos
pulmonares. As quimiocinas da familia CC, incluindo CCL2/JE, CCL3/MIP-la e
CCL5/RANTES, participam do recrutamento e ativacdo de mononucleares, linfocitos e
células natural killer (NK), contribuindo de forma importante para a instalagdo da inflamacao
e sua cronificagdo, que guia este processo gerando uma resposta fibrotica pulmonar. CCL2/JE
¢ um fator quimiotatico para células mononucleares que tem importante papel no modelo de
fibrose pulmonar, participando da regulacao da deposi¢ao de coldgeno pela ativacdo de
fibroblastos. CCL3/MIP-1a promove o acumulo e ativagao de leucocitos que levam a fibrose.
A administragao de anticorpos anti-CCL3/MIP-1a diminui, mas ndo totalmente, o acimulo de
mononucleares no pulmao e fibrose. CCL5/RANTES ¢ um importante fator quimiotatico para
eosinofilos e linfocitos, participa como mediador do influxo de linfécitos T na alveolite
fibrosante (SMITH et al., 1995; SMITH et al., 1996; GHARAEE-KERMANI, et al., 2003;
KUNKEL et al., 2003).
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Os membros da familia CXC possuem diferentes funcdes na patogénese da
fibrose pulmonar. As quimiocinas ligantes do receptor CXCR2, CXCL1-2/MIP-2 ¢ CXCLI1-
3/KC, participam principalmente do recrutamento e ativagdo neutrofilos, também possuem
funcdo angiogénica durante a inflamagao pulmonar, contribuindo para a resposta inflamatoria
inicial. Ja as quimiocinas CXCL9/MIG e CXCLI10/IP-10, ligantes do receptor CXCR3,
participam do recrutamento de linfocitos e células NK e possuem funcao angiostatica. Uma
quebra do balango de produgdo existente entre os ligantes de CXCR2 e CXCR3 tem sido
relatada como fator chave no desenvolvimento de uma resposta inflamatdria-fibrotica
pulmonar (KAENE et al., 1997; MOORE et al., 1998; KAENE et al., 1999 a & b; TAGER et
al.,, 1999; HAYASHI et al., 2002; STRIETER et al., 2003; JIANG et al., 2004;).

Eotaxin
Eotaxin-2
RANTES
MCP-1 MCP-2
MCP-3

CC

MCP-1 MIP-1f
MCP-2 RANTES
MCP-4 Eotaxin
MIP-1t HCC

CXC

tactin neurotactin

C CX3C

Figura — 2. Familia das quimiocinas e seus respectivos receptores.
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1.4 — NEUTROFILOS

Os neutroéfilos representam o maior grupo de leucdcitos encontrados no sangue e
sao indispensaveis na defesa do organismo contra infecgdes e regulacdo do processo
inflamatoério. Eles exercem fungdes especializadas como fagocitose, geragdo de metabodlitos
reativos de oxigénio, produgdo e secre¢do de proteinases e¢ mediadores do processo
inflamatorio, possuindo papel importante na elimina¢do de microorganismos e remoc¢ao dos
restos celulares (BURNS et al., 2003). Hoje sao conhecidos trés subtipos de neutrofilo, com
divisdo baseada em 3 caracteristicas principais: (i) seu perfil de produgdo de citocinas e
quimiocinas, (i1) sua capacidade em ativar macrofagos e (ii1) seu perfil de expressao dos
receptores do tipo Toll-like recptor (TLRs) (TSUDA et al., 2004).

Quando ativados por mediadores do processo inflamatério ou por peptidios
bacterianos, os neutréfilos aumentam sua capacidade fagocitica, aumentam a expressao de
moléculas de adesdo, migram para os tecidos em direcdo a um gradiente quimiotaticos e
produzem fatores importantes que atuam como efetores da resposta neutrofilica. Dentre estes
produtos destacam-se novos mediadores inflamatorios que funcionam como amplificadores
deste processo, € produtos toxicos bactericidas que podem aumentar ainda mais a extensao do
foco inflamatério. Estes produtos toxicos sdo secretados por granulos que se fundem a
membrana para liberagdo extracelular de Mieloperoxidase (MPO), peroxido de hidrogénio
(H,0,), acido hipocloroso (HOCI), proteinase 3, gelatinases, colagenases, elastase,
defencinas, metaloproteinases e fosfolipase A, (BURG et al., 2001).

Infec¢do ou dano do tecido pulmonar resultam na migracdo dos neutrofilos da
circulacao para o espago alveolar, de forma diferente a encontrada na circulacdo sist€émica
durante uma resposta inflamatoria, que ocorre normalmente através das vénulas pos-capilares.
A migracdo dos neutréfilos para o espago alveolar ocorre diretamente pelos capilares
alveolares, e ¢ influenciada por caracteristicas unicas encontradas na organizacdo da parede
alveolar. Esta migra¢do pode ser paracelular ou transcelular. Preferencialmente ocorre
migracao paracelular, através da juncdo tricelular, onde trés células endoteliais capilares se
convergem. No intersticio, fibroblastos e miofibroblastos conectam a membrana basal do
endotélio a membrana basal do epitélio alveolar. Estes fibroblastos participam diretamente do
processo de migragdo, guiando os neutréfilos do intersticio em direcdo ao espaco alveolar
onde se encontra um gradiente elavado de fatores quimiotaticos, fazendo com que este
neutrofilo passe através da juncao tricelular formada por 2 pneumodcitos do tipo I e

pneumocitos do tipo II (BURNS et al., 2003) (Figura 3).
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Figura — 3. Ilustracdo da migrac¢ao neutrofilica do lumem capilar para o
espaco alveolar.

O acumulo de neutréfilos é considerado como marco inicial da resposta
inflamatoria iniciada pela lesdo tecidual pulmonar ap6s administragdo de bleomicina
(THRALL et al., 1982). O fator chave para migracdo e ativagdo do neutrofilo € a participagao
de moléculas quimioatrativas que se ligam aos seus receptores especificos, gerados no sitio
inflamatorio na auséncia ou quando se antecede uma resposta imune especifica, mediada por
linfocitos. Apoés interagdo ligante/receptor, sinalizam em sua maioria via proteina G
heterotrimétrica acoplada aos seus receptores de sete dominios transmenbrana, disparando
cascatas intracelulares que culminam na ativagdo de genes especificos, que ditardo as
mudangas a serem sofridas pela célula (PIERCE et al., 2002). Dentre estas mudangas,
destacam-se as alteragdes no citoesqueleto, modificagdo da expressao de moléculas de adesao
e perfil de ativagdo. Também participam da modulagdo do processo, uma vez que pertencem
da principal linha da resposta imune inata, respondendo em poucas horas apds dano ou
infeccdo (BURG et al., 2001), oferecendo uma contribui¢do para desenvolvimento do
processo inflamatorio e sua regulacdo, pela producao de fatores que coordenardo as fungdes
efetoras dos demais leucocitos, tais como eosinofilos, mondcitos, basoéfilos, células NK,
linfocitos e neutrofilos. Estes fatores sdo as citocinas TNF-a, IL-1B, IL-12 ¢ VEGF, ¢ as
quimiocinas IL-8/CXCLS, MIP-1a/CCL3, MIP-1 B/CCL4, IP-10/CXCL10, MIG/CXCL9
(SCAPINI et al., 2000).
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Alguns fatores quimiotaticos e de ativagdo podem ser de origem exogena,
produzidos por microorganismo como, por exemplo, n-formil-metionil-leucil-fenilamina
(fMLP) e lipopolissacarideo (LPS), derivados bacterianos. Os principais mediadores
endogenos envolvidos no recrutamento de neutrofilos sao o PAF, que tem papel pro-adesivo.
Os seguintes mediadores, quando expressos na superficie da célula endotelial sdo
reconhecidos pelos seus receptores na superficie dos polimorfonucleares durante o processo
de rolamento no leito vascular: leucotrieno B4 (LTB4), com ac¢des semelhantes as do PAF;
fator 5a do complemento (C5a), que ¢ um subproduto originado das cascatas do
complemento, com atividade de estimular a expressao de moléculas de adesao; e por ultimo o
mais importante fator quimiotatico para neutréfilos, as quimiocinas pertencentes familia do
IL-8 humano, ligantes dos receptores CXCR1 e CXCR2 (BURG et al., 2001).

Em camundongos apenas a participacdo do receptor CXCR2 foi descrito
participando da quimiotaxia de neutrdfilos, com ligantes homologos aos encontrados em
humanos. Dentre eles estio CXCL1-3/KC e CXCLI1-2/MIP-2 murinos, homologos de
CXCL1/GROa, CXCL2/GROB e CXCL3/GROy humano (TEKAMP-OLSON et al., 1990;
BOZIC et al., 1994). Uma seqiiéncia conservada de glutamato-leucina-arginina (ELR)
localizada proxima a regido amino terminal de certas quimiocinas CXC conferem alta
afinidade de ligagdo ao receptor CXCR2. As quimiocinas CXC ELR+ sdo geralmente pro-
inflamatorias. Como por exemplo, podemos citar IL-8 humana, uma das quimiocinas mais
estudadas, participa do recrutamento de neutrofilos, fagocitose de microorganismos e do
processo angiogénico. E produzida primariamente ndo s6 por mononucleares, células
epiteliais e endoteliais, mas também por linfocitos, eosinodfilos, neutrdfilos e fibroblastos.
Uma variedade de efeitos biologicos ¢ atribuida aos ligantes de CXCR2, principalmente
envolvendo neutrofilos, nos quais participam da ativagdo e quimiotaxia, produgdo de espécies
reativas de oxigénio, aumento da expressao de integrinas e selectinas, promovendo a adesdo a
células endoteliais, modulagcdo da angiogénese e liberacdo de histamina e granulos azurofilos
(MEHRAD et al., 1999; McCOLL et al., 1999; ADDISON et al., 2000; ZHANG et al., 2001;
RAMIEESINGH et al., 2003; SMITH et al., 2004).

30



1.5 - QUIMIOCINAS COMO ALVO PARA INTERVENCAO FARMACOLOGICA

Os receptors de quimiocina sao importantes alvos para desenvolvimento de novos
farmacos, por possuirem importantes papéis, com funcdo na inflamagdo aguda e cronica,
angiogénese, angiostase € como co-receptores para a entrada de virus nas células (ONUFFER
et al., 2002). Desta forma, ocorre uma expansdo do potencial teraputico sobre o sistema
imune, a partir da descricao de novos papéis para quimiocinas (AJUEBOR et al., 2002).

Dentre as estratégias farmacoldgicas anti-quimiocinas estudadas atualmente estao
a aplicag@o de anticorpos, quimiocinas com modificacdo na regido amino-terminal e pequenas
moléculas antagonistas. Diversos antagonistas seletivos e potentes ja foram descritos para os
receptores de quimiocinas CCR1, CCR2, CCR3, CCRS5, CXCR2, CXCR3 e CXCR4, que sao
o grupo dos receptores mais bem estudados diretamente relacionados as doengas, € também
por serem os principais alvos dos programas de desenvolvimento de drogas atualmente
(CASCIERI et al., 2002)..

Alguns antagonistas de receptor CXCR2 descritos t€ém por objetivo regular as
fungdes efetoras dos neutrofilos, com habilidade em modificar o recrutamento e a ativagdo
destas células, prevenindo uma resposta inflamatéria excessiva associada com dano tecidual
mediado pela resposta neutrofilica intensa, que eleva o dano tecidual pulmonar (PEASE et al.,
2002).

A repertaxina, um antagonista seletivo de receptor CXCR2, age de modo
alostérico ndo competitivo, ligando-se diretamente aos dominios transmembrana 1, 3 e 6 do
receptor ¢ causando uma alteragdo conformacional que bloqueia a transducdo de sinais
gerados pelas cascatas de sinalizacdo intracelular disparadas pelo contato ligante/receptor.
Desta forma, neutrofilos sao impedidos de exercer suas fungdes. Ja foram descritos trabalhos
utilizando este novo farmaco in vivo, nos modelos de isquemia e reperfusdo hepatica,
intestinal e renal apos transplante. A repertaxina também foi efetiva em inibir o recrutamento
de polimorfonucleares em todos estes modelos experimentais apds trauma isquémico-cerebral
(BERTINI et al., 2004; SOUZA et al., 2004; CASSILI et al., 2005; GARAU et al., 2005;
CUGINI et al., 2005).

Com objetivo de inibir uma resposta inflamatoria pulmonar, baseando-se na
premissa de que a inflamagao ¢ um fendmeno que precede um excessivo reparo tecidual que
caracteriza a fibrose pulmonar, estudaremos o efeito do farmaco DF2162, um derivado da

repertaxina, sobre a resposta inflamatoria e fibrose pulmonar experimental induzida por
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bleomicina, principal modelo de estudo da fibrose pulmonar, doenga grave e progressiva que

atinge 5 milhdes de pessoas em todo o mundo (MOHAMMED et al., 2003).
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2 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do DF2162, que ¢ um novo antagonista experimental de

receptores CXCR2, no modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina.

2.1.1 — Objetivos especificos

- Estabelecer o modelo experimental de fibrose pulmonar induzida por bleomicina
em camundongos;

- Estudar o efeito do antagonista de receptor CXCR2 sobre o recrutamento de
neutréfilos no modelo experimental de fibrose pulmonar induzida por bleomicina;

- Estudar o efeito do antagonista de receptor CXCR2 sobre a producao de
citocinas € quimicinas no pulmao, no modelo experimental de fibrose pulmonar induzida por
bleomicina;

- Estudar o efeito do antagonista de receptor CXCR2 sobre as alteragdes
patologicas pulmonares no modelo experimental de fibrose pulmonar induzida por

bleomicina;
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — ANIMAIS

Camundongos C57B1/6] machos com 8 a 10 semanas pesando aproximadamente
20 — 25g, fornecidos pelo CEBIO (Centro de Bioterismo) da Universidade Federal de Minas
Gerais foram utilizados para realizacdo dos experimentos. Os animais foram mantidos no
biotério do Laboratorio de Imunofarmacologia, em caixas com agua e ragdo ad [libitum, sob

condig¢des controladas de temperatura, umidade e ciclo claro/escuro de 12 horas.

3.2 — MODELO EXPERIMENTAL DE FIBROSE PULMONAR INDUZIDA POR
BLEOMICINA

Sulfato de bleomicina (Bonar®, Laboratorio Biossintética) foi utilizado como
estimulo para a indu¢do do modelo experimental de fibrose pulmonar (IZBICKI et al., 2002).
Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 80 pL de uma solugdo a base de
ketamina e xilazina (respectivamente 3.2 mg e 0.16 mg/animal, em solu¢do salina 0.9%, em
uma propor¢do de 4:1:5) para subseqiiente traqueotomia. Cada animal recebeu uma injecao
por via intra-traqueal de 25 pL de veiculo (salina 0,9% estéril) ou bleomicina. No primeiro
experimento de padronizagao do modelo utilizamos as doses de bleomicina de 0.025U/animal,
0.125U/animal e 0.625U/animal para descrever uma curva dose-resposta. Nos demais
experimentos foram utilizados a dose de 0.125U/animal. Nos respectivos tempos
estabelecidos (6, 12 e 24 horas, 2, 4, 8 ¢ 24 dias) os animais foram sacrificados com uma dose
letal de ketamina e xilazina (500 pL/animal) com subseqiiente deslocamento cervical, para
posterior realizacdo do lavado bronco-alveolar e retirada do pulmdo. Foram analisadas as
contagens celulares do lavado, ensaios enzimaticos com o lavado bronco-alveolar e pulmao, e

analises histopatologicas descritas abaixo.

3.3 - TRATAMENTO COM ANTAGONISTA DE RECEPTOR CXCR2

Para estudar o seu efeito no modelo de fibrose pulmonar induzida por bleomicina,
utilizamos um antagonista do receptor de quimiocinas CXCR2, o DF2162, um derivado da
Repertaxina, cedido gentilmente com fins de colaboracdo, pelos Drs. Francesco Colotta e

Ricardo Bertini (Dompé Research and Development, Dompé S.p.A., L’Aquila, Italia). Os
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animais foram tratados com 200 pL de carboximetilcelulose 0.05% ou suspensdao contendo
DF2162 em carboximetilcelulose 0.05%, por via oral, de 12 em 12 horas, apos administragao
de bleomicina, com um pré-tratamento de 12 horas e uma hora antes da instilacdo intra-
traqueal. Experimentos iniciais foram realizados com a administracdo das doses de 1.2, 6 e 30
mg/kg. A dose de 6 mg/kg foi tomada como padrio para os demais experimentos,

administrada duas vezes ao dia, num total de 12 mg/kg/dia.

3.4-LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

O lavado bronco-alveolar foi realizado para se obter leucocitos presentes no
espaco alveolar. Apds sacrificio nos tempos determinados, a traquéia de cada animal foi
exposta novamente e canulada com um catéter de polipropileno de 1.7 mm. O lavado foi feito
através da injecao de duas aliquotas de 1 mL de PBS 1X estéril, injetadas e recolhidas 3 vezes
cada uma, obtendo-se 1.7 — 2.0 mL de volume final recuperado do lavado. O liquido recolhido
do lavado foi centrifugado em tubos de 5 mL a 4 °C, por 5 minutos, a uma velocidade de 1500
RPM, formando um pellet de células utilizado para contagem total e diferencial de células. O
sobrenadante do centrifugado foi congelado para posteriores ensaios de detec¢do de nitrito,
citocinas e quimiocinas. O pellet de células foi ressuspenso em 100 pL de BSA 3%, e o
numero total de leucocitos foi determinado por contagem das células coradas com solugao de
Turk em camaras de Neubauer. As contagens totais foram feitas em microscopios Opticos com
objetiva de 40X. Para a contagem diferencial, as laminas foram preparadas por cytospin
(Cytospin 3, Shandon) e foram coradas com May-Grunwald-Giemsa. As contagens
diferenciais foram realizadas em microscopios Opticos com objetiva de 100X, utilizando 6leo

de imersao.

3.5 -DOSAGEM DE NITRITO DO LAVADO BRONCO-ALVEOLAR

Para a dosagem de nitrito do lavado bronco-alveolar foi utilizada a técnica
descrita por Griess e modificada posteriormente (Green ef al., 1981). Basicamente, em placas
de 96 pocos (NUNC FLAT, FALCON), adicionou-se 100 uLL do lavado bronco-alveolar e em
seguida 50 uL de uma solugdo 1:1 contendo 1% de sulfanilamida (Sigma) em H3;PO4 2,5% ¢
0,1% de naphthylethylenodiamida — NEED (Sigma) em H3;PO4 2,5%. Apods cerca de 10
minutos houve formagdo de cor e a concentracao de nitrito foi calculada de acordo com uma

curva-padrdo, submetida ao mesmo procedimento, construida utilizando-se diferentes
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concentragdes de nitrito de sédio (NaNO,) diluido em PBS 1X. A leitura foi feita a 540 nm
em leitor de ELISA (Emax, Molecular Devices).

3.6 —- RETIRADA DO PULMAO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Ao término do lavado bronco-alveolar, os pulmdes dos animais foram perfundidos
com 5 mL de PBS Ix pelo ventriculo direito do coragdo, para remog¢ao de sangue do leito
vascular pulmonar, e imediatamente extraidos. O pulmao direito foi congelado para posterior
dosagem de citocinas, quimiocinas, NAG ¢ MPO, e o pulmao esquerdo foi utilizado para
quantificagdo de hidroxiprolina ou para analise histopatologica. Foram pesados 100 mg do
pulmdo direito e homogeneizados em 0.9 mL de uma solugdo para extracdo de citocinas
(NaCl 0.4 M, NaPO4 10 mM, PMSF 0,1 mM, cloreto de benzetonio 0.1 mM, EDTA 10 mM,
tween 20 0.05%, 0.5% de BSA, 20 KI aprotinina), numa relacdo de 10% peso/volume, e
posteriormente centrifugados a 3000 RPM durante 15 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
utilizado para detec¢do de citocinas e quimiocinas teciduais pelo método de ELISA. A
deteccao das atividades de NAG e MPO foram feitas no pellet, apoés processamento das
amostras para estes ensaios. Desta maneira, o pellet foi ressuspenso em 2 mL de tampao
fosfato (0.1 M NaCl, 0.02 M NaPOy, 0.015 M NaEDTA; pH 4.7), homogeneizado por 1
minuto; 1,5 mL de NaCl 0.2% foi adicionado e homogeneizado novamente; 1,5 mL de NaCl
1.6% com 5% de glicose foi adicionado, homogeneizado e vortexado. Apos esta etapa, o
volume total (1.6 mL) foi dividido em dois tubos, 0.8 mL para cada tubo, para determinacdo
de NAG e MPO. Estas amostras foram centrifugadas a 4° C, por 15 minutos, a uma
velocidade de 10.000 RPM e o sobrenadante foi posteriormente descartado. Para o ensaio de
NAG, as amostras foram ressuspensas ¢ homogeneizadas em 0.8 mL de salina 0.9% com
0.1% v/v de Triton X-100, centrifugadas a 4° C, por 10 minutos a 1.500 RPM e o ensaio foi
feito com o sobrenadante destas amostras. Para o ensaio de MPO, as amostras foram
ressuspensas € homogeneizadas em 0.8 mL de tampdo fosfato (0.05 M NazPOs, 0.5%
HETAB; pH 5.4), congeladas em nitrogénio liquido e entdo descongeladas, sendo este
processo repetido por 3 vezes. Apds esta etapa, as amostras para MPO foram centrifugadas a

4° C, por 15 minutos a 10.000 RPM e o sobrenadante utilizado para o ensaio.

3.7 — ENSAIO PARA DETECCAO DOS NIVEIS DE N-ACETILGLICOSAMINIDASE
(NAG) TECIDUAL
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A reagdo ¢ iniciada pela adicdo de 100 pL de p-nitrofenil-N-acetil-pB-D-
glicosaminidina (Sigma), diluidos em tampao citrato/fosfato (acido citrico 0.1 M, Na,HPO4
0.1 M, pH 4.5) na concentragdo final de 2.24 mM, a 100 pL de sobrenadante das amostras
previamente processadas e diluidas em tampao citrato/fosfato, em placas de 96 pogos, por 10
minutos a 37° C. Ao final desta etapa adicionou-se 100 pL. de tampao glicina 0.2 M (pH 10.6)
para término da reagdo. As placas de 96 pocos foram lidas em leitor de ELISA (Emax,
Molecular Devices) a 405 nm. O contetido de macrofagos foi calculado com base na curva-
padrao de NAG, feita pela coleta de macrofagos peritoneais recolhidos de animais

estimulados com 3 mL de tioglicolato 3% (dados nao mostrados).

3.8 — ENSAIO PARA DETECCAO DOS NIVEIS DE MIELOPEROXIDASE (MPO)
TECIDUAL

O ensaio utiliza 25 pL de 3,3’-5,5’-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma) dissolvidos
em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) com concentragdo final de 1.6mM, 100 puL de tampao
fosfato (0.05 M Na3zPOs, 0.5% H-TAB; pH 5.4) com H,O; diluido numa concentragao final de
0.003% v/v, e 25 pL de sobrenadante das amostras de tecidos previamente processadas. A
reacao se inicia pela adicao de tetrametilbenzidina as amostras em placas de 96 pocgos, a 37° C
por 5 minutos. Apds esta etapa, adicionou-se H,O, diluida em tampao fosfato e encubou-se a
37° C por 5 minutos. Ao final desta etapa adicionou-se 100 uL. de H,SO4 4M para término da
reacdo. As placas de 96 pogos foram lidas em leitor de ELISA (Emax, Molecular Devices) a
450 nm. O conteudo de neutrdfilos foi calculado com base em curva padrao de MPO, feita
pela coleta de neutrofilos peritoneais recolhidos de animais estimulados com 3 mL de caseina

5% (dados nao mostrados).

3.9 - ENSAIO PARA QUANTIFICACAO DE HIDROXIPROLINA TECIDUAL

A quantificacao da hidroxiprolina ¢ uma medida indireta do conteudo de colageno
dos tecidos (REDDY at al., 1996). Foram homogeneizados 100 mg do pulmao esquerdo em 5
mL de solucdo salina 0.2%, sendo estes homogenatos subsequentemente congelados e
liofilizados. Dez miligramas (10 mg) de tecido liofilizado foi submetido a uma hidrolise
alcalina em 375 pL de NaOH 2N por 25 minutos a 125° C. Uma aliquota de 50 pL do
hidrolisado, ou padrdo, foram adicionados a 450 pL do reagente oxidante cloramina T

(cloramina T, VETEC, 0.056 M, em tampao acetato/citrato com 10% de n-propanol, pH 6.5)
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por 20 minutos. Apos esta etapa foram adicionados 500 pL de p-dimetilaminobenzaldeido
(VETEC) diluidos em n-propanol/acido perclorico (2:1 v/v) seguido de incubacdao por 20
minutos a 65° C. As placas de 96 pocos foram lidas em leitor de ELISA (Emax, Molecular

Devices) a 540 nm.

3.10 - DETECCAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Para a dosagem das citocinas IFN-y, VEGF e IL-10 e das quimiocinas
CCL2/JE, CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES, CXCL1-3/KC, CXCL1-2/MIP-2, CXCL9/MIG e
CXCL10/IP-10 foram utilizados kits murinos especificos (DuoSet R&D SYSTEMS) onde
foram seguidas as instrugdes do fabricante. Basicamente, 100 uL/pog¢o do anticorpo de
captura (5,5 uL/mL) diluido em PBS estéril foram adicionados a cada placa (NUNC FLAT,
96-well, FALCON). Estas foram vedadas e incubadas a 4°C overnight. O conteudo de cada
placa foi retirado e esta foi lavada 3 vezes (300 uL/pog¢o) com um tampao de lavagem
(PBS/TWEEN 20 0,05%). Apos este procedimento, adicionou-se 300 uL/pogo do tampao de
bloqueio (BSA 1% em PBS). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por no
minimo uma hora. Repetiu-se o procedimento de lavagem e adicionou-se 100 ulL/pogo das
amostras, lavado bronco-alveolar ou tecido, e padrdes, diluidos em tampao de diluicdo (BSA
0,1% em PBS 1x). As placas foram novamente incubadas overnight. Repetiu-se o
procedimento de lavagem e foram adicionados 100uL/pog¢o do anticorpo de deteccao
biotinilado (5,55 uL/mL) diluido em tampao de diluicdo (o mesmo das amostras e padrdes).
As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. Apds mais um procedimento
de lavagem, adicionou-se 100 ulL/poco de estreptavidina — HRP 1:200 em tampao de diluigao
e incubou-se as placas a temperatura ambiente por 20 minutos. Novamente as placas foram
lavadas e adicionou-se 100 uL/poco do substrato OPD (em tampao citrato pH 5 com adi¢do
de H,0O;). As placas foram incubadas por 20-30 minutos, a temperatura ambiente, protegidas
da luz. Apo6s este periodo observou-se a formagao de cor e foram adicionados 50 ul./pogo de
H,SO4 1M para interromper a reagdo. As placas foram lidas em leitor de ELISA (Emax,

Molecular Devices) a 492 nm.

3.11 —HISTOPATOLOGIA
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O pulmao esquerdo foi retirado da cavidade toracica e colocado em PBS 1X com
10% de formaldeido, para posterior inclusao em parafina. Estas amostras foram colocadas em
uma cdmara de vacuo, com pressio negativa de 1.33 x 10" Pa (VAN KUPPEVELT et al,
2000), equivalentes a 99.758246 mmHg, durante 10 minutos, para que os pulmdes fossem
inflados, restabelecendo sua morfologia normal. A lesdao pulmonar e fibrose foram analisadas
qualitativamente, apds coloragdo por Hematoxilina/Eosina e Tricromicro de Gomori

respectivamente, em microscOpios Opticos com objetiva de 20 e 40X.

3.12 — ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados foram analisados estatisticamente por andlise de varidncia (One-way
ANOVA), seguida do teste Newman-Keuls, e as diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas se P < 0.05. Os dados foram expressos em média = EPM. As
analises estatisticas e os graficos foram elaborados utilizando-se o sofiware GraphPad Prism

3.0.

3.13 - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para padronizagao do modelo, inicialmente foi realizada uma curva dose-resposta
a bleomicina, observando-se o recrutamento celular para o pulmdo 48 horas apos
administracdo de bleomicina. As doses de 0.025U, 0.125U e 0.625U por animal foram
avaliadas. Apos a escolha da dose de 0.125U, foi realizada uma cinética para melhor
caracterizacdo do modelo. Os tempos escolhidos foram: 6 horas, 12 horas, 1 dia, 2 dias, 4
dias, 8 dias e 24 dias ap0s instilagdo intra-traqueal de bleomicina. Apos esses experimentos de
padronizagdo, realizamos experimentos para avaliar o efeito da administracdo de antagonista
de receptor CXCR2, denominado DF2162. Inicialmente uma dose-resposta deste farmaco,
DF2162, foi realizada para escolha da dose apos desafio com bleomicina. A dose escolhida
foi de 6 mg/kg e tomada como padrdo para os experimentos especificos. Trés grupos
experimentais foram montados: (1) controle (instilados com 25ul. PBS 1x estéril e tratados
com 200 uL de carboximetilcelulose 0.05% por via oral, 2x ao dia); (ii) bleomicina (instilados
com 25uL de bleomicina 0.125U/animal e tratados com 200 uL de carboximetilcelulose
0.05% por via oral, 2x ao dia); e (iii)) DF2162 (instilados com 25ul. de bleomicina
0.125U/animal e tratados com DF2162 6mg/kg em 200 uL carboximetilcelulose 0.05% por
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via oral, 2x ao dia). Todos os animais receberam um pré-tratamento com DF2162 ou veiculo
(carboximetilcelulose) 12 horas e uma hora antes da instilagdo intra-traqueal de bleomicina ou
veiculo (PBS 1x estéril). A administragdo diaria de DF2162 foi estudada nos dias 2, 8 e 16

(Figura 4) ap6s desafio com bleomicina, com base na cinética descrita anteriormente.

{HHHHHHIHHHHHHE D 21 62 6mg/kg HHHHHHHHHIHEHI AT |
[Pré-tratamentos] [ Tratamentos ]
(-12h)(-1h) (12h)(24h)(36h)

bbb b bbb et bbb o

S B S R B B
17 | } |

Bleomicina Coleta das Coleta das Coleta das
tempo - 0 amostras amostras amostras

Figura — 4. Delineamento experimental. Esquema demonstrando tratamento com
DF2162, administracdo de bleomicina e tempos para coleta de material.
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4 - RESULTADOS
4.1 - PADRONIZACAO DO MODELO

4.1.1 — Bleomicina causa recrutamento celular para pulmdo de maneira dose-dependente

Para este experimento inicial, trés doses diferentes de bleomicina foram utilizadas
para se determinar qual seria a dose mais eficaz no recrutamento de células para a cavidade
alveolar, 48 horas apos instilacdo intra-traqueal de bleomicina ou veiculo. Os resultados
demonstram um aumento do niimero de células totais recolhidas no lavado bronco-alveolar de
forma dose-dependente ao estimulo e estatisticamente significativo para as doses de 0.125
U/animal (P < 0.05) e 0.625 U/animal (P < 0.001) em relacao ao grupo controle (Figura 5 a).
Da mesma maneira, foi observado um aumento significativo do numero absoluto de
neutréfilos do lavado bronco-alveolar para as doses de 0.125 U/animal (P < 0.01) e 0.625
U/animal (P<0.001) (Figura 5 b). Nao foram detectadas diferencas no acimulo de células
totais e neutréfilos quando administrada a dose de 0.025U/animal em relacdo ao grupo
controle. Nao houve alteragdo significativa do perfil de migragdo de mononucleares (Figura 5
¢). A quantificacao da mieloperoxidase no tecido pulmonar mostrou a presenga de neutrofilos
com as doses de 0.125 U/animal (P < 0.05) e 0.625 U/animal (P < 0.001) (Figura 5 d). As
doses de bleomicina de 0.125 U/animal (P < 0.05) e 0.625 U/animal (P < 0.001) foram
eficazes em promover um influxo celular inflamatdrio para o pulmao, caracterizado por uma
marcante resposta neutrofilica 48 horas apds administragdo. Por outro lado, animais tratados
com a dose de 0.625 U/animal apresentaram maior indice de letalidade (dados ndo
mostrados), que nos levou a tomar a dose de 0.125 U/animal como padrdo para os demais

experimentos decorrentes.
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4.1.2 — Caracterizagdo da resposta inflamatoria e fibrose pulmonar induzida por

bleomicina

Os animais foram tratados com 0.125 U/animal via intra-traqueal no dia 0 com
veiculo ou bleomicina e sacrificados nos tempos 6 horas, 12 horas, dia 1, dia 2, dia 4, dia 8 e
dia 24 apo6s instilagdo. Em relagdo as células totais recolhidas do lavado bronco-alveolar a
cinética demonstrou que nas 12 primeiras horas apos estimulo ndo ocorreu aumento do seu
nimero. O acumulo de células totais foi observado nos dias 1 (P <0.01), 2 (P <0.001) e 24 (P
< 0.001), com queda proxima aos niveis basais no dia 4 e pico maximo de concentra¢ao no
dia 8 (P < 0.001) em relagdo ao grupo controle (Figura 6 a). Neutrofilos sdo encontrados em
maior numero ja nas 12 primeiras horas (P < 0.05), com aumento gradativo entre o dia 1 (P <
0.01) e dia 2 (P < 0.001), apresentando pequena queda no 4° dia (P < 0.01). No 8° dia o
numero de neutrofilos aumenta novamente atingindo um pico maximo de acimulo durante a
cinética (P < 0.001), seguida de diminuigao por volta do dia 24 (Figura 6 b). Mononucleares
sdao encontrados aumentados nos dias 1 (P <0.05) e 2 (P <0.01), retornam a niveis basais no
4° dia, aumentam de forma significativa no dia 8 (P < 0.001) e estes niveis permanecem
aumentados até o 24° dia (P < 0.001) (Figura 6 c). Estes resultados mostram um perfil bifasico
do influxo celular para a regido alveolar em resposta a bleomicina, caracterizado por um pico
de concentragdo inicial do nimero de células, seguido de queda préxima aos niveis basais e
com subseqiiente aumento do nimero celular, recolhidas pelo lavado bronco-alveolar.

Foram encontrados niveis elevados de nitrito (NO,) no lavado broncoalveolar 6
horas ap6s desafio com bleomicina (P < 0.01) e também nos dias 2 (P <0.01) e 8 (P <0.001)
(Figura 6 d).
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indices de mieloperoxidase demonstram a presenga marcante de neutréfilos no
tecido pulmonar 12 horas (P < 0.01) a partir do estimulo persistindo em maior quantidade nos
dias 1 (P <0.01),2 (P <0.001) e 4 (P <0.001), e decaindo a partir do 8° dia (Figura 7 a). Da
mesma forma os indices de N-acetilglicosaminidase indicam a presenga relativa de
macrofagos no tecido pulmonar em todos os tempos a partir das 6 primeiras horas (P < 0.01),
com aumento maximo observado no dia 8 (P < 0.001) e seguida de pequena queda por volta
do 24° dia (P <0.01) (Figura 7 b).

A quantificagdo da hidroxiprolina tecidual demonstrou um aumento tempo-
dependente apos tratamento com bleomicina, iniciando no 1° dia (P < 0.05) seguido de um
aumento no 8° dia (P <0.001) com aumento maximo da concentra¢ao no pulmao por volta do
24° dia (P < 0.001) (Figura 7 c). Este dado indica indiretamente um aumento da deposicao de
fibras do colageno no tecido pulmonar com o passar do tempo, chegando a atingir niveis mais
elevados numa fase mais tardia do processo desencadeado pela bleomicina, que € a principal
caracteristica da fibrose pulmonar.

De maneira geral, a partir destes dados podemos dividir este processo em trés
fases: (1) aguda, que ¢ a resposta inflamatoria inicial desencadeada pela agdo da bleomicina
sobre o tecido pulmonar, predominantemente neutrofilica que surge a partir das primeiras
horas e se estende até por volta do 4° dia; (i1) agudo-cronica, caracterizada por uma resposta
inflamatéria secundéaria mista, com menor presenca de neutrofilos e mononucleares, que
compreende do 4° ao 8° dia e (ii1) cronico-fibrotica, caracterizada pela presenga predominante

de mononucleares e com excessiva deposicao de colageno a partir do 8° dia em diante.
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Figura — 7. Cinética para caracerizacio do modelo experimental de fibrose pulmonar induzida
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expressos como média + EPM. One-way ANOVA seguida do teste Newman-Keuls.
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4.1.3 — Caracterizacdio do perfil de producdo de citocinas e quimiocinas apos administragdo

de bleomicina

Apos caracterizagdo da cinética celular, quantificamos a produgdo de citocinas e
quimiocinas importantes neste modelo. Ensaios foram feitos para deteccao de TGF-f3, I[FN-y e
VEGF, que sdo citocinas descritas como participantes no processo que envolve a fibrose
pulmonar, possuindo respectivamente funcdes pro-fibrogénica, anti-fibrogénica e pro-
angiogénica, no tecido pulmonar (FEHRENBACH et al., 1999; SHIMABUKURO et al,
2003). Nossos ensaios falharam em detectar TGF-  tecidual (dados nao apresentados). [FN-y
apresentou uma cinética similar a descrita na literatura, com queda significativa a partir do 2°
dia (P < 0.05), persistindo até o 8° dia onde atingiu valores mais baixos (P < 0.01) em relagao
ao grupo controle, esses niveis se mantiveram baixos até¢ o 24° dia (P < 0.05) (Figura 8. a).
Esta queda dos niveis de IFN-y esta correlacionada com a deposi¢ao de coldgeno demonstrada
pela quantificagdo de hidroxiprolina no tecido (Figura 7 c).

Os niveis de VEGF, importante fator angiogénico, foi encontrado com niveis
elevados nas 6 primeiras horas (P < 0.001), retornando a niveis basais com 12 horas e
apresentou queda gradativa a partir do 1° dia (P < 0.001), atingindo niveis mais baixo no 4°
dia (P <0.001) em relacdo ao controle. No dia 8 os niveis de VEGF ainda permanecem baixos
(P <0.001) e s6 retornam aos niveis basais no 24° dia (Figura 8 b).

As quimiocinas que participam do recrutamento e ativagao de neutrofilos (CXCL1-
3/KC 3 e CXCLI1-2/MIP-2) e mononucleares (CCL2/JE e CCLS5/RANTES) foram
quantificadas no tecido. CXCL1-3/KC apresentou niveis elevados a partir das 6 primeiras
horas (P < 0.001) que persistiram até¢ o dia 4 (P < 0.001). No 8° dia apds desafio com
bleomicina CXCL1-3/KC retorna aos niveis basais que se mantém até o 24° dia (Figura 8 c¢).
CXCL1-2/MIP-2 apresentou elevagdo dos seus niveis teciduais apenas nos dias 1 (P < 0.001)
e 4 (P <0.01), com pico méximo alcancado no 1° dia e sem alteragdo dos niveis nos demais
tempos (Figura 8 d). Os wvalores encontrados de CXCLI1-3/KC e CXCLI1-2/MIP-2
correspondem com o influxo de neutréfilos para o pulmao, demonstrado na cinética celular do
lavado bronco-alveolar (Figura 6) e ensaios de MPO (Figura 7 a). As quimiocinas CCL2/JE e
CCL5/RANTES participam do recrutamento de mononucleares, tais como mondcitos,
macrofagos e linfocitos. CCL2/JE foi detectada em concentracdes elevadas ja no 1° dia (P <
0.001) apos tratamento com bleomicina, com pequeno aumento no 2° dia e atingindo um pico
maximo no 4° dia (P < 0.001). No 8° dia os niveis decrescem, mas ainda estdo altos em

relagdo ao grupo controle (P < 0.001) e normalizam por volta do 24° dia (Figura 8 e).
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CCL5/RANTES, apresentou elevacdo apenas no 2° dia em relagdo ao grupo controle (P <

0.001) e nos demais tempos nao foram observadas alteragdes na sua concentragao (Figura 8

f).
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Figura — 8. Producio de citocinas e quimiocinas pelo pulido induzida por bleomicina na dose de
0.125U/animal. a) IFN-y, b) VEGF, ¢) CXCL1-3/KC, d) CXCL1-2, e) CCL2/JE e e) CCL5/RANTES.
Valores expressos como média + EPM. One-way ANOVA seguida do teste Newman-Keuls.

48



4.2 - TRATAMENTO COM ANTAGONISTA DE RECEPTOR CXCR2

4.2.1 — O tratamento com antagonista de receptor CXCR?2 inibiu o recrutamento de

neutrdfilos para o pulmdo induzido por bleomicina de maneira dose-dependente

Uma vez padronizado o modelo, nosso proximo passo foi avaliar o efeito do
antagonista de receptor CXCR2, DF2162, na migragdo de neutrofilos, produgdo de
quimiocinas € citocinas, alteracdes histopatologicas e letalidade no modelo. Experimentos
iniciais foram realizados com as doses de 1.2, 6 ¢ 30 mg/kg animal, duas vezes ao dia. Dois
pré-tratamentos com DF2162 foram feitos, um 12 horas e outro 1 hora antes da instilagcdo de
bleomicina, e apds este desafio os animais foram tratados de 12 em 12 horas e sacrificados
para analise com 48 horas, sendo que o sacrificio ocorreu 12 horas apds ultimo tratamento. O
tratamento com as doses de 1.2, 6 e 30 mg/kg animal, duas vezes ao dia falhou em inibir o
recrutamento de células totais para a cavidade alveolar 48 horas apds administracdo de
bleomicina (Figura 9 a). Entretanto, DF2162 inibiu o influxo de neutréfilos para o espago
alveolar com todas as trés doses testadas, com inibigdo maxima alcancada com as doses de 6 ¢
30 mg/kg animal (P < 0.01). A dose de 1.2 mg/kg animal foi capaz de inibir o influxo de
neutrofilos, entretanto em menor intensidade das outras doses testadas (Figura 9 b). A
administracdo de DF2162 em todas as doses utilizadas nesse tempo observado nao alterou o

recrutamento de mononucleares em nenhum grupo avaliado. (Figura 9 c).
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Figura — 9. A administracdo de antagonista de receptor CXCR2 (DF2162) inibe o recrutamento
de neutrofilos para o espaco alveolar de maneira dose-dependente no modelo experimental de
fibrose pulmonar induzida por bleomicina na dose de 0.125U/animal. a) células totais, b)
neutrofilos e ¢) mononucleares do lavado bronco-alveolar. Valores expressos como média £ EPM.
One-way ANOVA seguida do teste Newman-Keuls.
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4.2.2 — Efeito do tratamento com DF2162 6 mg/kg animal sobre o recrutamento celular

Apos a escolha da dose de 6 mg/kg animal, por apresentar efeito similar a dose
maxima utilizada no experimento anterior (Figura 9), testamos o efeito desta dose no
recrutamento celular nos demais tempos, baseando-se na cinética descrita anteriormente
(Figura 6). O tratamento com DF2162 6 mg/kg animal inibiu o recrutamento de cé€lulas totais
para o espaco alveolar nos dias 2 (P < 0.05) e 8 (P < 0.01) em relagdo ao grupo que recebeu
apenas veiculo, sem alteragdo do numero total de c€lulas no 16° dia (Figura 10 a). Da mesma
maneira, o tratamento com DF2162 6 mg/kg animal inibiu o recrutamento de neutrofilos nos
dias 2 (P < 0.05) e 8 (P < 0.001), sem alteracdo no 16° dia ap6s desafio com bleomicina
(Figura 10 b). Nao houve alteracio do recrutamento de mononucleares mediante a
administracdo do DF2162 (Figura 10 c). Desta forma, observamos que a inibicao do influxo
de células totais € um reflexo causado pela inibi¢do do influxo de neutréfilos pelo tratamento
com DF2162, uma vez que nio ouve alteracdo do perfil de mononucleares encontrados no
lavado bronco-alveolar, em comparagdo com o grupo tratado apenas com veiculo. A
administracdo de DF2162 nao interferiu nos niveis de MPO encontrados nos dias 2 e 8, mas
aumentou significativamente a quantidade dessa enzima uma diferenca estatisticamente
significativa foi observada no 16° dia apds instilagdo de bleomicina. O grupo tratado com
DF2162 apresentou niveis mais elevados de mieloperoxidase em relagdo ao grupo tratado
apenas com veiculo (P < 0.05), 16 dias apos desafio (Figura 10 d). J& os niveis de N-
acetilglicosaminidase encontrados ndo apresentaram diferencas entre os grupos tratados com
DF2162 e veiculo (Figura 10 e). Observou-se apenas um aumento gradativo da atividade ao

longo do tempo.
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Figura — 10. Efeito da administracido de antagonista de receptor CXCR2 (DF2162) na dose de 6
mg/kg animal 2 x ao dia, sobre o recrutamento celular no modelo experimental de fibrose
pulmonar induzida por bleomicina na dose de 0.125U/animal. a) células totais, b) neutroéfilos e c)
mononucleares do lavado bronco-alveolar, d) MPO e ¢) NAG do pulmio. Valores expressos como
média + EPM. One-way ANOVA seguida do teste Newman-Keuls.
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4.2.3 — Efeito do tratamento com DF2162 6 mg/kg animal sobre a producdo de citocinas e

quimiocinas

Confirmadas as alteracdes no recrutamento de neutrofilos para o espago alveolar
(Figura 10), estudamos entdo o efeito do tratamento com DF2162 sobre a produgdo de
citocinas no pulmdo e no lavado bronco-alveolar ap6s administracio de bleomicina. Nao
foram encontradas diferencas na producao das citocinas IFN-y e VEGF no pulmao dos
animais tratados com DF2162 ou veiculo (Figura 11 a e b), mantendo-se um perfil semelhante
ao encontrado na cinética de padronizacdo do modelo (Figura 8). O mesmo ocorreu para as
quimiocinas CXCL1-3/KC e CXCLI10/IP-10 (Figura 11 c e e), sem alteragdes observadas
entre os grupos tratados com DF2162 ou veiculo. Alteracoes foram observadas entre grupos
tratados com DF2162 ou veiculo durante a producao de CCL5/RANTES. Animais tratados
com DF2162 apresentaram uma inibicdo da produg¢do de CCLS5/RANTES (P < 0.01) em
relagdo ao grupo tratado com veiculo dois dias apds desafio com bleomicina (Figura 11 d).
Com 8 dias, o grupo tratado com DF2162 apresentou uma queda abaixo dos niveis basais na
producao de CCL5/RANTES (P < 0.01), e no 16° dia os niveis de CCL5/RANTES do grupo
tratado com veiculo volta a normalidade, enquanto que no grupo tratado com DF2162 estes
niveis permanecem abaixo dos niveis basais, sendo significativa a diferenca entre estes grupos
(P <0.05) (Figura 11 d).

Os niveis de citocinas e quimiocinas do lavado bronco-alveolar também foram
investigados. Da mesma forma, a administragdo de DF2162 nao interferiu na producao das
quimiocinas CXCLI1-3/KC, CXCL1-2/MIP-2, CCL2/JE E CCL3/MIP-la encontradas no
lavado bronco-alveolar (Figura 12 a, b, ¢ e d). Entretanto, animais tratados com DF2162
apresentaram niveis elevados (P < 0.05) de CXCL9/MIG em relagdo ao grupo tratado com
veiculo, apenas no 2° dia apds a administragdo de bleomicina (Figura 12 e). Nenhuma
alteracdo no perfil de producao de IL-10 foi observada entre o grupo de tratados com DF2162

ou veiculo (Figura 12 f).
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Figura — 11. Efeito da administracido de antagonista de receptor CXCR2 (DF2162) na dose de 6
mg/kg animal 2 x ao dia, sobre a producao de citocinas e quimiocinas no modelo experimental de
fibrose pulmonar induzida por bleomicina na dose de 0.125U/animal. a) IFN-y, b) VEGF, c¢)
CXCLI1-3/KC, d) CCL5/RANTES e ¢) CXCL10/IP-10 do pulmao. Valores expressos como média +
EPM. One-way ANOVA seguida do teste Newman-Keuls.
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Figura — 12. Efeito da administracio de antagonista de receptor CXCR2 (DF2162) na dose de 6
mg/kg animal 2 x ao dia, sobre a producao de citocinas e quimiocinas no modelo experimental de
fibrose pulmonar induzida por bleomicina na dose de 0.125U/animal. a) CXCL1-3/KC, b)
CXCL1-2/MIP-2, ¢) CCL2/JE, d) CCL3/MIP-1a, ¢) CXCL9/MIG e f) IL-10 do lavado bonco-
alveolar. Valores expressos como média = EPM. One-way ANOVA seguida do teste Newman-Keuls.

55



4.2.4 — Efeito do tratamento com DF2162 6 mg/kg animal na lesd@o pulmonar e fibrose

A andlise histopatoldgica revelou diferencas nas alteragdes morfologicas do tecido
pulmonar observadas entre os grupos tratados com DF2162 ou veiculo apds administracao
intratraqueal de bleomicina. Na avaliagdo do pulmao com dois dias apods instilagdo de
bleomicina foi observada hiperemia dos vasos da parede alveolar, com exudacao
predominante de neutrdéfilos no grupo que recebeu apenas veiculo (Figura 13 b). J4 o grupo
tratado com DF2162 apresentou uma menor exudacao celular, mas com hiperemia persistente
(Figura 13 c). Com oito dias, foi observado no grupo tratado apenas com veiculo, pneumonite
intersticial difusa, com aumento da hiperemia e edema da parede alveolar e infiltrado celular
composto predominantemente por neutrofilos (Figura 13 d). O grupo tratado com DF2162
apresentou uma pneumonite intersticial multifocal, com hiperemia, edema alveolar e discreto
infiltrado inflamatodrio oito dias apods a instilagdo de bleomicina (Figura 13 e). No 16° dia os
animais que receberam apenas veiculo, apresentaram um quadro de fibrose intersticial difusa
severa com formacgoes cisticas em forma de colméia alterando a arquitetura pulmonar (Figura
13 f e h). O infiltrado inflamatoério, neste grupo, era predominantemente mononuclear. No
grupo tratado com DF2162, adjacente as areas de fibrose eram observadas éreas de
parénquima pulmonar mais preservadas, caracterizando um quadro de fibrose difusa
multifocal com discreta infiltrado inflamatoério (Figura 13 g e 1).

A deposicao de colageno foi melhor evidenciada pela coloragdo com Tricrémico
de Gomori, que cora o tecido conjuntivo em verde. Deposicao de colageno progressiva foi
observada nos animais tratados apenas com veiculo, que apresentaram areas de fibrose densa
difusa a partir do 8° dia, com remodelamento intenso e perda da arquitetura pulmonar normal
encontrada no 16° (Figura 14 b, d e f). Também foi observada progressiva deposi¢do de
colageno na parede alveolar dos animais tratados com DF2162, mas de maneira menos
acentuada e de forma multifocal, apresentando ainda areas preservadas proximas a areas de

comprometimento tecidual pulmonar, causado pelo espessamento alveolar (Figura 14 c, e, g).
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Figura — 13. Efeito da administracido de antagonista de receptor CXCR2 (DF2162) na dose de 6
mg/kg animal 2 x ao dia, sobre lesio pulmonar no modelo experimental de fibrose induzida por
bleomicina. Hematoxilina e Eosina. a) controle (aumento de 40x), b) veiculo 2 dias (aumento de
40x), ¢) DF2162 2 dias (aumento de 40x), d) veiculo 8 dias (aumento de 40x), e) DF2162 8 dias
(aumento de 40x), f) veiculo 16 dias (aumento de 40x), g) DF2162 16 dias (aumento de 40x), h)
veiculo 16 dias (aumento de 20x), i) DF2162 16 dias (aumento de 20x).
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Figura — 14. Efeito da administracido de antagonista de receptor CXCR2 (DF2162) na dose de 6
mg/kg animal 2 x ao dia, sobre a deposicao de coligeno pulmonar no modelo experimental de
fibrose induzida por bleomicina. Tricromicro de Gomori. a) controle (aumento de 20x), b) veiculo
2 dias (aumento de 20x), ¢) DF2162 2 dias (aumento de 20x), d) veiculo 8 dias (aumento de 20x), e)
DF2162 8 dias (aumento de 20x), f) veiculo 16 dias (aumento de 20x), g) DF2162 16 dias (aumento de
20x).
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4.2.5 — Efeito do tratamento com DF2162 na sobrevida dos animais desafiados com

bleomicina

Apos verificarmos a sua capacidade em diminuir o influxo de neutrofilos para o
espago alveolar, diminui¢do da lesdo pulmonar e diminuicdo da deposicdo de colageno
intersticial, sem alteragdes diretas sobre a produgdo de citocinas e quimiocinas estudamos a
participagdo do tratamento com DF2162 na letalidade dos animais desafiados com
bleomicina. Intrigantemente, animais tratados com DF2162 apresentaram uma taxa de
letalidade de 66.6%, este valor foi superior ao encontrado no grupo tratado apenas com
veiculo (25%) no final dos 16 dias de experimento, com uma diferenca observada de 41.6%
entre os grupos (Figura 15). No grupo controle, animais instilados apenas com PBS 1x estéril

ndo apresentaram nenhuma morte.
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Figura — 15. Letalidade. Efeito da administracio de antagonista de receptor CXCR2 (DF2162)
na dose de 6 mg/kg animal 2 x ao dia, sobre a letalidade no modelo experimental de fibrose
pulmonar induzida por bleomicina na dose de 0.125U/animal.
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4.3 — SUMARIO DOS RESULTADOS

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, podemos sumarizar:

- A bleomicina causa recrutamento de neutrofilos para o espaco alveolar de
maneira dose-dependente;

- Os neutrofilos sao as principais células presentes na resposta inflamatéria
pulmonar aguda desencadeada pela bleomicina;

- Os fatores quimiotaticos para neutrofilos, tais como as quimiocinas CXCLI1-
3/KC e CXCLI1-2/MIP-2, sdo detectadas em niveis elevados no pulmio nos primeiros
momentos apds administragdo intra-traqueal de bleomicina.

- O tratamento com o antagonista do receptor CXCR2, DF2162, inibe o
recrutamento de neutréfilos para o espago alveolar de maneira dose-dependente;

- O tratamento com DF2162, na dose de 6 mg/kg duas vezes ao dia, inibe os
principais picos de recrutamento dos neutrofilos para o espago alveolar, induzida pela
administracao de bleomicina.

- O tratamento com DF2162 nao tem efeito sobre a producao das citocinas IFN-y,
VEGF e IL-10 induzida pela administracdo de bleomicina.

- O tratamento com DF2162 ndo tem efeito sobre a produ¢do das quimiocinas
CXCLI1-3/KC, CXCL1-2/MIP-2, CCL2/JE, CCL3/MIP-1a ¢ CXCL10/IP-10 induzida pela
administracao de bleomicina.

- O tratamento com DF2162 inibiu a produgdo de CCL5/RANTES e aumento da
producao de CXCL9/MIG, apo6s administracao de bleomicina.

- O tratamento DF2162 reduz a lesdo e a deposi¢cdo progressiva de colageno no
intersticio pulmonar, induzidas pela administracdo de bleomicina.

- O tratamento com DF2162 levou a um maior indice de mortalidade sob

administracao de bleomicina.
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5 - DISCUSSAO

A bleomicina, apesar de ser utilizada clinicamente como farmaco no tratamento
de varios tipos de neoplasias, tem sido amplamente utilizada também como modelo
experimental de estudo dos mecanismos que estdo envolvidos no desenvolvimento de uma
resposta fibrotica pulmonar (CHEN et al., 2005). Estudos realizados com esse farmaco nos
permitem um melhor entendimento dos processos que governam a fibrose pulmonar (GIRI,
2002), doenga que atinge cerca de 5 milhdes de pessoas em todo o mundo. Mais de 30 anos ja
se passaram desde o inicio dos estudos neste modelo, mas pouco se sabe ainda acerca dos seus
mecanismos (MOHAMMED et al., 2003). Hoje em dia ¢ amplamente aceito que uma
resposta inflamatoria possa ser o principal fator desencadeante do excessivo reparo tecidual e
deposicao de colageno, que ¢ marca registrada do processo fibrotico pulmonar (GIRI, 2002).

Muitos estudos tém provido novas visdes sobre a participagdo dos mediadores do
processo inflamatorio (KUWANO et al., 2001), em particular os aspectos funcionais das
citocinas e quimiocinas nesta patogénese (ZHANG et al., 1996), exigindo-se uma maior
atencao sobre o estudo do seu papel. Entretanto, os mecanismos responsaveis pela regulacdo
da fibrose intersticial progressiva permanecem incompletamente caracterizados
(MOHAMMED et al., 2003). Dessa forma, hoje, tem-se buscado novas terapias que tém
como alvo a intervengdo farmacologica sobre as quimiocinas, objetivando-se uma resposta
imunomodulatoria durante a inflamagdo aguda e crdnica. Essas estratégias buscam intervir
diretamente sobre o trafego celular e perfil de ativagdo (CASCIERI et al., 2000), diminuindo-
se, assim, a destruicao e cicatrizacao tecidual.

Em nosso modelo, a resposta inflamatoria aguda pulmonar € particularmente
caracterizada pela presenca marcante de neutréfilos no pulmido e no espaco alveolar,
concomitantemente com a producao das quimiocinas CXCL1-3/KC e CXCL1-2/MIP-2. Essas
quimiocinas sdo ligantes de receptores CXCR2 e descritas como importantes para o
recrutamento de neutréfilos para o foco da lesdo (YARA et al., 2001) e para a angiogénese
inflamatéria (KEANE et al., 1999). Estudos anteriores demonstram que estas quimiocinas sao
produzidas por macrofagos alveolares (LIU ef al., 2002), neutrofilos ativados (SCAPINI et
al., 2000), células epiteliais do tipo II (WITHERDEN et al., 2004) e células endoteliais
(SCHRAUFSTATTER et al., 2001) em resposta a agentes lesivos, tais como bleomicina.
Com base neste principio, € nossa hipotese que o bloqueio de receptores CXCR2, pode ser um
importante método anti-inflamatorio a ser estudado, com finalidade de: (i) ser utilizado no

tratamento de inflamacdes pulmonares, prevenindo-se uma cronificacdo da resposta e
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posterior cicatrizagdo; e (i1) utilizada como agente paliativo com uso concomitante durante
tratamento quimioterapico com bleomicina.

A destruicao tecidual que precede a fibrose pode estar correlacionada com a
liberacao de varios produtos originados das células inflamatérias ativadas, presentes no tecido
apés a lesao ser causada (SHIMABUKURO et al., 2003). Em nosso modelo, isso foi
demonstrado pela presenca de neutrofilos e macrofagos ativados no tecido pulmonar e pela
producdo e liberagdo de oxido nitrico (NO) nas 6 primeiras horas apos a instilagdo de
bleomicina. Além disso, ha tanto influxo celular quanto producao de radicais de 6xido nitrico
(NO) no 2° e 8° dia apos administracdo de bleomicina. Estes eventos inflamatorios precedem
a deposigao progressiva de colageno, quantificada pela detec¢dao de hidroxiprolina tecidual.

Os nossos resultados demonstram uma cinética de IFN-y similar a descrita na
literatura, com queda apo6s a instilagdo de bleomicina, possivelmente pela regulacao existente
entre TGF-B e IFN-y (GRANSTEIN et al., 1990; GURUJEYALAKSHMI et al., 1995;
VENKATESAN et al., 2002). Estudos anteriores demonstram que hd um aumento de TGF-3
ap6s a instilacdo de bleomicina , assim, apesar de ndo termos avaliado os niveis dessa
citocina, podemos inferir que ela pode ser a responsavel pela diminui¢dao dos niveis de I[FN-y.
Da mesma maneira, VEGF foi encontrado em niveis baixos. Esses dados sdo sustentados por
dados prévios que demonstram que pacientes fumantes e com doencas pulmonares fibréticas
exibem niveis baixos da producdo desta citocina, e pacientes saudaveis apresentam altos
niveis desta (KOYAMA et al., 2002).

Outros fatores, como as quimiocinas CXCL1-3/KC, CXCL1-2/MIP-2, CCL2/JE e
CCL5/RANTES apresentaram aumento de sua producao pelo tecido pulmonar na fase inicial
da lesdo, de tal forma que precederam os picos de influxo celular, desempenhando importante
papel no recrutamento de leucdcitos apos a instilacdo de bleomicina, esses resultados estao
em acordo com estudos prévios (PETREK et al., 1997; KEANE et al., 1999; YARA et al.,
2001; KUMA et al., 2004).

Alguns antagonistas de receptor CXCR?2 ja descritos tém habilidade em modificar
o recrutamento e a ativacdo dos neutrdfilos, objetivando-se uma regulacdo das funcdes
efetoras destas células, prevenindo-se assim uma resposta inflamatéria excessiva associada a
um dano tecidual mediado por resposta neutrofilica intensa, que eleva o dano tecidual
pulmonar (PEASE et al., 2002).

No presente trabalho, demonstramos os efeitos da administracio de um
antagonista de receptor CXCR?2, inibidor alostérico ndo competitivo, analogo estrutural da

repertaxina (BERTINI ef al., 2004) neste modelo de fibrose pulmonar induzida por
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bleomicina com finalidade de se inibir a resposta neutrofilica observada e consequentemente
se obter uma diminuicao da lesdo tecidual e reparo.

Apesar dos elevados niveis de CXCL1-3/KC e CXCL1-2/MIP-2 encontrados no
pulmao e no lavado bronco-alveolar dos animais tratados com DF2162, hd uma significativa
inibicdo do recrutamento de neutrofilos para o pulmao nesse grupo. Essa inibi¢do ocorre
provavelmente porque os neutrofilos apresentam receptores CXCR2 que participam da adesao
ao endotélio (CASILLI et al., 2005). Provavelmente isto ocorre por um efeito secundario a
inibicao de neutrofilos, uma vez que estas células sdo habeis em aumentar a lesdo pulmonar
causada por um recrutamento massivo € com liberacdo de produtos toxicos que danificam
diretamente a estrutura pulmonar (HIEMSTRA et al., 1998), visto que os animais tratados
com DF2162 apresentam uma diminuicdo da resposta inflamatéria, como avaliado por
analises histopatologicas.

Da mesma maneira em que a inibicdo do recrutamento pode ser controlada, a
modulagdo do perfil de ativacdo dos neutréfilos pelo bloqueio com antagonista de receptor
CXCR2 faz com que estas cé€lulas também percam algumas de suas funcdes efetoras, tais
como fagocitose de microorganismos (TSAI et al., 2000), liberagdo de produtos toxicos
(VARANI et al., 1994) e producdo de citocinas € quimiocinas que regulam o processo
inflamatério (SCAPINI et al., 2000). Estudos anteriores demonstram que o uso dessa classe
de drogas diminui a lesdo tecidual por inibir influxo e ativagdo de neutrofilos (SOUZA et al.,
2004; CASILLI et al., 2005; CUGINI et al., 2005). Dentre os produtos liberados por
neutréfilos, entre os que podem ser danosos ao tecido estdo metaloproteinases, gelatinases,
colagenases e elastase (BURG ef al., 2001). Essas enzimas podem interferir diretamente com
a arquitetura pulmonar agindo sobre a matriz extracelular e causando ruptura de sua estrutura
e desorganizacao tecidual (BURG et al., 2001).

Outros produtos liberados por neutrofilos que também podem induzir dano
tecidual sdo os radicais livres. Ja ¢ descrito que radicais de 6xido nitrico, peroxido de
hidrogénio e ions superoxido produzidos e liberados mediante um perfil de ativagdo destas
células danificam diretamente o parénquima pulmonar (CHABOT et al., 1998) por induzirem
a ativacdo e a transcricdo de genes da resposta imune em células residentes, tais como
fibroblastos, macrofagos residentes, células epiteliais e alveolares. Todo esse processo
culmina na expressao de mediadores inflamatérios e amplificam a resposta lesiva. Entdo uma
modulagdo indireta, por inibicdo, do estresse oxidativo gerado pela ativacao de neutrdfilos
pode contribuir para um menor dano tecidual quando o antagonista de receptores CXCR2 ¢

administrado. Isso também pode afetar a produgcdo de mediadores como citocinas e
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quimiocinas pelas células do parénquima pulmonar, uma vez que estes fatores podem ser
produzidos via ativagdo de NFkB perante dano oxidativo (WANG et al., 2002), evitando-se
uma amplifica¢do do processo inflamatorio.

Mais amplamente podemos considerar que uma modulagdo da resposta
inflamatoéria pode ser feita pela regulacao das fungdes efetoras dos neutréfilos neste modelo,
pelo controle do seu perfil de ativagdo. Os nossos resultados demonstram que a inibi¢ao do
influxo de neutréfilos neste modelo ¢ possivel através do bloqueio dos receptores CXCR2
(CASILLI et al., 2005). A producdo de citocinas e quimiocinas por neutrofilos ativados
também ¢ uma das fungdes efetoras mais importantes deste grupo de células que orquestram o
processo inflamatoério, sua cronificacao e reparo (SCAPINI ez al., 2000).

Os neutroéfilos ativados sao importantes fontes de produgao das citocinas TNF-a,
IL-1B, IL-12 e VEGF, e das quimiocinas IL-8/CXCL8, MIP-1a/CCL3, MIP-1 B/CCLA4, IP-
10/CXCL10, MIG/CXCLO9. Estes fatores produzidos coordenam as fungdes efetoras dos
leucécitos, tais como eosindfilos, monodcitos, basofilos, células NK, linfocitos e neutrdfilos, e
também atuam sobre as células edoteliais, epiteliais, macrofagos alveolares e fibroblastos que
compdem o parénquima pulmonar. Estes fatores pro-inflamatorios produzidos sdo
responsaveis pela ativagdo de células endoteliais, macrofagos residentes, e células epiteliais
que se tornam capazes de produzirem mais mediadores inflamatérios e expressam novos
receptores € moléculas de adesdo; junto com a quimiotaxia e ativagdo dos demais grupos
celulares envolvidos neste processo (SCAPINI et al., 2000). Entdo, o bloqueio desta atividade
neutrofilica observada pode reduzir a amplitude da inflamacao e consequentemente a extensao
da lesdo pulmonar. Em contraste, ha trabalhos na literatura que atribuem um papel
imunonodulatorio aos neutrofilos durante a lesao e reparo tecidual, sendo desempenhado pela
liberacao de fatores que regulam o processo inflamatorio, tais como TGF-B, IL-10, [FN-y,
TNF-a, IL-8/CXCLS, quimiocinas e proteinases, uma vez que estes fatores determinam as
caracteristicas e a amplitude deste processo. Assim, uma inibi¢do da participacdo dos
neutrofilos, que ¢ o elemento central da resposta inflamatoria, pode causar modificagdes
fisiologicas, influenciando no direcionamento e evolugao deste processo imune (CASTELLA,
1995; PISKIN et al., 2005; NANCE et al., 2005).

Nao apenas a modulagdo da resposta neutrofilica pode estar sob controle do
bloqueio dos receptores CXCR2. Este receptor de quimiocinas estd intimamente relacionado
com o processo de angiogénese inflamatoria, que participa significativamente do processo de
fibrose pulmonar (KEANE et al., 1999). CXCL1-3/KC e CXCL1-2/MIP-2 sdo descritas como

quimiocinas de potencial pro-angiogénico, capazes de ativar células do endotélio vascular,
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uma vez que estas células também possuem receptores CXCR2 e sua sinalizacdo participa da
migracao destas (STRIETER et al., 2005). A ativacao das células endoteliais pelo receptor
CXCR2 também leva a um aumento da permeabilidade vascular pela retragdo e formagao de
gaps entre células endoteliais adjacentes, que podem contribuir também para a transmigracao
celular (SCHRAUFSTATTER et al., 2001). O bloqueio desta atividade pelo DF2162 também
pode estar associado com um menor influxo celular observado nas analises histopatoldgicas e
lavado bronco-alveolar.

Poucas alteracdes nos perfis de produgcdo de quimiocinas foram constatadas no
pulmao e lavado bronco-alveolar entre os grupos tratados com DF2162 em relagdo ao grupo
tratado com veiculo. Nao foram encontradas mudancas causadas pelo tratamento com
DF2162 sobre a producao das citocinas IFNy e VEGF, e das quimiocinas CXCL1-3/KC e
CXCL10/TIP-10 no tecido pulmonar. O mesmo ocorreu para a producdo de IL-10 e para a
producdao das quimiocinas CXCL1-3/KC, CXCLI1-2/MIP-2, CCL2/JE e CCL3/MIP-1a
encontradas no lavado bronco-alveolar, sugerindo que este farmaco nao interfere diretamente
na producdo destes fatores.

Uma inibigdo significativa da producdo de CCLS/RANTES, encontrada no
pulmao, foi observada nos animais tratados com DF2162, apos 2 dias e 16 dias apds a
instilacdo de bleomicina. Isto pode estar correlacionado com as células epiteliais e endoteliais
que sao produtoras de CCL5/RANTES (OLSZEWKA-PAZDRAK et al., 1998; HILLYER et
al., 2003). CCL5/RANTES ¢ uma quimiocina que € produzida no parénquima pulmonar por
células epiteliais tipo II (WITHERDEN et al., 2004) e células endoteliais (OLSZEWKA-
PAZDRAK et al., 1998) mediante ativa¢do. Assim como as células endoteliais humanas
(SCHRAUFSTATTER et al., 2001), as células epiteliais do tipo II apresentam receptores
CXCR2 (VANDERBILT et al., 2003), que também participam da sua ativagdo da mesma
maneira que os neutrofilos sdo ativados pelo contato CXCL8/CXCR2, um homologo de
CXCLI1-3/KC e CXCL1-2/MIP-2 (CASILLI et al., 2005). Pode ser que uma inibicao ou uma
estimulagdo parcial das células epiteliais do tipo II e endoteliais como efeito do DF2162,
causando uma alteragao do perfil de producao de CCL5/RANTES de forma reduzida. Esta
baixa produc¢ao de CCL5/RANTES também pode estar correlacionada com as observagdes na
diminui¢do da deposi¢do de colageno no intersticio pulmonar encontradas em nossos
resultados, pois altos niveis detectados de RANTES estdo associados com ativagdo de
leucocitos (TOKUDA et al., 2000), inflamag¢do cronica (CONTI et al., 2001) e reparo
(FRANK et al., 2000). Esta inibi¢do da producao de CCL5/RANTES e a diminui¢do da

deposicao de colageno também podem estar correlacionadas com a regulacao da produgdo de
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TGF-B controlada por CCL5/RANTES, uma vez que experimentos utilizando Met-RANTES,
um antagonista de receptores CCRS, demonstraram que este antagonista foi capaz de suprimir
a expressao de mRNA de TGF-B no modelo de transplante renal em ratos (SONG et al.,
2002).

Também, foi verificado um aumento na produg¢do da quimiocina CXCL9/MIG
encontrada no lavado bronco-alveolar, apenas no grupo tratado com DF2162, dois dias apos
administracao de bleomicina intra-traqueal. Este resultado esta de acordo com a literatura, que
descreve que animais deficientes para a expressio de receptor CXCR2 (CXCR2")
apresentaram um aumento da producdo de CXCL9/MIG no modelo de asma induzida por
Aspergillus fumigatus, e que a producao desta quimiocina junto com CXCL10/IP-10 pode ser
devida a um mecanismo compensatorio ainda ndo determinado, mas causado pela perda
funcional do receptor CXCR2 (SCHUH et al., 2002).

Outros leucocitos podem ser coordenados pela modulagao do trafego via receptor
CXCR2. Linfocitos T, mastécitos e células natural killer sio importantes componentes do
sistema imune que possuem estes receptores funcionais e respondem a um gradiente de
CXCLS/IL-8 (LIPPERT et al., 2004, CASILLI et al., 2005). Os efeitos do bloqueio alostérico
do receptor CXCR2 sobre estas células, pelo DF2162, podem contribuir para uma menor
extensao da lesdo no parénquima pulmonar e inibindo-se assim uma resposta inflamatoria
mais severa. Uma regulagcdo do processo de reparo pode ser devida a diminui¢do da produgao
de TGF-p por linfocitos (ATAMAS et al., 2003), células epiteliais e endoteliais (BARTRAM
et al., 2005), mediante ativacao por receptores CXCR2, levando a uma menor ativagdo dos
fibroblastos (VENKATESAN et al., 2002).

Este possivel papel imunomodulatorio do antagonista de receptor CXCR2 parece
ser bem amplo, uma vez que pode contribuir de varias formas para uma melhora do processo
inflamatério, como por exemplo pela inibicdo de recrutamento e ativacdo de leucdcitos
(CASILLI et al., 2005), células endoteliais (SCHRAUFSTATTER et al., 2001) e epiteliais
(VANDERBILT et al., 2003), contribuindo para uma menor extensdo da lesdo e ainda
modulando o processo angiogénico (KEANE ef al., 1999), a liberagao de produtos tdxicos
(VARANI et al., 1994) e a produgao dos demais mediadores inflamatérios (SCAPINI et al.,
2000) responsaveis pela amplificacao da lesdo e reparo.

Como observado em nossos experimentos, o processo inflamatério pulmonar
realmente precede a resolucdo e reparo tecidual, de forma que quanto maior o grau de

inflamacao, maior ¢ a fibrose intersticial obtida; e que a modulag¢ao da inflamagdo de forma
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negativa resultante da administracdo de DF2162 leva a uma menor gravidade da doenca e
menor deposi¢ao de colageno, culminando numa menor perda funcional do tecido pulmonar.

Apesar de termos obtido uma melhora em todos os aspectos inflamatorios
estudados e melhora no quadro fibrotico-pulmonar, verificamos um alto indice de mortalidade
nos animais tratados com DF2162. Talvez essa letalidade observada possa ser devida ao
surgimento de infec¢des secundarias ndo controladas, causado pela perda parcial das fungdes
efetoras dos neutréfilos, que poderia ser a perda de parte da sua capacidade migratoria,
fagocitica e bactericida (TSAI et al., 2000), impossibilitando a eliminagdo do patdgeno.
Estudos posteriores serdo realizados para responder esta questdo. Ja foi descrito dado
semelhante ao do aumento de letalidade observado neste trabalho, através da inibicdo por
anticorpos anti-receptores CXCR2 no modelo murino de infec¢do pulmonar induzida por
Nocardia asteroides, o que indica fortemente que o receptor CXCR2 constitui um mediador
essencial na resposta inata do hospedeiro (MOORE et al., 2000).

Desta forma, o receptor CXCR2 exerce papel importante na regulagdo do
processo inflamatorio e fibrose pulmonar induzida por bleomicina, uma vez que este novo
farmaco inibe o recrutamento e ativacao de neutrofilos, principal célula responsavel pelo dano

tecidual pulmonar que precede a fibrose.
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6 — CONCLUSAO

Estes dados em conjunto sugerem que a modulagdo através da intervencao
farmacologica do DF2162 sobre os receptores CXCR2 pode interferir com o processo de
reparo, possivelmente por inibir uma resposta inflamatoria potencialmente lesiva,
principalmente pelo bloqueio do recrutamento e ativagdao de leucocitos, e também pela
diminui¢do da vascularizacdo e re-epitelizacdo do parénquima pulmonar, sugerindo que os
receptores CXCR2 tém papel fundamental na regulagdo do processo inflamatoério pulmonar e

fibrose.

68



7 - ABSTRACT

Pulmonary fibrosis is a disease characterized by progressive interstitial collagen
deposition, which causes changes in the normal lung architecture and loss of function, which
could lead to death. Acute pulmonary inflammatory processes and their chronification are
associated with fibrotic phenomena acting as triggering events. The inflammation that
precedes the emergence of pulmonary fibrosis is characterized by an increased cell influx,
which culminates in the liberation of inflammatory mediators, which perpetuate the initial
lesion. Therefore it is likely that the inhibition of the inflammatory response might be able to
decrease the interstitial collagen deposition. The bleomycin-induced pulmonary fibrosis
model is characterized by intense neutrophil influx concomitant with cytokine production,
high levels of chemokines CXCLI1-3/KC and CXCLI1-2/MIP-2, followed by collagen
deposition on the pulmonary parenchyma.

In this study, we analyzed the effects of DF2162 administration, which is a
CXCR2 chemokine receptor antagonist on bleomycin-induced pulmonary fibrosis model in
mice. Our results show that the administration of 6 mg/kg of DF2162 twice a day significantly
inhibited the neutrophilic influx peaks caused by intra-tracheal instillation of 0,125 U of
bleomycin. However, DF2162 did not promote changes in the levels of modulatory cytokines
such as IFNy, IL-10 e VEGF, which are important for the inflammatory process. We did not
observe changes in the levels of chemokines CXCL1-3/KC, CXCL1-2/MIP-2, CCL2/JE,
CCL3/MIP-1a and CXCL10/IP-10 with the exception of CCL5/RANTES, whose production
was inhibited and CXCL9/MIG, whose levels incresased during the early phase of DF2162
treatment. Furthermore, we observed pathological changes revealing less severe and reduced
interstitial collagen deposition in the lungs of DF2162-treated animals. In spite of the
observed improvement in all inflammatory aspects studied, the animals receiving DF2162 had
a higher mortality (66.6%) than the animals in the control group, which showed only 25%
lethality.

These data suggest that the CXCR2 receptor exerts an important role in the regulation
of the inflammatory process and pulmonary fibrosis induced by bleomycin. Notwithstanding,
the increment in letality in the group of mice that received DF2162 treatment after bleomycin
instillation 1is likely not associated with the fibrotic process itself, but depends on factors

which shall be later studied.
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