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RESUMO

A silicose, um tipo comum de pneumoconiose, ¢ uma doenga pulmonar ocupacional
causada por inalacao de silica muitas vezes em pedreiras com atividade extrativista e atinge
assim os mineradores. As particulas de silica depositadas no epitélio alveolar podem
ocasionar o desenvolvimento de fibrose maciga progressiva. Um aumento da producgdo de
radicais livres tem sido uma das propostas para explicar o mecanismo para inducao da fibrose
pulmonar na silicose. A deposicao de particulas de silica nos alvéolos pulmonares induz a
fagocitose dos mesmos pela agdo de macrofagos residentes alveolares; estes, quando ativados,
liberam grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERDOs). A capacidade de
varredura de enzimas oxidantes locais ¢ prejudicada, o que resulta em maior peroxidagao
lipidica, além da geragdo de um processo inflamatorio local. A fibrose difusa cursa com
deposicao de fibras colagenas por todo o parénquima pulmonar, o que por sua vez pode
suprimir pequenas artérias e arteriolas pulmonares e assim estar correlacionada com o
desenvolvimento de hipertensdo pulmonar. Além disso, citocinas e particulas de silica que
atravessam a membrana respiratéria podem atingir a circulagcdo sanguinea. Um aumento na
geragao de ERDOs na circulagdo pode levar a uma reducao na biodisponibilidade do 6xido
nitrico (NO), um importante vasodilatador produzido e liberado pelo endotélio vascular. Uma
relativa deficiéncia na quantidade de NO vascular disponivel pode resultar em disfuncao
endotelial. J& um aumento de citocinas pro-inflamatoérias pode contribuir para o
desenvolvimento e/ou agravamento da disfun¢do endotelial. Nas vias aéreas, sabe-se que
citocinas pro-inflamatorias podem causar reducdo da responsividade da via B-adrenérgica em
células musculares lisas isoladas de vias aéreas de humanos.

Assim, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar o efeito da instilagdo de silica na
fun¢do da artéria pulmonar, da aorta e da traqueia de ratos com silicose aguda. Para tal, ratos
Wistar machos foram anestesiados com ketamina e xilasina (80 e 5 mg/kg) e submetidos a
instilacdo intratraqueal com veiculo (200 pL de NaCl 0,9%, Grupo Controle) ou SiO, (200
mg em NaCl 0,9%, Grupo Silica). Quinze dias ap0s a instilacdo, a traqueia, a aorta toracica e
a artéria pulmonar foram isoladas e cortadas em segmentos para estudo da reatividade a
substancias contrateis e relaxantes. Em anéis de aorta, as respostas de contratilidade e
relaxamento também foram realizadas mediante incuba¢do com a citocina pro-inflamatoria

TNF-a. Valores de *P<0,05 (ANOVA 2-vias) foi considerado estatisticamente significativo.



Na traqueia, as respostas contrateis ao agente despolarizante KCIl e ao carbacol e o
relaxamento induzido por isoproterenol nao foram modificados pela silica. Nos anéis isolados
da artéria pulmonar também nao observamos diferengas significativas entre a reatividade dos
ané¢is do grupo Controle e do grupo Silica. Nos anéis de aorta, houve aumento da
contratilidade ao KCIl, entretanto as respostas contrateis induzidas pela fenilefrina, e as de
relaxamento induzidas pela acetilcolina e nitroprussiato de sédio nao foram modificadas pela
instilacao de silica. A incuba¢do com TNF-a reduziu a reatividade da aorta a fenilefrina e a
acetilcolina, mas a magnitude deste efeito foi similar entre os grupos Controle e Silica. A
analise histoldgica dos pulmdes revelou a presenca de noddulos fibréticos, confirmando o
desenvolvimento de silicose nestes animais. Em conclusdo, nossos dados sugerem que a
silicose aguda ndo estd associada com alteragcdo significativa na reatividade a agonistas
contrateis e relaxantes nas vias aéreas centrais, bem como na reatividade vascular da aorta e
da artéria pulmonar. E possivel que o estagio cronico desta doenga possa provocar mudangas
na capacidade de resposta das vias aéreas condutoras e artérias, podendo agravar a evolugao

da silicose.

Palavras-chave: Traqueia, aorta, artéria pulmonar, fun¢do endotelial, TNF-a, 6xido nitrico,

silicose.



ABSTRACT

Silicosis, a common type of pneumoconiosis, is an occupational lung disease caused
by inhalation of silica dust often with mining activity and thus reaches the miners. The fine
and ultrafine silica particles deposited in the alveolar epithelium may lead to the development
of progressive massive fibrosis. An increased reactive oxygen species (ROS) production has
been proposed to explain the mechanism for induction of pulmonary fibrosis in silicosis. In
this situation, alveolar macrophages are activated to phagocytes silica particles deposited in
the alveoli. The activated macrophages secrete large amounts of ROS that in turn induce
synthesis of fibrotic factors. In addition, the activity of antioxidant enzymes is impaired,
which results in increased lipid peroxidation, as well as generating a local inflammatory
process. Diffuse pulmonary fibrosis progresses with interstitial collagen deposition.
Interstitial collagen overlies small pulmonary arteries and arterioles and thus it is associated
with pulmonary hypertension in pulmonary fibrotic diseases. In addition, cytokines and silica
particles passing through the respiratory membrane can reach the bloodstream. In this context,
the increase in the generation of ROS in the circulation may lead to a reduction in the
bioavailability of nitric oxide, an important endothelium-derived relaxing factor. A deficiency
in the nitric oxide bioavailability can result in vascular endothelial dysfunction. Moreover,
pro-inflammatory cytokines could contribute to the impairment of endothelial function. In the
airways, pro-inflammatory cytokines can reduce the smooth muscle responsiveness to [-
adrenergic agonists as isoproterenol.

Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of silica dust instillation in the
function of the pulmonary artery, aorta and trachea of rats with acute silicosis. For this
purpose, male Wistar rats were anesthetized with ketamine and xylasine (80 and 5 mg/Kg)
and submitted to intratracheal instillation with vehicle (200 pL of NaCl 0.9%, Silica Group)
or SiO2 (200 mg in NaCl 0.9%, Silica Group. Fifteen days after instillation, the trachea, the
thoracic aorta and pulmonary artery were isolated and cut into segments (~3 mm) to study the
reactivity to contractile and relaxing substances. In aortic rings, the responses of contractility
and relaxation were also performed in the presence of the pro-inflammatory cytokine TNF-a.

Values of * P <0.05 (two-way ANOVA) was considered statistically significant.



In the trachea, the contractile responses to the depolarizing agent KCl and carbachol
and the relaxation response to isoproterenol was not modified by silica. The reactivity of
isolated pulmonary arteries did not statically differ between Control and Silica group. In
aortic rings, there was an increase in contractility to KCI, but the contractile responses
induced by phenylephrine and the relaxation induced by acetylcholine and sodium
nitroprusside were not modified by silica instillation. The incubation of aortic rings with the
proinflammatory cytokine TNF-o impaired the reactivity to phenylephrine and to
acetylcholine, but this effect was similar between Control and Silica groups. Histological
analysis of lungs revealed the presence of fibrotic nodules, confirming the development of
silicosis in these animals. In conclusion, our data suggest that acute silicosis is not associated
with significant alteration on the reactivity to contractile and relaxating agonists in the central
airway trachea, as well as, on the vascular reactivity of aorta and pulmonary artery. It is
possible that in chronic state of this disease changes in the responsiveness of conducting

airways and arteries might aggravate the evolution of silicosis.

Keywords: Trachea, aorta, pulmonary artery, endothelial function, TNF-a, nitric oxide,

silicosis.
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1. INTRODUCAO

A expressao “pneumoconiose” se refere a doenga pulmonar parenquimatosa causada
pela inalagdo de poeira inorganica. Um tipo comum de pneumoconiose ¢ a silicose, uma
doenca pulmonar ocupacional causada por inalagdo de silica cristalina muitas vezes em
pedreiras com atividade extrativista e atinge assim os mineradores. A silica ou didxido de
silicio (S10,) ¢ formada a partir da combinacdo de silicio (Si) com dois 4tomos de oxigénio
que ocorre naturalmente como quartzo ou areia. Cabe ressaltar que o silicio ¢ o segundo
elemento mais abundante da Terra ao lado do carbono (HAMILTON et al., 2008).

Clinicamente, a silicose pode ser dividida em trés formas evolutivas: cronica,
acelerada e aguda. A forma cronica ¢ a mais comum e ocorre apds muitos anos de exposi¢ao a
niveis relativamente baixos de poeira. Silicose acelerada ¢ um termo clinico aplicado a uma
condi¢do que tem a velocidade intermediaria de progressdo entre a silicose aguda e a doenga
nodular crénica classica, requerendo, em média, de cinco a dez anos de exposi¢do a poeira
para o aparecimento de alteragdes radioldgicas. A forma aguda da doenca acomete
trabalhadores expostos a concentragdes excepcionalmente altas de finas particulas de silica
cristalina recentemente fraturadas, como ocorre no jateamento de areia e na moagem de pedra
(FERREIRA et al., 2006)

Enquanto a poeira do carvao ¢ praticamente inerte, as particulas de silica quando
inaladas podem ser toxicas e provocam uma reacdo fibrética no pulmado. Os nddulos
silicoticos que sdo formados no parénquima pulmonar sdo compostos de circulos concéntricos
de fibras de colageno densas encontradas em torno dos bronquiolos respiratorios, no interior
dos alvéolos e ao longo dos nodulos linfaticos. As particulas de silica podem ser vistas nos
nédulos (WEST, 2010). Nos pacientes com silicose ha um declinio acentuado da fun¢do
pulmonar, com reducdo do volume expiratério for¢cado, uma elevagdo do volume residual e
uma queda da pO, arterial e as vezes morte prematura (CASTRANOVA et al., 2000), assim
como um risco aumentado de tuberculose pulmonar (WEST, 2010). Estudos epidemiologicos
em humanos tém demonstrado que mesmo ap6s exposi¢cdo ocupacional tenha terminado, a
silicose pode se desenvolver ou mesmo progredir (HESSEL NG et al., 1987; HNIZDO &
SLUIS-CREMER, 1993; KREISS & ZHEN, 1996; MILLER et al., 1998; HNIZDO &
MURRAY, 1998).

Poucas doengas profissionais revelam a enorme importancia da epidemiologia em
estudos de Satde Ocupacional como a silicose (NOGUEIRA et al., 1981). Segundo Hunter

(1969), ja em 1556 o médico alemdo Georg Bauer, mais conhecido pelo seu nome latino de
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Georgius Agricola, tinha descrito no seu livro "De Re Metallica" o fato de que os mineiros
que trabalhavam em minas de ouro e de prata na regido de Joachimstahl apresentavam alta
mortalidade causada por uma doenga pulmonar por eles chamada de "tisica dos mineiros"
que, indiscutivelmente, eram casos de silicose (NOGUEIRA et al., 1981).

No entanto, essa primeira descrigdo da silicose permaneceu ignorada por séculos.
Através de estudos de casos individuais, sabia-se que os mineradores de determinados tipos
de rochas apresentavam doenca pulmonar que recebia os mais diversos nomes tais como
"doenga dos ceramistas", "doenga dos esmerilhadores", entre outros; ndo havia, no entanto,
nenhuma idéia estabelecida quanto ao agente etioldogico que provocava tais doengas
(NOGUEIRA et al., 1981). Mais recentemente, estudos epidemiologicos descritos pela World
Health Organization (WHO) mostram que até 30-50% dos trabalhadores de industrias
primarias e setores de alto risco nos paises em desenvolvimento podem sofrer de silicose e
outras pneumoconioses (FEDOTOV & EIJKEMANS, 2011). Ha estimativas de que as
pneumoconioses sdo responsaveis pela morte de cerca de 30.000 trabalhadores anualmente.
Este nimero pode ser ainda maior, pois os sub-diagnoticos e sub-relatorios dos pacientes sao
bastante freqiientes.

No Brasil, a silicose atualmente representa a principal doenca ocupacional, sendo que
o numero estimado de trabalhadores potencialmente expostos a poeiras contendo silica ¢
superior a 6 milhdes, sendo 4 milhdes na construgdo civil, 500.000 na mineragdo e garimpo e
acima de 2 milhdes em industrias de transformagdo de minerais, metalurgia, industria
quimica, de borracha, ceramicas e vidro. Um estudo retrospectivo observacional em pacientes
internados no Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas relata que de um
total de 1147 casos de pneumoconiose identificados de 1978 a 2003 na regido de Campinas-
SP, 92,5% ¢ decorrente da exposi¢ado a silica (LIDO et al., 2008).

Formas leves da doenca podem ser assintomaticas, ainda que em radiografias toracicas
possa haver um fino infiltrado nodular. Nesta pneumoconiose hd desenvolvimento de fibrose
maciga progressiva que causa um padrdo de fungdo respiratdria obstrutivo e restritivo misto.
A distorcdo das vias aéreas pelo excesso de fibras coldgenas depositadas na matriz
extracelular produz alteracdes obstrutivas irreversiveis, e estas grandes massas de tecido
fibrotico também reduzem o volume pulmonar utilizavel. Na doenga avangada, pode ocorrer
fibrose intersticial generalizada com padrao restritivo, dispnéia grave, hipoxemia durante o
exercicio e redugdo da capacidade de difusdo dos gases (WEST, 2010). A fibrose difusa cursa
com deposicao de fibras colagenas por todo o parénquima pulmonar e inclusive em regides

perivasculares, o que por sua vez pode suprimir pequenas artérias e arteriolas pulmonares e
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assim estar correlacionada com o desenvolvimento de hipertensdao pulmonar, uma vez que a
supressao destes vasos pode causar aumento da resisténcia ao fluxo de sangue para o tecido
pulmonar (YILDIZ, 2007). De acordo, tem-se descrito na literatura que a silicose pode cursar
com hipertensdo pulmonar e cor pulmonale (MURRAY et al., 1993), além de também poder
causar estenose da artéria pulmonar em humanos (MAHNKEN et al., 2001).

A deposicao de particulas de silica nos alvéolos pulmonares induz a fagocitose dos
mesmos pela acdo de macréfagos residentes alveolares. Estes macrofagos ativados liberam
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERDOs) e do nitrogénio. Estas espécies
reativas liberadas por esse processo superam a capacidade de varredura das moléculas e
enzimas antioxidantes celulares, resultando em estresse oxidativo e danos a estrutura
pulmonar.

Simultaneamente, a reacdo entre macrofagos alveolares e silica leva ao recrutamento
de mais células inflamatérias incluindo neutréfilos e linfocitos-T, e assim comeca um
processo inflamatério local (HUBBARD et al., 1989; KUMAR et al., 1990; ZHANGTI et al.,
1999). Neste processo, uma reagdo imune provoca a liberagdo de fatores inflamatorios,
incluindo fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de necrose tumoral-o (TNF-a) e
ativacdo do fator nuclear-kB (NF-kB), que exercem efeitos adicionais em alvos celulares. Foi
descrito que ha um aumento da secre¢ao de citocinas pelos fibroblastos presentes no pulmao
em menos de 3 horas apds a exposi¢do a silica, indicando os efeitos agudos da inalagdo destas
particulas (SCHAPIRA et al., 1998; NELIN et al., 2002; PORTER et al., 2002;
CASTRANOVA, 2004). Assim, uma vez iniciada a exposi¢ao a particulas de silica, mesmo
em um pulmao que tenha sofrido baixa exposi¢do a silica, tais lesdes podem evoluir mesmo
na auséncia de exposicao posterior (KUEMPEL et al., 2003). Em conjunto, um aumento da
producdao de ERDOs e a sintese elevada de fatores inflamatorios locais causam injuria do
parénquima pulmonar e induzem fibrose neste 6rgao.

As particulas de silica, além de se depositarem nos alvéolos pulmonares, podem
depositadas nas vias aéreas centrais e periféricas, incluindo toda a arvore traqueobronquica. A
arvore traqueobronquica, em conjunto com as vias aéreas superiores, constitui a zona de
transporte gasoso do sistema respiratorio de mamiferos, encarregada de acondicionar e
conduzir o ar até os alvéolos. Estes compreendem a zona respiratdria dos pulmdes onde
efetivamente se realizam as trocas gasosas (ZIN et al., 2008). A arvore traqueobronquica se
estende da traqueia, passando pelos bronquios que se ramificam até os bronquiolos terminais.
Estas vias aéreas sdo constituidas por epitélio e musculatura lisa reforcada por anéis de

cartilagem. O tonus da musculatura das vias aéreas controla a resisténcia ao fluxo de ar. Um
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aumento da contratilidade desta musculatura lisa caracteriza o quadro de hiperresponsividade
das vias aéreas, caracteristico em doengas obstrutivas como a asma e outras doencas que
cursem com um processo inflamatorio pulmonar, como a silicose (LOTVALL et al., 1998).
Apesar de ser uma caracteristica comum a doengas respiratorias obstrutivas, os mecanismos
celulares que levam a hiperresponsividade das vias aéreas ainda nao ¢ totalmente esclarecido.
Citocinas pro-inflamatorias como o TNF-a sdo responsaveis por induzir hiperreatividade de
vias aéreas a agonistas muscarinicos (ASANO et al., 2010) e causar reducdo da
responsividade da via B-adrenérgica em células musculares lisas isoladas de vias aéreas de
humanos, reduzindo assim a responsividade de uma importante via broncodilatadora (SHORE
et al.,, 1997). Assim, as particulas de silica podem direta ou indiretamente, via liberacdo de
citocinas, afetar a reatividade das vias aéreas.

ERDOs e fatores pro-inflamatérios gerados nos pulmoes podem atingir a circulacao
tanto pulmonar como sistémica (ZHANGI et al., 1999). Um aumento na geracdo de ERDOs,
em especial o anion superoxido, pode causar efeitos deletérios na vasculatura. Este
mecanismo estd envolvido na fisiopatologia de varias doengas cardiovasculares associado a
alteracao da funcdo endotelial (DAVEL et al., 2011). O endotélio ¢ uma monocamada de
epitélio pavimentoso localizada entre o sangue circulante e a camada média do musculo liso
vascular e essa posicdo ¢ estratégica para manter a homeostase da parede vascular e a
regulacdo da circulagdo, desempenhando papel protetor do vaso sanguineo. Pode ser
considerado um o6rgdo enddcrino ativo, em resposta a estimulos humorais, neurais e
mecanicos, sintetiza e libera substancias vasoativas que modulam tonus, calibre vascular e
fluxo sanguineo, desempenhando papel fundamental na regulagdo da circulagdo. Essas
substancias vasoativas foram denominadas fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRFs)
e fatores constritores derivados do endotélio (EDCFs). Dentre os EDRFs, podemos citar:
oxido nitrico (NO), prostaciclina (PGI,), e varios fatores hiperpolarizantes derivados do
endotélio (EDHFs), como o acido opoxieicosatriendico (EET), e endocanabinodides. Sao
EDCFs: endotelinas (ET1, ET-2 e ET-3), produtos da ciclooxigenase, como endoperoxidos
(PGH2) e tromboxano (TXA2); e a ERDO anion superoxido (Figura 1):
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Fatores Vasoativos Derivados do Endotélio

Pressao
Arterial
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Derivado Endotélio

Figura 1: Vaso sanguineo com fatores relaxantes (EDRFs) e contrateis (EDCFs) derivados do endotélio. As
setas paralelas perpendiculares ao endotélio indicam as forcas exercidas pelo fluxo sanguineo shear stress e a
pressdo arterial, respectivamente.

Fonte: LUZ et al., 2005

Através de estimulo fisiologico como a for¢a de arraste ¢ a tensdo de cisalhamento
(shear stress) exercida pelo fluxo sanguineo sobre as células endoteliais, ha a formagdo basal
de NO; este é o principal fator vasodilatador de acio fisiologica liberado pelo endotélio. E
inibidor da agregacdo plaquetaria, da coagulagdo e da proliferagdo celular (NASCIMENTO et
al., 2005; MICHELINI & ROSSONI, 2008). O NO ¢ sintetizado através do aminoacido L-
arginina por acdo das enzimas NO sintases (NOSs) e difunde-se para o musculo liso, ao qual
relaxa. O efeito vasodilatador do NO ¢ mediado por ativacdo da enzima guanilato ciclase
solivel com consequente aumento dos niveis de GMPc. O GMP c tem seus principais efeitos
mediados pela proteina quinase G (PKG), dentre eles: inibigio dos canais para Ca™ do
reticulo sarcoplasmatico e da membrana plasmatica (CORNWELL et al., 1991). O NO pode
também ativar diretamente a enzima Na'K'ATPase e canais para Ca™, mecanismos que
hiperpolarizam a célula muscular. Em conjunto, estes mecanismos culminam com a redugao
da concentragio de Ca™ intracelular e diminuigio da sensibilidade das proteinas contrateis ao
Ca”, o que induz o relaxamento do musculo liso vascular (KARAKI et al., 1997). Trés
isoformas distintas da NOS tém sido identificadas, produtos de trés genes diferentes: nNOS
(também conhecida por NOS-1, tipo I), primeiramente descrita em tecido neural; iNOS
(NOS-2, tipo II) que ¢ a isoforma induzivel numa variedade de células e tecidos; e eNOS
(NOS-3, tipo III), a qual foi primeiramente encontrada na célula endotelial. A eNOS e a

nNOS tém papel importante na fisiologia cardiovascular e sintetizam pequenas quantidades de
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NO que vai agir como mensageiro intracelular. A iNOS ¢ fortemente ligada a calmodulina,
sendo funcionalmente independente da concentracao de calcio (CARVALHO et al., 2005).

O NO endotelial ¢ essencial para a regulagdo das respostas vasculares, incluindo tonus
vascular, fluxo sanguineo, interacdes leucdcitos-endotélio e proliferacio de células
musculares lisas vasculares. Uma relativa deficiéncia na quantidade de NO vascular
disponivel pode resultar em disfun¢do endotelial, criando condi¢des para o desenvolvimento
de trombose e vasoconstricdo (ATOCHIN & HUANG, 2010). Uma das principais agoes
deletérias do anion superoxido sobre o tecido vascular € que o mesmo pode reagir com o NO
causando uma redug¢do na biodisponibilidade do NO, reduzindo assim seu efeito
vasodilatador. Em somatoéria ao papel fisiopatologico do anion superoxido, estudos
demonstram que um processo inflamatdrio vascular pode estar associado ao desenvolvimento
de disfuncao endotelial na hipertrofia cardiaca (DAVEL et al., 2008) e na isquemia/reperfusao
pulmonar (DELBIN et al., 2010).

E proposto na literatura que as particulas de silica e outros metais inalados como
chumbo e ferro podem atravessar a membrana respiratéria ao nivel dos pulmdes e desta
maneira entrarem na circulacdo sanguinea. Isto acontece principalmente durante o
desenvolvimento de um processo inflamatério pulmonar, situacdo onde ha um aumento do
espaco intersticial entre as células epiteliais alveolares e entre as células endoteliais dos
capilares. Esta seria uma via pela qual as particulas de silica poderiam induzir efeitos diretos
sobre tecidos nao pulmonares (MILLS et al., 2009).

Desta maneira, hipotetiza-se que tanto a exposi¢do direta a silica, como o aumento da
sintese de fatores pro-oxidantes, fibrdticos e inflamatorios nos pulmdes, poderiam causar
efeitos deletérios em vasos sanguineos locais da circulagdo pulmonar e da circulagdo
periférica, assim como das vias aéreas de transporte. Alteracdes da responsividade das vias
aéreas, das artérias pulmonares e da aorta a substancias que controlam o tonus da musculatura
lisa destas estruturas poderiam levar a piora do quadro patolégico dos individuos portadores
de silicose, agravando o padrdo obstrutivo da doenca e causando alteragdes da homeostasia
cardiovascular. Cabe ressaltar que a investigacdo de possiveis mecanismos fisiopatologicos
que prejudiquem o sistema cardiorrespiratorio de individuos expostos a silica no ar ambiente
como principalmente mineradores e trabalhadores de fabricas de ceramica e jateamento de
areia pode auxiliar ao tratamento dos mesmos, o que por si so justifica o empenho em se
estudar estes mecanismos, uma vez que ainda ndo ha nos dias de hoje um tratamento

especifico para esta doenca.
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2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da instilagdo de silica na fungdo da artéria pulmonar, da aorta e da

traqueia de ratos.

3. METODOLOGIA

3.1. Obtencéo dos Modelos Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com aproximadamente 3 meses de idade. Os
animais foram obtidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratorio (CEMIB) — UNICAMP.

Apo6s o desmame, os ratos foram mantidos no Biotério do Departamento de Fisiologia
e Biofisica do IB-UNICAMP. Todos os animais foram mantidos em gaiolas sob condigdes
controle de temperatura ¢ um ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso a ragao e
agua.

Os presentes protocolos experimentais estio de acordo com os Principios Eticos de
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Etica de Experimenta¢io Animal
(COBEA) ¢ foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNICAMP
em 06.12.2010 (Anexo A).

3.2. Tratamento dos Animais

Estes animais foram aleatoriamente divididos em 2 grupos: Silica, que receberam uma
instilacdo intratraqueal de 200 mg de silica (SiO,, Sigma) dissolvida em solucao salina (0,9%,
200uL) e Controle, onde os animais foram submetidos apenas a instilagdo intratraqueal de
solugdo salina (0,9%, 200uL).

A instilagdo de silica ou salina foi realizada nos animais submetidos a anestesia com
ketamina e xilasina (80 e Smg/Kg de rato, respectivamente) utilizando-se uma seringa de
insulina (25 gauge) que foi inserida a 45° entre os primeiros an€is cartilaginosos da traqueia
proximal. Apos este procedimento a pele do pesco¢o do animal foi suturada com linha de
algodao.

Os experimentos de reatividade vascular e de vias aéreas foram conduzidos apds 15
dias seguidos da instilacdo de silica ou salina. Isto por que hd um pico da resposta
inflamatoéria neste periodo de tempo, que se recupera apds 30 dias da instilagdo, fase na qual o

animal entra no estagio cronico da doenga (BORGES et al., 2002).
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3.3. Isolamento de Org&os e Tecidos

Apos 15 dias da instilagdo, os animais foram novamente anestesiados ¢ entao a
traqueia distal, a aorta toracica (Figura 2) e a artéria pulmonar foram isoladas e cortadas em
segmentos cilindricos (~3 mm) denominados anéis que foram montados em um banho para
tecidos isolados. Foram avaliadas as respostas a agentes relaxantes e contrateis nos anéis das
artérias e da traqueia isolados e os fatores locais envolvidos com possiveis alteragdes
encontradas.

Além da utilizagdo da traqueia e vasos sanguineos para o estudo da reatividade, os
pulmdes foram avaliados para verificacdo do desenvolvimento da silicose € o coracdo foi

retirado para pesagem dos ventriculos direito e esquerdo.

Figura 2: Traqueia (A) e aorta toracica (B) isoladas. A aorta esta livre dos tecidos conectivo e adiposo.

Fonte: Propria autora

3.4. Estudo da Reatividade em Anéis de Traqueia, Anéis de Aorta e de Artéria
Pulmonar

Os anéis de traqueia, aorta e artéria pulmonar foram imersos em cubas contendo 10
mL de solucdo de Krebs-Henseleit, cuja composi¢cdo (em mM): NaCl 115; KCl 4,6; CaCl,
2,5; KH,PO4 1,2; MgS04.7H,0; NaHCOs 25; Glicose 11,1; EDTA 30; aquecida a 37°C,
pH=7,4 gaseificada com mistura de oxigénio (95%) e gas carbonico (5%), para registro da
tensdo isométrica, através de um transdutor de forga, desenvolvida pelos anéis (Figura 3).
Para tal, dois arames metalicos foram passados através do lumen dos segmentos (Figura 4).
Um fio metalico foi fixado a parede do banho e o outro conectado a um sistema de aquisi¢do
de dados (LabChart 7) e este, a um computador (Figura 5). Em algumas aortas, a camada

endotelial foi removida mecanicamente através do uso de um fio metalico. Os anéis de
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traqueia e aorta dos ratos foram submetidos a uma tensdo de repouso de 1,0 g, e os de artéria
pulmonar a 0,5 g, que foram reajustadas quando necessario, durante 30 minutos de

estabilizacao.

Figura 3: Anel de aorta isolado imerso em cuba de 10 mL contendo solugdo gaseificada de Krebs-Hanseleit
(37°C, pH 7,4).

Fonte: Propria autora

Figura 4: Anel de aorta isolado preso a dois fios metalicos, sendo que um deles (superior) é conectado a um
transdutor de forga e o outro (inferior) é fixo na cuba do banho de 6rgaos.

Fonte: Propria autora
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Figura 5: Banho de orgdos utilizado para o estudo da reatividade conectado ao sistema de aquisi¢do de dados
(Powelab) e ao computador para registro da forga desenvolvida.

Fonte: Propria autora

3.5. Protocolos Experimentais dos Anéis de Traqueia

3.5.1. Avaliagdo da resposta constritora ao cloreto de potassio (KCl):

Apos 30 minutos de estabilizagdo, foi administrado KCl 60 mM em todos os anéis de
traqueia estudados. Apos 30 minutos de estabilizagdo, ou seja, até que se atingiu um platd, a
resposta maxima obtida foi considerada a contracdo maxima do anel. Em seguida os anéis

foram lavados com solugao de Krebs para avaliacdo das respostas subsequentes.

3.5.2 Avaliagao da resposta de relaxamento ao isoproterenol:

O relaxamento ativado pelos receptores B-adrenérgicos foi avaliado através de uma
curva concentragdo-resposta ao isoproterenol (hidrocloridrato, Sigma) nos anéis de traqueia.
Para tal, apods estabilizagdo, os anéis foram pré-contraidos com uma concentragdo submaxima

de carbacol. Apds a obten¢do de um platd, curvas concentragdo-resposta ao isoproterenol (10

? a3x10”° M) foram realizadas.

3.5.3. Avaliagdo da resposta constritora ao carbacol:
A constricdo foi avaliada através de uma curva concentragido-resposta ao agonista

muscarinico carbacol (Sigma) nas concentracdes de 10% a 3x10™ M.
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3.6. Protocolos Experimentais dos Anéis de Aorta e Artéria Pulmonar

3.6.1. Avaliagdo da resposta constritora ao cloreto de potéssio (KCl):

Apds 30 minutos de estabilizacdo, foi administrado KCIl 75 mM em todos os anéis de
aorta e artéria pulmonar estudados. Apos 30 minutos de estabilizagdo, ou seja, até que se
atingiu um platd, a resposta maxima obtida foi considerada a contracdo maxima do anel. Em
outros anéis de aorta dos grupos Controle e Silica, realizou-se uma curva concentragao-

resposta ao KCl nas concentragdes de 10-125 mM.

3.6.2. Avaliacdo da resposta de relaxamento dependente do endotélio induzido pela
acetilcolina:

A funcdo endotelial foi avaliada através do relaxamento induzido pelo agonista
muscarinico acetilcolina (Sigma). Para tal, apos 30 minutos de estabilizagdo, os anéis de aorta
e de artéria pulmonar foram pré-contraidos com fenilefrina, em uma concentragao capaz de
induzir aproximadamente 50 a 70% da resposta maxima induzida pelo KCI (75 mM). Uma

vez obtido o platd, foram realizadas curvas concentragdo-resposta, cumulativas, a acetilcolina

(107 a 10° M).

3.6.3. Avaliagdo da resposta vasoconstritora a fenilefrina:
A responsividade vasoconstritora vascular foi avaliada através de uma curva

concentracio-resposta a fenilefrina (Sigma) nas concentra¢des de 10” a 10° M.

3.6.4. Avaliagao da resposta de relaxamento induzido pelo nitroprussiato de sodio:

Imediatamente apds a curva concentracdo-resposta a fenilefrina atingir o plato
correspondente a Ultima dose administrada da droga, foi administrado nitroprussiato de sédio
em concentracdes crescentes (107 a 10° M) para avaliagio da resposta de relaxamento

vascular a um doador de 6xido nitrico.

3.7. Incubacdo de Anéis de Aorta com TNF-a
A avaliagdo das respostas vasoconstritoras (a0 KCl e a fenilefrina) e dilatadoras (a

acetilcolina e ao nitroprussiato de sddio) também foi realizada apos incubagao por 2 horas da

citocina pré-inflamatoria TNF-a (10 pg/mL, 10uL) (EL-BASSOSSY et al., 2009). Apds o



22

periodo de incubagao, realizaram-se curvas concentragao-resposta nas mesmas doses descritas

anteriormente.

3.8. Histologia Pulmonar

Ap6s o isolamento dos pulmdes dos animais, foi avaliada a presenca de nddulos
silicoticos. Para tal, realizou-se a fixagdo do tecido pulmonar através da perfusdo de formol
(4%) pela artéria pulmonar. Em seguida os lobos pulmonares foram emblocados em parafina

e foram feitos cortes histoldgicos seguido de coloragdo Hematoxilina-Eosina tradicional.

3.9. Pesagem do Coracéo
Ap0s o isolamento dos coragdes dos animais, foi realizada a separagdo dos ventriculos

direito e esquerdo, e estes foram pesados separadamente.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estao representados como média +EPM. A anélise estatistica dos dados
foi realizada por teste t de Student ndo-parcado para comparagao entre dois grupos, ou analise
de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias, completamente randomizada, realizados a partir
do programa GraphPad Prism Software (San Diego, CA, USA). Valores de p<0,05 sdo

considerados estatisticamente significativos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte dos resultados obtidos neste trabalho foi apresentado sob a forma de painel na
XXVI Reunido Anual da Federagdo de Sociedades de Biologia Experimental — FeSBE,
realizado de 24 a 27 de agosto de 2011 no Rio de Janeiro, RJ (Anexo B).

5.1. Peso corporal
A andlise do poso corporal dos animais antes e apds a instilagdo de silica ou salina ¢

demonstrada através do grafico abaixo (Figura 6):
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Figura 6: Analise do peso corporal antes e depois de 15 dias seguidos a instilagdo de salina (Controle) ou silica
em ratos. *p<0,05. Silica depois vs. Controle depois, ANOVA 1-via. As barras representam média = EPM. O
numero de animais esta indicado dentro das barras.

Fonte: Propria autora

Através da analise dos resultados, observa-se que houve aumento significativo do peso
corporal dos animais 15 dias apos a instilagdo intratraqueal de solucdao salina. Os animais
tratados ndo obtiveram o mesmo resultado, indicando perda de peso dos ratos que receberam
instilagdo de silica. Este resultado indica que os animais tratados estdo debilitados em
consequéncia da patologia desenvolvida.

Em humanos, estudos revelam que a silicose resulta em quadro de franca insuficiéncia
respiratoria, perda de peso e fraqueza, ocasionando susceptibilidade a infec¢des do trato

respiratério inferior (FERREIRA et al., 2000).

5.2. Histologia pulmonar
A seguir, imagens histologicas de cortes de pulmdes de animais 15 dias seguidos a

instilacdo intratraqueal de silica ou salina (Figura 7):
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Controle Silica

Figura 7: Imagens tipicas histologicas de cortes de pulméo de ratos Controle e Silica. O grupo Controle
apresenta integridade dos alvéolos pulmonares e vias aéreas (A). No grupo Silica, observa-se
espessamento e destrui¢ao dos alvéolos, bem como nitidos nodulos fibréticos, indicados pelas setas (B).
Aumento: 100x.

Fonte: Propria autora

A pneumoconiose ¢ definida como um estado patoldgico devido a retengdo de poeira
inorgénica no pulmao, sendo os principais tipos a asbestose (pneumoconiose dos mineiros de
carvao) e a silicose; esta ocasionada devido a aspiragdo de silica livre (SiO,) (MAFRA Jr. &
MADEIRA, 2005). A etiologia da doenca permanece indefinida, sendo que os tipos de lesdes
dependem do tempo de exposi¢do, tamanho das particulas aspiradas e da qualidade da
composi¢ao quimica (MENDES, 2003).

Inumeros estudos apontam evidéncias de reacdo inflamatoria pulmonar em resposta a
poluentes ocupacionais atmosféricos (BLACKFORD et al., 1997; SALDIVA et al., 2002;
TAO et al., 2003). A exposicao a silica nos humanos esta associada com a geragdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e com a inducdo de citocinas pré-inflamatoérias, entre elas TNF-o
e IL-1pB, que implicam diretamente na patogénese da pneumoconiose (VALLYATHAN et al.,
2000). De acordo com trabalhos prévios, concentragdes crescentes de silica induziram
liberagdo de citocinas (TNF-a, IL-1f8, IL-6, MCP-1 e IL-8) e estresse oxidativo em células
endoteliais isoladas em cultura (HERSETH et al., 2008; LIU & SUN 2010). Além disso, ha
sintese da matriz extracelular e proliferagdo de fibroblastos (SCHINS & BORM, 1999).

A silicose caracteriza-se pela presenca de grandes opacidades, com areas homogéneas
de consolidagdo, de distribuicdo ndo segmentar, acometendo principalmente as porgdes

superior ¢ média dos pulmodes. Resulta da confluéncia dos pequenos nddulos fibroticos que se
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tornam maiores que 10 mm de diametro. A doenca ¢ também referida como fibrose macica
progressiva, termo utilizado pela primeira vez por Fletcher, em 1948, para as pneumoconioses
que evoluiam das formas simples para as formas complicadas. A fibrose macica progressiva
ocorre basicamente na pneumoconiose de mineiros de carvdo e na silicose, sendo mais rara
em outras pneumoconioses (FERREIRA et al., 2006). Assim, podemos observar que o
modelo experimental foi efetivo em causar um quadro de silicose caracteristico, uma vez que
similar ao descrito em humanos, observamos o desenvolvimento de fibrose macica e
formag¢ao de nodulos fibréticos nos pulmoes isolados dos ratos apos 15 dias de instilagdo de
silica, 0 que ndo ocorreu nos animais que receberam instilagdo de apenas salina. Lesdo
pulmonar bastante similar ¢ descrita também em pulmdes de camundongos sacrificados 15

dias apos instilacdo intratraqueal de silica (FAFFE et al., 2001).

5.3. Peso cardiaco

Os graficos a seguir mostram a relagdo entre os pesos dos ventriculos direito e
esquerdo dos animais apds 15 dias seguidos as instilagdes (Figura 8). Devido as diferengas
entre os valores de peso corporal entre os grupos de animais estudados, optou-se pela anélise

do peso dos ventriculos normalizado pelo comprimento da tibia:

A B
0.061 * 0.251
0.054 0,204

) T

S 0.04- 8

E < 0.154

G 0031 E

S 3 0.104

g 0.02+4 g
0.01+ 0.05+4
0.00+ 0.00-

Controle Silica Controle Silica

Figura 8: Peso dos ventriculos direito (VD) (A) e esquerdo (VE) (B) dos animais Controle e Silica,
expresso em gramas por centimetro de comprimento da tibia. *p<0,05 vs. Controle, teste t. As barras
representam média + EPM. O niimero de animais esta indicado dentro das barras.

Fonte: Propria autora

De acordo com os resultados, os animais tratados apresentaram um aumento

significativo do ventriculo direito em relagdo aos animais do grupo Controle. O mesmo nio se
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observou comparando-se o peso do ventriculo esquerdo, ja que os dados demonstram que os
dois grupos permaneceram estatisticamente iguais.

O ventriculo direito, uma das quatro cadmaras do coragdo, recebe sangue desoxigenado
do atrio direito através da valvula tricispide, e o bombeia para a artéria pulmonar através da
valvula e tronco pulmonar. A compressao exercida pelos nodulos fibroticos as artérias e
arteriolas dos animais tratados com silica pode levar a uma diminui¢ao do raio destes vasos,
ocasionando, desta maneira, um aumento da resisténcia vascular e alteragdo da circulagdo
pulmonar. O sangue passa a ndo fluir adequadamente do coragdo para os pulmdes e ha entdo
sobrecarga do ventriculo direito, proporcionando um quadro de hipertrofia ventricular direita.
A hipertrofia cardiaca representa a principal resposta adaptativa do coragao submetido a uma
sobrecarga de trabalho, fisioldgica ou patologica (ASSAD et al., 2006). Assim, o aumento do
peso do ventriculo direito nos animais expostos a silica pode indicar o desenvolvimento de
hipertrofia ventricular em resposta a um aumento da pos-carga pulmonar causada por
estreitamento das pequenas artérias pulmonares devido a extensa area de fibrose observada no

modelo induzido de silicose (Figura 1).

5.4. Reatividade em traqueia isolada

Nos anéis de traqueia estudados foi avaliada a resposta contratil causada por alta
concentragdo de fons K™ no meio extracelular, em resposta a administracdo de uma dose tinica
de KCI 60 mM com consequente despolarizagdo celular. Também avaliamos a resposta

contratil ao carbacol, um agonista do receptor muscarinico. A seguir, os resultados (Figura 9):
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Figura 9: Reatividade de anéis de traqueia isolados de ratos Controle e Silica ao KCl 60 mM (A) e ao carbacol
(B). As respostas contrateis estdo expressas como delta de contragdo em mN/mm de comprimento de anel. Os
valores estdo expressos como média = EPM. O niimero de animais estd indicado dentro das barras ou em
parénteses. Analise estatistica: teste t para KCl e ANOVA 2-vias para curva concentragdo-resposta ao carbacol.

Fonte: Propria autora

Os agonistas dos receptores muscarinicos sdo frequentemente denominados
parassimpatomimétricos, sendo que o carbacol € capaz de ativar tanto receptores muscarinicos
2 ¢ 3 (M, e M3) como os nicotinicos (RANG et al., 2004). Na musculatura lisa de diferentes
orgaos do trato gastrintestinal, da bexiga urinaria e das vias aéreas, a ativacdo de receptores
muscarinicos causa contracdo por ativar uma cascata intracelular dependente da ativagao da
proteina Gq que conduz ativagdo da fosfolipase C e consequentemente da proteina kinase C e
do IP3, 0 que em conjunto causa aumento da concentragdo de calcio intracelular (RANG et al.,
2004).

Os resultados obtidos demonstram que nao houve diferenga na contratilidade da
traqueia a0 KCl (agente despolarizante), bem como ao carbacol (agonista muscarinico)
comparando-se estas respostas entre os grupos controle e instilados com silica.

Em seguida, avaliamos nos anéis de traqueia isolados a resposta de relaxamento ao

isoproterenol, um agonista B-adrenérgico nao-seletivo. A seguir, os resultados (Figura 10):
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Figura 10: Reatividade de anéis de traqueia isolados de ratos Controle e Silica ao isoproterenol. A resposta de
relaxamento estd expressa em % de relaxamento ao valor da pré-contragio induzida por carbacol (10 M). Os
valores estdo expressos como média = EPM. O niimero de animais estd indicado dentro dos parénteses. Analise
estatistica: ANOVA 2-vias.

Fonte: Propria autora

O isoproterenol ¢ um composto que ativa a via de sinalizacdo intracelular acoplada aos
receptores [-adrenérgicos. Estes receptores quando ativados induzem relaxamento da
musculatura lisa via ativagdo da cascata intracelular dependente de adenilato ciclase com
consequente aumento da producdo de AMPc e ativacdo da proteina kinase A, o que ativa
canais para K', hiperpolarixando a célula muscular lisa, o que diminui o influxo de calcio e
causa relaxamento. Na musculatura das vias aéreas este relaxamento caracteriza uma reducao
da resisténcia das vias aéreas ao fluxo de ar. Sendo assim, farmacos agonistas dos receptores
B-adrenérgicos sao amplamente utilizados na clinica para o tratamento de doengas obstrutivas
pulmonares como a asma.

Os resultados das curvas de concentragdo-resposta indicam que ndo houve diferenca
significativa no relaxamento induzido pelo isoproterenol entre os dois grupos de animais
estudados. Dados da literatura demonstram que citocinas pro-inflamatorias podem causar
redugcdo da responsividade B-adrenérgica em células musculares lisas das vias aéreas de
humanos em cultura (SHORE et al., 1997). Além disso, o tratamento de ratos com IL-1p3 e
TNF-a por 3 dias é capaz de causar hiperresponsividade da musculatura lisa de bronquios a
metacolina, um agonista dos receptores muscarinicos, além de reduzir a resposta de
relaxamentos dos mesmos albuterol, agonista dos receptores ,-adrenérgicos (HORIBA et al.,

2011). Entretanto, no presente estudo, ndo foi possivel observar efeitos da silica e/ou dos
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fatores pro-inflamatérios que sdo sintetizados em quantidade elevada por macrofagos do
tecido pulmonar durante o desenvolvimento da silicose sobre a reatividade das vias aéreas.
Neste estudo avaliamos a reatividade das vias aéreas na fase aguda da silicose, que em ratos e
camundongos corresponde aos 15 dias apés instilagio (BORGES et al., 2002). E possivel que
com o avangar da patologia este quadro modifique-se e alteragcdes da responsividade das vias

aéreas possam ser observadas.

5.5. Reatividade em artéria pulmonar isolada

Isolou-se a artéria pulmonar com o intuito de se realizar estudo de reatividade em um
vaso sanguineo intimamente ligado ao leito pulmonar.

Nos anéis de artéria pulmonar estudados foi avaliada a resposta contratil a alta
concentragio de K, induzida por despolarizagio, em resposta a uma dose unica de KCI 75
mM, como também a resposta contratil a fenilefrina, um agonista a;-adrenérgico. A seguir, 0s

resultados (Figura 11):
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Figura 11: Reatividade de anéis de artéria pulmonar isolados de ratos Controle e Silica ao KCl (A) e a
fenilefrina (B). A resposta contratil ao KCl esta expressa como delta de contragdo em grama. A resposta contratil
a fenilefrina foi normalizada para resposta maxima de contrac¢ao induzida pelo KCI1 (75 mM) em cada respectivo
anel de artéria pulmonar analisado. Os valores estdo expressos como média + EPM. O numero de animais esta
indicado dentro das barras ou em parénteses. Analise estatistica: teste t para KCl e ANOVA 2-vias para curva
concentragdo-resposta a fenilefrina.

Fonte: Propria autora
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De acordo com os resultados observados na figura 11, nao houve diferenca contratil
nas respostas dos anéis de artéria pulmonar ao KCl e a fenilefrina.
Avaliou-se também a resposta de relaxamento a acetilcolina, um agonista muscarinico

e ao nitroprussiato de sddio, um doador de NO. A seguir, os resultados (Figura 12):
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Figura 12: Curvas concentragdo-resposta a acetilcolina (A) e ao nitroprussiato de sodio (NPS) (B) em anéis de
artéria pulmonar isolados em ratos Controle e Silica. Os dados demonstram o relaxamento em relagdo a
contragdo a fenilefrina (~10° M) e estdo expressos como média + EPM. O niimero de animais esta indicado
dentro dos parénteses. Analise estatistica: ANOVA 2-vias.

Fonte: Propria autora

De acordo com os resultados, ndo houve diferenca na resposta de relaxamento das
artérias pulmonares a um vasodilatador dependente de endotélio, a acetilcolina e a um
vasodilatador independente do mesmo, o nitroprussiato de sodio, sendo este apenas um
doador de NO. A acetilcolina causa vasodilatagdo ao agir nos receptores muscarinicos das
células endoteliais. Nestas células, o aumento da concentragdo de calcio intracelular em
resposta a ativagao de receptores M3 ativa a eNOS que por sua vez aumenta a sintese de NO.

A circulagdo pulmonar pode ser um dos principais alvos de particulas de dimensdes
mais finas que penetram profundamente nos pulmdes apos inalacio (COURTOIS et al.,
2010). Apesar do estresse oxidativo e inflamatorio que pode ser gerado nos pulmdes pela
inalacdo de silica, que ¢ classicamente descrito na literatura, nao foi observado no presente

estudo uma alteracdo da reatividade das artérias pulmonares extralobares, apesar de sua
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proximidade com o tecido pulmonar. Segundo Batalha (2002), a exposicdo a altas
concentragdes de particulas em suspensao no ambiente, como silicio e sulfatos, pode estar
associada a vasoconstri¢ao e ao remodelamento de arteriolas pulmonares em ratos.

Estudos realizados in vitro indicam diminuicdo da resposta vasoconstritora a
acetilcolina em artérias pulmonares isoladas de ratos que sofreram instilacdo intratraqueal de
nanoparticulas de carbono Por outro lado, ndo houve modificagdo no ténus vascular em
resposta ao KCl, agente despolarizante (COURTOIS et al., 2010). Quando se avaliou as
respostas decorrentes de instilagdo intratraqueal de outra nanoparticula, o didxido de titanio
(Ti0,), nao houve diferenca a acao de agentes vasoconstritores e relaxantes entre os grupos de
animais estudados. Estes resultados foram obtidos apos 21 dias de instilagdo das particulas
estudadas (COURTOIS et al., 2010). Assim, ¢ possivel que alteracdes da reatividade vascular,
se ocorrerem apo6s a inalacdo de particulas em suspensdo no ar ambiente, venham a
manifestar-se apds um tempo mais prolongado seguido da exposi¢do. Ou acontecam apenas
em pequenos vasos sanguineos da circulacdo pulmonar, mais sensiveis € em mais intimo
contato com os dados causados no parénquima pulmonar. Assim, futuros estudos deverao ser
conduzidos no sentido de elucidar os possiveis mecanismos vasculares locais no pulmao

associados a fisiopatologia da silicose.

5.6. Reatividade em aorta isolada

Segundo estudos prévios, as particulas de silica podem atravessar a membrana
respiratoria quando ha a inducdo de um processo inflamatorio local. Uma vez ocorrido este
processo, as particulas de silica poderiam atingir a circulacdo periférica, causando efeitos
diretos sobre os tecidos ndo pulmonares (MILLS et al., 2009). Além disso, ERDOs e citocinas
pro-inflamatorias poderiam mediar efeitos vasculares sistémicos na silicose. Dentro deste
contexto, os estudos de reatividade vascular foram realizados em anéis de aorta isolados,
utilizando-se a aorta como modelo de vaso sanguineo sistémico.

Nos anéis de aorta estudados foi avaliada a resposta contratii ao KCl (agente
despolarizante), como também a resposta contratil a fenilefrina, um agonista a-adrenérgico.
Em alguns anéis, o endotélio vascular foi removido mecanicamente para avaliacdo das

respostas na auséncia das células endoteliais. A seguir, os resultados (Figura 13):
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Figura 13: Avaliagdo da resposta contratil de anéis de aorta intactos (simbolos cheios) ou apos remocgédo
mecanica do endotélio (E-, simbolos vazios) ao KCI (A, B) e a fenilefrina (C, D) em ratos Controle e Silica. Os
valores estdo expressos como delta de contragdo em mN/mm de comprimento do anel e representam média +
EPM. O numero de animais esta indicado dentro dos parénteses. Andlise estatistica: ANOVA 2-vias, *p<0,05
Controle vs. Silica.

Fonte: Propria autora

De acordo com os resultados obtidos para os anéis de aorta, observa-se que ha um
pequeno, mas significativo aumento da contragdo ao KCI em anéis de animais tratados com

endotélio preservado. Quando se retirou o endotélio, os dois grupos tiveram a resposta
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contratil aumentada e se igualaram; indicando, desta forma, um possivel papel das células
endoteliais no aumento da resposta contratil ao KCI. Os mesmos resultados nao ocorreram em
resposta a fenilefrina. Nao houve diferenca significativa na contracdo ao agonista o-
adrenérgico entre os dois grupos de animais estudados. Quando se removeu o endotélio de
alguns anéis, houve um aumento de contratilidade a fenilefrina nos dois grupos, efeito
esperado pela remog¢ao das células endoteliais, mas este efeito foi de magnitude similar entre
os dois grupos estudados, mantendo-se a resposta da fenilefrina igual entre os grupos Controle
e Silica.

Além das respostas contrateis, nos anéis de aorta estudados foi avaliada a resposta de
relaxamento a acetilcolina, agonista muscarinico, € ao nitroprussiato de sddio, doador de NO.

A seguir, os resultados (Figura 14):
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Figura 14: Avaliagdo da resposta de relaxamento de anéis de aorta a acetilcolina (A) e ao nitroprussiato de sodio
(NPS) (B) em ratos Controle e Silica. Os dados demonstram o relaxamento em relacdo a contragdo a fenilefrina
(~10° M) e estdo expressos como média + EPM. O ntumero de animais esta indicado dentro dos parénteses.
Analise estatistica: ANOVA 2-vias.

Fonte: Propria autora

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferenga na resposta de relaxamento

das aortas a acetilcolina e ao nitroprussiato de sédio (NPS).
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Testar a fun¢ao vasomotora dependente do endotélio, mediada por NO, tem sido
ferramenta importante para avaliar a integridade funcional do endotélio vascular tanto in vitro
como in vivo, sendo que a vasodilatagio dependendo do endotélio pode servir como
referéncia para a biodisponibilidade do NO (CARVALHO et al., 2005).

Embora nas aortas tenha se observado apenas um pequeno aumento na contratilidade
ao KCI entre os animais tratados com silica, estudos de reatividade em ratos que ingeriram
silica contida na 4gua de beber por 8 dias demonstram um aumento da contratilidade a
noradrenalina e uma redu¢@o do relaxamento ao nitroprussiato de sddio que foram associados
a um prejuizo da responsividade da musculatura lisa ao NO. Apesar da deficiéncia da
sinalizagdo do NO, a resposta de relaxamento induzida pela acetilcolina foi aumentada nos
animais que ingeriram silica. Os dados deste estudo revelaram que esta resposta aumentada de
relaxamento nos animais tratados com silica foi devida a um mecanismo compensatorio a
falta de sintese de NO, através da elevacdo de niveis de EDHF (fator hiperpolarizante
derivado do endotélio) em aortas isoladas (ONER, et al., 2006). Assim, a exposi¢do a silica
pode causar efeitos controversos na vasculatura, como, por exemplo, desde aumentar a reduzir
respostas vasodilatadoras. Entretanto, ha poucos trabalhos na literatura que avaliaram os
efeitos da inalacdo de silica e/ou da silicose aguda ou cronica sobre a reatividade de vasos
sistémicos. Este trabalho ¢ pioneiro neste sentido. Levando-se em consideracdo que o ar
ambiente de grandes cidades apresenta a cada ano maior concentragdo de particulas de silica
em suspensao avaliar os possiveis destas particulas sobre o sistema cardiovascular.

As particulas de silica podem nao apresentar efeitos vasculares per se, mas ¢ possivel
que em associagdo com outros fatores que causem dano vascular, estas particulas agravem o
quadro patologico. Neste sentido que a exposi¢ao a citocinas pro-inflamatorias como a IL-13
e o TNF-a pode causar disfungdo vascular em animais com doenga cardiovascular prévia
como a hipertensao (DORRANCE, 2007). Assim, hipotetizou-se no presente trabalho se nos
ratos com silicose aguda a fun¢@o vascular poderia ser prejudicada na presenga de citocinas
pro-inflamatorias. Para testar tal hipotese, realizou-se o estudo de reatividade de anéis intactos
de aorta incubados com TNF-a. Os resultados da resposta contratil a fenilefrina e do

relaxamento a acetilcolina encontram-se a seguir (Figuras 15 e 16):
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Figura 15: Estudo da resposta contratil a fenilefrina de anéis de aorta incubados com TNF-a (simbolos vazios,
linha tracejada) e anéis de aorta sem incubacdo (simbolos cheios) em ratos Controle e Silica. Os valores estdo
expresso como delta de contragdo em mN/mm de comprimento do anel e representam média = EPM. O niimero
de animais esta indicado dentro dos parénteses. Analise estatistica: ANOVA 2-vias; *p<0,05 vs. sem TNF-a..

Fonte: Propria autora
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Figura 16: Estudo da resposta de relaxamento de anéis de aorta a acetilcolina incubados com TNF-a (simbolos
vazios, linha tracejada) e anéis de aorta sem incubagdo (simbolos cheios) em ratos Controle e Silica. Os dados
demonstram o relaxamento em relagdo a contragio a fenilefrina (~10 M) e estdo expressos como média += EPM.
O numero de animais estd indicado dentro dos parénteses. Andlise estatistica: ANOVA 2-vias; *p<0,05 vs. sem
TNF-o.

Fonte: Propria autora
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Observou-se que a incubacdo por 2 horas com TNF-a reduziu significativamente a
resposta contratil da fenilefrina em ambos os grupos estudados, e mesmo na presencga desta
citocina, nao houve diferenca entre a reatividade do grupo Controle em comparagdo ao grupo
Silica. Ja& ¢ descrito na literatura que a incubacdo com citocinas pré-inflamatorias como o
TNF-a podem causar redug¢do da contratilidade vascular (NAKAMURA et al., 2000). Isso
ocorre, entre outros, pela capacidade do TNF-a estimular a atividade da iNOS, que sintetiza
NO em grande quantidade (NATAN & XIE, 1994). Uma hiporresponsividade vascular
associada a um aumento da atividade e expressdao da iNOS ¢ associada a vasos sanguineos
isolados expostos ao agrotoxico paraquat (ZOCRATO et al., 2010). No presente estudo, este
efeito do TNF-o foi similar entre as aortas dos dois grupos experimentais estudados,
sugerindo que no tempo de silicose estudado ndo ha diferencga no efeito vascular causado por
esta citocina.

Em somatoria ao efeito na resposta fenilefrina, observou-se que houve uma reducao na
resposta de relaxamento a acetilcolina nos anéis que foram pré- incubados com TNF-a. Sabe-
se que citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e TNF-a podem desencadear disfunc¢do
endotelial principalmente por reduzir a biodisponibilidade de NO (ATOCHIN et al., 2010). O
TNF-o € uma citocina que pode induzir disfuncao endotelial por varios mecanismos, dentre
eles: aumento da producdo de ERDOs e ativacdo do fator nuclear-xB (NF-kB) que por sua
vez pode aumentar a sintese de enzimas como a iNOS (ZEMZE et al., 2009; MACHADO,
2008).

Neste sentido, foi demonstrado que o estresse inflamatdrio induzido pelo agrotoxico
paraquat leva a um aumento da expressao protéica da iNOS no endotélio. Este evento, além
de reduzir a contracdo a fenilefrina em artéria pulmonar de ratos, causou uma diminui¢ao da
resposta de relaxamento a acetilcolina nesta artéria. Valores aumentados da expressao génica
de iNOS resulta no aumento da producdo de NO endotelial basal, sendo este um mecanismo
subjacente a hiporesponsividade da artéria pulmonar a agentes vasoconstritores e relaxantes
(ZOCRATO et al.,, 2010). Entretanto, este efeito de prejuizo da fung¢do endotelial foi
observado em ambos os grupos estudados, ou seja, as aortas dos animais que receberam
instilacdo de silica ndo apresentam maior ou menor sensibilidade aos efeitos vasculares do

TNF-a ap6s 15 dias seguidos da exposicao.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados indicaram que houve o desenvolvimento de silicose apds 15 dias
seguidos que os animais receberam instilagao de silica, que foi caracterizada pelo menor peso
corporal do grupo, aumento do peso do ventriculo direito e presenca de nddulos concéntricos
de fibrose nos pulmdes. Apesar das alteragdes pulmonares e cardiacas, os presentes dados
sugerem que a silicose aguda ndo € associada a alteracdes da reatividade da traqueia, nem da
artéria pulmonar, ou da aorta.

Em relacdo aos anéis de aorta, houve aumento da contratilidade a altas concentracdes de
KCl, agente despolarizante, que foi dependente do endotélio. Entretanto a resposta contratil a
fenilefrina e as respostas de relaxamento induzidas por acetilcolina e nitroprussiato de sodio
nao foram modificadas. Isso indica que na silicose aguda, apesar de ndo haver mudancgas da
reatividade significativas, j& ha um indicio de alteracdo da contratilidade de um vaso
sanguineo sistémico como a aorta. A incuba¢ao com o TNF-a in vitro reduziu a reatividade da
aorta a fenilefrina e a acetilcolina, mas de maneira similar entre os grupos, sugerindo que este
fator ndo parece sensibilizar a reatividade vascular de maneira diferenciada na presenga de
silica.

Especula-se que com o avangar da doenca para a frase cronica, na presenca de doengas
cardiovasculares prévias e/ou em artérias de resisténcia e vias aéreas periféricas, os efeitos da
silica per se e/ou da silicose possam ser magnificados. Estas hipdteses devem ser foco de
estudos futuros para melhor entendimento da fisiopatologia desta doenca ocupacional de
incidéncia significativa no Brasil e no mundo, e que cursa com baixa qualidade de vida e alta

mortalidade e custos aos cofres publicos.
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