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RESUMO

A fibrose pulmonar ¢ uma forma especifica de pneumonia intersticial caracterizada por piora
progressiva da dispneia e da fungdo pulmonar e associada a um mau prognostico. Além da
causa idiopatica, a fibrose pulmonar pode ser causada por drogas como a bleomicina (BLM) -
usada no tratamento de linfomas e tumores germinativos. A frutose-1,6-bisfosfato (FBP) ¢ um
composto glicolitico endogeno de alta energia que possui efeitos antifibrdticos, anti-
inflamatérios e imunomodulador. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da FBP sobre um
modelo de fibrose pulmonar induzida por BLM em camundongos e investigar seu efeito
utilizando um sistema de cultura de fibroblastos de pulmao embrionario humano (MRC-5).
Camundongos C57BL/6 foram divididos em grupos Controle, FBP, BLM, BLM + FBP. Foi
administrada uma dose Unica de bleomicina intratraqueal (7,5 U/kg) para avaliar a
sobrevivéncia, o acompanhamento do peso corporal, o escore Ashcroft e a histologia
(hematoxilina-eosina, tricromio de Masson e picrosirius). Para avaliar a fungdo pulmonar e o
lavado broncoalveolar (LBA) foi administrada uma dose tnica de bleomicina a 1,2 U/kg por
via intratraqueal. O tratamento com FBP (500 mg/kg) foi administrado no dia 0
intraperitonealmente. Fibroblastos (células MRC-5) foram utilizados para acessar o efeito da
FBP in vitro. In vivo, a FBP aumentou a taxa de sobrevivéncia e reduziu a perda de peso
corporal quando BLM e BLM mais FBP foram comparados (p <0,05). FBP também previne a
perda de fun¢do pulmonar causada por BLM e diminuiu as células inflamatorias no LBA. O
grau de fibrose e a densidade superficial de colageno foi menor nos pulmdes de animais que
receberam BLM mais FBP comparado com BLM apenas (p <0,05). In vitro, a FBP (0,62 e 1,25
mM) apresentou actividade inibidora em células MRC-5 e foi capaz de induzir a senescéncia
em fibroblastos. Estes resultados mostraram que a FBP tem o potencial de reduzir os efeitos
toxicos da bleomicina e pode proporcionar terapia de suporte para métodos convencionais de

pacientes que utilizam essa terapia para o tratamento do cancer.

Palavras-chave: fibrose pulmonar, bleomicina, anélise de sobrevivéncia, fibroblastos.



ABSTRACT

Pulmonary fibrosis is a specific form of interstitial pneumonia characterized by progressive
worsening of dyspnea and lung function and associated with a poor prognosis. In addition to
the idiopathic cause, pulmonary fibrosis may be caused by drugs such as bleomycin (BLM) -
used in lymphomas and germinative tumors treatments. Fructose-1,6-bisphosphate (FBP) is a
high energy endogenous glycolytic compound that has antifibrotic, anti-inflammatory and
immunomodulatory effects. The aim of this study was to assess the effect of FBP on BLM-
induced pulmonary fibrosis model in mice and investigate its effect using a human embryonic
lung fibroblast (MRC-5) culture system. C57BL/6 were divided into Control, FBP, BLM and
BLM plus FBP. A single dose of bleomycin (7.5 U/kg) was administered intratracheally in mice
and survival, body weight, Ashcroft Score and histological analysis (hematoxylin-eosin,
Masson’s trichrome and picrosirius) were performed. Pulmonary function and bronchoalveolar
lavage fluid (BALF) were also evaluated after a single dose of bleomycin (1.2 U/kg —
intratracheally). Treatment with FBP (500 mg/kg) was given on day O intraperitoneally.
Fibroblasts (MRC-5 cells) were used to access the effect of FBP in vitro. In vivo, FBP increased
survival rate and reduced the body weight loss when BLM and BLM plus FBP were compared
(p< 0.05). FBP also prevented the loss of pulmonary function caused by BLM and decreased
BALF inflammatory cells. The level of fibrosis and the superficial collagen density were lower
in the lungs of animals that received BLM plus FBP as compared to BLM only (p<0.05). /n
vitro, FBP (0.62 and 1.25 mM) had inhibitory activity on MRC-5 cells and was able to induce
senescence in fibroblasts. These results showed that FBP has the potential of reducing the toxic
effects of BLM and may provide supportive therapy for conventional methods used for the

treatment of cancer.

Keywords: pulmonary fibrosis, bleomycin, survival analysis, fibroblasts.
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CAPITILO 1

1. INTRODUCAO

A fibrose pulmonar ¢ uma doenca progressiva e fatal que envolve a remodelacdo do
espaco aéreo distal e do parénquima pulmonar, resultando no comprometimento das trocas
gasosas (1). Ela ¢ a pneumonia intersticial mais comum, sendo uma doenga progressiva que
possui um prognostico variavel (2). Os pacientes com fibrose pulmonar tém uma sobrevida
média de 2,5 a 3,5 anos ap6s o diagnostico (3-5), afeta principalmente homens, em sua maioria
apos os 60 anos, e sua incidéncia aumenta com o avancar da idade (6-8).

A reparacdo de tecidos danificados ¢ um mecanismo bioldgico importante que permite
a substitui¢do ordenada de células lesadas em um processo extremamente importante para a
sobrevivéncia (9). No entanto, quando este processo torna-se desregulado levando ao
desenvolvimento de fibrose permanente, ¢ caracterizada pelo acimulo de componentes da
matriz extracelular (MEC) no local da lesdo (10). A histopatologia da doenca também mostra
proliferagcdo anormal de células mesenquimais, diferentes graus de fibrose, distor¢do da
arquitetura pulmonar e espagos aéreos cisticos subpleural (3 a 10 mm de didmetro), e focos de
fibroblastos e miofibroblastos (1, 11, 12).

Nas primeiras fases ap6s os danos nos tecidos, células epiteliais e endoteliais liberam
mediadores inflamatdrios que iniciam uma cascata de coagulagdo-antifibrinolitica provocando
a coagulacdo e o desenvolvimento de uma MEC provisoéria. A agregacao de plaquetas e
subsequente desgranulagdo, por sua vez, promove a dilatacdo dos vasos sanguineos € aumento
da permeabilidade, o que permite o recrutamento eficiente de c€lulas inflamatorias para o local
da lesdo (9, 13).

Lesdo epitelial, estresse oxidativo, distarbios da coagulacdo e inflamacdo estdo
envolvidos em uma interacdo complexa que conduz a transformacdo de fibroblastos em
miofibroblastos, e prolonga a sobrevivéncia dessas células produtoras de MEC (12, 14). O
excesso de colageno que € produzido por esses miofibroblastos ¢ depositado de forma
desorganizada no interior da MEC. Em pulmdes de pacientes com fibrose pulmonar, o excesso
de colageno tipo I predomina nas areas de fibrose madura, enquanto o colageno tipo III € o tipo

predominante em areas de fibrose recém estabelecida (15-18) (Figura 1).
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Figura 1. Ativacido e diferenciacdo de fibroblastos. Fibroblastos residentes sdo ativados
quando o tecido sofre uma agressdo e, em seguida, comegam a produzir mais colageno e
quimiocinas. Apos isso, fibroblastos ativados se diferenciam em miofibroblastos, que ainda
produzem colageno, mas ndo produzem quimiocinas. Outros tipos de células, como as células
mesoteliais, as células endoteliais, as células epiteliais e os fibrocitos circulantes também
participam no desenvolvimento de miofibroblastos. (18).

Além das causas idiopaticas, a fibrose pulmonar pode ser causada por tratamento
radioterapico, fatores ocupacionais e ambientais, condigdes médicas como sarcoidose e lupus
eritematoso sist€émico e medicamentos (nitrofurantoina ou etambutol, amiodarone, rituximab e
quimioterapicos, como methotrexate e a bleomicina) (1, 19, 20).

Bleomicina (BLM) ¢ um agente antitumoral que foi isolado de uma cepa de
Streptomyces verticillus em 1966 (21) e ¢ utilizada com sucesso para tratar uma variedade de
malignidades como tumores de células germinativas, linfoma de Hodgkin, tumores de testiculo
e cancer de cabega e pescogo (22, 23). No entanto, a eficacia terapéutica da BLM ¢ limitada por
provocar uma pneumonia dose dependente, que pode afetar até¢ 46% dos pacientes, dos quais
3% morrem. Ainda, a fibrose pulmonar intersticial (também chamada alveolite fibrosante) se
desenvolve em 10% dos pacientes e acarreta grande morbidade. (22, 24).

O efeito antineoplasico da BLM envolve rupturas simples e duplas no DNA por um
complexo de bleomicina, ion ferrosos e oxigénio molecular (20, 25). A redugdo do oxigénio
molecular por ions ferrosos quelados pela BLM leva a subtra¢do de hidrogénio dos carbonos

C3 e C4 da desoxirribose, resultando na clivagem da ligagdo C3-C4 e liberacao de uma base
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com uma ruptura da cadeia de DNA (Figura 2). Ainda, ela ¢ inativada in vivo pela enzima
bleomicina hidrolase, uma aminopeptidase citosdlica que tem uma atividade mais baixa na pele
e nos pulmoes, o que pode explicar a toxicidade especifica do fArmaco nestes o6rgaos (23, 26).

A resposta fibrotica a lesao induzida por BLM tem sido associada a uma perda adquirida
da atividade da bleomicina hidrolase (27) e ¢ mediada por mecanismos imunoldgicos,
caracterizados pela migracdo de células efetoras ativadas no pulmdo e a liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios que acabam resultando no desenvolvimento de fibrose pulmonar
(9, 13, 23). Sua agao pro-fibrotica foi primeiramente observada em caes e € o principal e mais
bem caracterizado agente utilizado em modelos animais de indugdo de fibrose, mas atualmente
os animais mais utilizado para estudos sdo camundongos da linhagem C57BL/6. Esse modelo
tem sido utilizado para o estudo de diversos fatores inerentes a fibrose, como o mecanismo de
acdo de fatores de crescimento e agentes fibroticos como o fator de transformagdo do
crescimento beta (TGF-f1), controle de apoptose e sua inibi¢ao e analisar alteragdes de células

epiteliais, de miofibroblastos, estresse oxidativo e alteracdes da MEC (28-30).

Figura 2. Mecanismos propostos para
geracdo de “bleomicina ativada” in vivo.
Bleomicina liga-se a Cu(Il) de forma intensa.

Intracelularmente, a bleomicina-Cu(Il) pode
Transporter
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Cell membrane _
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O, para iniciar transformagdes radicais e
clivagem de DNA. Além disso, os ligantes do
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deve entdo dissociar da bleomicina e um Fe(II)
deve ligar. Uma vez ligado Fe (II), ocorre a
quimica para formar a bleomicina ativada (23).

Modelos experimentais in vitro também sdo uma excelente alternativa para testar os
efeitos de componentes sobre tecidos e células pulmonares. A cultura de células, obtidas a partir
de modelos animais ou humanos, permite a andlise do crescimento, fenotipo, expressao de
receptores, juntamente com os produtos que sintetizam. Em placas de cultura de tecidos, os
fibroblastos crescem e se aderem, permitindo o tratamento com diferentes compostos (28). Os

fibroblastos de tecido de granulagdo (miofibroblastos) desenvolvem vérias caracteristicas
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ultraestruturais e bioquimicas que tém sido sugeridas por desempenhar um papel importante na
fisiopatologia das doengas fibroticas (31). Portanto, diferentes linhagens celulares sdo usadas
para estudar o processo fibrético e testar medicamentos para seu tratamento. As células MRC-
5 sdo derivadas de fibroblastos de pulmao fetal humano e foram caracterizadas por Jacobs,
Jones e Baille (1970) (32). Estas células expressam caracteristicas importantes dos
miofibroblastos e, por conseguinte, sdo consideradas como uma linha de células de
miofibroblastos (33). Sdo também tteis para demonstrar o efeito de varios compostos numa
cultura experimental isolada e para explorar a fisiopatologia da fibrose basica (34).

Apesar do aspecto clinico da fibrose pulmonar apresentar diferentes graus de fibrose

intersticial e inflamag¢do do parénquima, os achados de diagnéstico adicionais relevantes
permanecem em grande parte indescritivel. Além disso, ndo ha terapias substanciais
desenvolvidas para reverter a fibrose pulmonar ja estabelecida e hd poucas terapias que
retardem a progressao cronica da doenga (5, 35).
Historicamente, a terapia padrao para fibrose pulmonar foi uma combina¢ao de prednisona, N-
acetilcisteina e azatioprina, porém esse regime nao ¢ efetivo. Dessa forma, uma enorme gama
de trabalho nos ultimos anos alterou radicalmente a compreensao dos mecanismos moleculares
subjacentes com o intuito de possibilitar uma terapéutica direcionada ao mecanismo de acao da
doenca (36, 37) Apesar de nenhuma medicacao ter sido encontrada para curar pacientes com
fibrose pulmonar, o nintedanibe e pirfenidona sdo atualmente as drogas mais indicadas para o
tratamento da fibrose pulmonar, pois parecem retardar a progressdo da doenca. Além disso, a
pirfenidona parece ter um beneficio na mortalidade dos pacientes (38, 39). Contudo, pesquisas
por drogas mais eficazes e com menores efeitos adversos sdo de grande valia e tém sido
desenvolvidas com o intuito de avangar na descoberta de uma terapia promissora prevengao da
fibrose pulmonar.

O frutose-1,6-bisfosfato (FBP) ¢ um intermediério glicolitico enddgeno de alta energia
produzido pela atividade da fosfofructoquinase-1 através da fosforilagdo da frutose 6-fosfato
(40), que demonstra varios efeitos terapéuticos benéficos, como na nefrotoxicidade (41), na
funcdo contratil do coracdo (42), nos pardmetros hemodindmicos (43), no figado (44), no
intestino (45), no cérebro (46), na sepse (47) e na lesdo aguda de pulmio (48, 49).
Fisiologicamente, foi constatada que a FBP tem a capacidade de diminuir a quantidade de calcio
extracelular, melhorando o rendimento mecanico cardiaco e atenuando os comprometimentos
respiratorios (48-50) e mediando a ativagdo de fosfoquinase-C, que modula a atividade

intracelular do célcio (51). A FBP, ainda, ¢ capaz de aumentar a captacdo celular de potéssio
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que resulta em uma diminuicdo intracelular da concentracao de sodio e reduz, assim, o edema
celular citotéxico (52).

Esse composto também inibe a formagdo de radicais livres, a ativacdo de neutrofilos
(53) e a proliferacdo de linfocitos T (47), tendo, portanto, efeitos antiinflamatorio e
imunomodulador importantes. Nao obstante, o mecanismo pelo qual a FBP reduz a formagao
de radicais livres esta envolvido com o aumento nos niveis de ATP, tendo em vista de que este
pode ser o regulador fisiologico da atividade catalitica da enzima nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADP) oxidase, que ¢ uma das enzimas responsaveis pela produgao
desses radicais (54). Ainda, estudos demonstraram que a FBP apresenta efeitos sobre a
fibrogénese, modulando a agdo dos fibroblastos, alterando a liberagdo de TGF- 1 e diminuindo
a secrecao de colageno (44, 55, 56). De Mesquita et al. (2013) (44) avaliou os efeitos da FBP
em células estreladas hepdticas e evidenciou uma diminui¢cdo significativa na expressdo de
mRNA de colageno tipo I e redugdo dos niveis de TGF-B1 e de coldgeno total secretados. Além
disso, a FBP promoveu a reversao fenotipica dessas células de miofibroblastos a fibroblastos,
o que foi evidenciado por alteracdes morfologicas, capacidade de armazenar goticulas de
lipideos reestabelecida e aumento dos niveis de expressdo do PPAR-y, mostrando, assim, um
grande potencial antifibrotico. Santos et al. (2012) (49) avaliou o efeito protetor da FBP na
lesdo pulmonar aguda induzida por Zymosan em camundongos e concluiu que o composto
promoveu efeitos antiinflamatorios por meio da atenuacao do edema pulmonar, 6xido nitrico
sintetase induzivel (iNOS), o que diminuiu os niveis de 6xido nitrico.

Entretanto, esses possiveis efeitos benéficos ainda ndo foram avaliados em modelos
experimentais de fibrose pulmonar. Dessa forma, o presente projeto se propde a avaliar o efeito
da frutose-1,6-bisfosfato em modelos experimentais de fibrose pulmonar in vivo, por meio de

duas linhagens de camundongos, e in vitro, por meio da cultura de células pulmonares.
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2. JUSTIFICATIVA

A bleomicina ¢ um agente antitumoral muito utilizado na pratica clinica para o
tratamento de tumores de células germinativas, linfoma de Hodgkin, tumores de testiculo e
cancer de cabeca e pescoco, porém a toxicidade pulmonar por esse medicamento ¢ alta e a
fibrose pulmonar se desenvolve em muitos pacientes. Um dos maiores desafios frente a este
efeito colateral ¢ o controle da resposta imune e da deposi¢ao de colageno no tecido pulmonar,
visto que sdo mecanismos importantes, contribuindo para a instalacdo do processo patologico.

O uso da frutose-1,6-bisfosfato tem sido benéfico quando empregado em diversos
modelos experimentais, atuando na redugdo de radicais livres, retardando o dano celular,
modulac¢do e liberagao de TGF-f e na sintese de coldgeno. Para tanto, devido a sua acdo anti-
inflamatoria e influéncia na deposi¢do e sintese de colageno torna-se util o estudo desse
composto em modelos experimentais de fibrose pulmonar e sua agdo em fibroblastos

pulmonares isolados.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito da frutose-1,6-bisfosfato em um modelo de fibrose pulmonar induzida
por bleomicina em camundongos e também investigar seu efeito na cultura de fibroblastos de

pulmao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da FBP na sobrevivéncia de um modelo de fibrose pulmonar induzida
por bleomicina.

Avaliar os efeitos na FBP sobre a morfologia pulmonar de camundongos com fibrose
pulmonar induzida por bleomicina.

Avaliar os efeitos na FBP sobre a perda de peso de camundongos com fibrose pulmonar
induzida por bleomicina.

Avaliar os efeitos da FBP nas células do lavado broncoalveolar de camundongos com
fibrose pulmonar induzida por bleomicina.

Avaliar os efeitos da FBP sobre a proliferagao de fibroblastos pulmonares in vitro.

Avaliar a citotoxicidade da FBP em fibroblastos pulmonares in vitro.

Avaliar os efeitos da FBP sobre a formacdo de espécies reativas de oxigénio em
fibroblastos pulmonares in vitro.

Avaliar a a¢do da FBP sobre a apoptose e/ou senescéncia celular em fibroblastos

pulmonares in vitro.
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CAPITULO 3

5. CONSIDERACOES FINAIS

A BLM ¢ utilizada em diversos protocolos para tratamento do cancer, sendo graves os
efeitos adversos, como a fibrose pulmonar, que levam a uma grande morbidade e mortalidade.
Para tanto, o teste de drogas que possam servir tanto para a prevengao quanto para o tratamento
de seus efeitos adversos sdo extremamente importantes.

Como descrevemos ao longo do estudo, a FBP demonstrou ser um composto eficaz no
que tange a prevencao da instalacdo de uma fibrose pulmonar intensa, diminuindo a destruicao
da arquitetura pulmonar e a deposi¢cdo de coldgeno. Mostrou-se, ainda, eficaz ao aumentar a
sobrevivéncia de animais quando utilizada uma dose de BLM com alta mortalidade. Quando a
FBP foi adicionada a cultura de fibroblastos pulmonares in vitro, foi observado um efeito
inibitdrio no crescimento celular. Esse resultado demonstra um possivel beneficio quando se
avalia a fisiopatologia da fibrose pulmonar, em que a agressao causada pela BLM provoca uma
resposta inflamatoria que ativa fibroblastos e faz com que se transformem em miofibroblastos,
aumentado sua proliferagdo para secretar uma quantidade maior de colageno. Por fim, a
senescéncia celular causada pela FBP na cultura de fibroblastos, apesar de contraditoria na
literatura, pode ser benéfica para a fibrose pulmonar, pois ndo estd associada ao aumento da
geracdo de ROS e possivelmente pode estar relacionada a redug¢do do tamanho dos telomeros.

Dentre as limitagdes do trabalho, podemos citar a falta da dosagem de substincias
importantes na fisiopatologia da fibrose pulmonar, como TGF-f, hidroxiprolina, interleucinas,
substancias relacionadas ao estresse oxidativo e o tamanho dos telomeros dos fibroblastos.
Porém, podemos mostrar por meio de outros métodos, como a histologia e analise
morfométrica, que a FBP possui um efeito sobre a fibrogénese, diminuindo a deposi¢do do
colageno.

Portanto, sugere-se que estudos investiguem o mecanismo de agdo da FBP na fibrose
pulmonar induzida por BLM para que futuramente essa substdncia possa ser associada a

formulagdes farmacéuticas no tratamento de pacientes com cancer.
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7. ANEXO1

Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul

5-REITORIA DE PESQUISA, INOVA(;AO E DESENVOLVIMENTO
S . COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 53/2015 - CEUA Porto Alegre, 14 de agosto de 2015.

Prezado Sr.(a) Pesquisador(a),

A Comissé&o de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou seu
Protocolo de Pesquisa, registro CEUA 15/00457, intitulado “Uso da frutose-1,6-
bisfosfato no tratamento da fibrose pulmonar experimental’. Contudo, faz-se as
seguintes recomendagbes:

1) Enviar o resultado do calculo de projegdo amostral, apds a obtengdo dos dados
preliminares, para a definigéo final do N amostral necessario.

2) Para futuras submissdes de protocolos de pesquisa, a informagdo concernente ao
procedimento de recélculo da proje¢gdo amostral deve constar no formulario da
CEUA. No corrente processo, tal informagdo se encontra descrita apenas no
documento unificado do SIPESQ (projeto).

Informamos que é necessario o encaminhamento de relatério final quando
finalizar esta investigagdo. Adicionalmente, ressaltamos que conforme previsto na Lei
no. 11.794, de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os
procedimentos para o uso cientifico de animais, é funcdo da CEUA zelar pelo
cumprimento dos procedimentos informados, realizando inspecdes periddicas nos
locais de pesquisa.

N° de Animais Espécie Duragao do Projeto
192 Mus musculus - 57/BL6 e CF-1 08/2015 — 07/2016
Atenciosamente,

\ N
Prof. Dr. Joao Batista Blessmann Weber
Coordenador da CEUA/PUCRS

Imo. Sr.

Prof. Dr. Jarbas Rodrigues de Oliveira
FABIO

Nesta Universidade

Campus Central

HERS Av. Ipiranga, 6681 - P. 99 - portal Tecnopuc - sala 1512
CEP: 90619-900 - Porto Alegre/RS
Fone: (51) 3353-6365

E-mail: ceua@pucrs.br
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