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RESUMO

RICARDI, L. R. Interagdo célula-crisotila em duas diferentes linhagens
celulares: uma abordagem morfolégica e molecular. 2013. 92 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biologia Celular e Tecidual) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

Asbestos € um termo geral usado comercialmente para descrever minerais fibrosos
de silicato que ocorrem na superficie terrestre. A fibra mais abundante e mais
utilizada até hoje € denominada crisotila. Em maior ou menor grau, todas as formas
de asbestos sédo potencialmente carcinogénicas, mas o uso da crisotila no mercado
mundial é considerado seguro. Embora, fragmentos menores podem permanecer
por mais tempo em tecidos pulmorares. As fibras de crisotila, assim como as demais
fiboras de asbestos, possuem silica na sua composicdo e, por isso, podem ser
fagocitadas com a participacdo de receptores scavenger, ja que estes possuem uma
interagdo com particulas contendo silica. Este trabalho teve como objetivo o estudo
de mecanismos de interacdo e de internalizacdo das pequenas fibras de crisotila
com uma linhagem celular monocitica e outra derivada de células de
carcinoma de pulmdo. Uma analise por microscopia confocal de varredura a laser e
microscopia eletronica de transmissédo foi realizada e observou-se que ambas as
linhagens séo capazes de internalizar fibras de crisotila em um periodo que varia de
1 a 36 horas. A presenca de elementos do citoesqueleto proximos as fibras de
crisotila foi verificada. Observamos também alteracbes no nivel de expressdo de
alguns elementos do citoesqueleto em células expostas a fibras de crisotila. Em
ambas as linhagens celulares haviam fibras envoltas ou ndo pela membrana
plasmatica e frequentemente estavam associadas a elementos do citoesqueleto,
sugerindo que a internalizacéo das fibras pode ocorrer por meio da endocitose e/ou
da perfuracéao fisica da membrana plasmatica. Dentro deste contexto, a participacao
de receptores no processo de internalizacdo de fibras de crisotila também foi
estudada e verificamos que a exposicao a crisotila gerou efeitos sobre os niveis de
expressdo do mRNA e de proteinas de alguns dos receptores scavenger estudados,
sugerindo que esses receptores podem estar envolvidos de alguma forma com o
processo de internalizacéo de fibras de crisotila

Palavras-chave: Crisotila. Internalizacdo. Membrana plasméatica. Elementos do
citoesqueleto. Receptores scavenger.



ABSTRACT

RICARDI, L. R. Cell-Chrysotile interaction in two different cell lines: a
morphological and molecular approach. 2013. 92 p. Dissertation (Master thesis
Biologia Celular e Tecidual) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2013.

Asbestos is a general term used commercially to describe silicate minerals ocurring
in the Earth’s surface. Chrysotile is the most used fiber until today and it is
considered safe. In lesser or greater levels, all asbestos fibers are potentially
carcinogenic, but chrysotile used in world market is considered. However, smaller
fragments can be found in lung tissues for a long period of time. Chrysotile fibers, as
other asbestos fibers, are composed by silica and may be phagocyted with the
participation of scavenger receptors, since these present a silica particle interaction.
This study’s goal was to study the interaction an internalization mechanisms of small
chrysotile fibers in a monocytic cell lineage and in a carcinoma derived cell lineage.
Confocal laser scan microscopy analysis and electronic microscopy transmission
analysis were conducted in both lineages, that showed capable of internalize
chrysotile fiber in a period of time that ranges from 1 to 36 hours. Cytoeskeleton
elements presence near the fibers was verified on both microscopy analyses. We
also found changes in expression levels of some of cytoskeleton elements in cells
exposed by chrysotile fibers. In both cell lineages there were fibers involved or not by
cell membrane and frequently associated to cytoskeleton elements. These facts
suggest that the internalization of fibers may occur trough endocytosis and/or by
physical perforation of the plasma membrane. In this context, the participation of
scavenger receptors in the internalization process of chrysotile fibers was also
studied, and we verified that exposure to chrysotile affected the expression levels of
MRNA an proteins of some scavenger receptors, suggesting that these receptors
may be associated to the internalization process of chrysotile fibers.

Keywords: Chrysotile. Internalization. Plasma membrane. Cytoeskeleton elements.
Scavenger receptor.
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Asbestos é um termo geral usado comercialmente para descrever minerais de
silicato que ocorrem na superficie terrestre. A estrutura desses minerais pode ser
encontrada tanto na forma fibrosa como néo fibrosa. O nome usado comumente
como asbestos € utilizado para descrever minerais de silicato fibrosos que sé&o
encontrados na forma de feixes filamentosos, compostos por fibras flexiveis,
normalmente de pequeno didmetro e comprimento longo. Ja as formas néo fibrosas,
sdo encontradas na natureza como cristais (HSE, 2005; USGS, 2001' apud
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012).

Asbestos sao encontrados na crosta terrestre, normalmente em lugares onde
a rocha original sofreu metamorfismo ou em terrenos com uma COMpPOSICao
ultrabasica, porém € comum a contamina¢do com outros minerais ou outros tipos de
fiboras também (IARC, 2012). As fibras de asbestos podem ser reunidas em dois
grupos, os anfibélios e as serpentinas. O primeiro grupo inclui cinco tipos: antofilita,
tremolita, actinolita, amosita (asbesto marrom) e crocidolita (asbesto azul). O
segundo grupo inclui a fibra mais abundante e mais utilizada até hoje, denominada
crisotila ou asbesto branco (GIANTOMASSI et al., 2010; VIRTA, 2005).

Dentre os tipos de asbestos citados, somente trés tiveram relevancia
comercial na maioria dos paises industrializados até a década de 80, sdo eles:
amosita, crocidolita e crisotila. Durante o periodo de 1925 a 1975 cerca de 90% a
95% da producao industrial de asbestos era de crisotila, de 2 a 3% de amosita e 3%
crocidolita (CRAIGHEAD; GIBBS, 2008). O que deixa evidente a preponderancia do

uso da crisotila frente aos outros asbestos.

1.1 Histoérico do uso dos asbestos

Os asbestos tém sido utilizados desde a antiguidade por possuirem
caracteristicas fisicas e quimicas atraentes, tais como: resisténcia a tracdo, a acidos
e a altas temperaturas (MURRAY, 1990). Estudos arqueolégicos indicam que os
habitantes do oeste da Finlandia utilizavam potes de barro e utensilios de cozinha

reforcados com um mineral, identificado posteriormente como antofilita, ha pelo

' USGS. Some Facts about Asbestos. USGS Fact Sheet FS-012-01, 2001.
HEALTH AND SAFETY EXECUTIVE. HSG 248 ‘Asbestos: The analysts’ guide for sampling,
analysis and clearance procedures’. London: HSE Books, 2005.
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menos 4500 anos, sugerindo que o0 uso dos asbestos na civilizagdo humana é
bastante antigo (EUROPAEUS- AYRAPAA, 1930% apud ROSS; NOLAN, 2003).

Também ha descricbes do uso dos asbestos na Grécia e na Roma antiga, ha
mais de 2000 anos, em candeeiros, toalhas de mesa, mortalhas e até nas
construgBes de casas (ROSS; NOLAN, 2003). Em meados do século Xlll, Marco
Polo em uma de suas viagens pela Asia descreveu que os habitantes utilizavam
roupas indestrutiveis, resistentes ao fogo (MURRAY, 1990).

A industria moderna de asbestos comecou em 1800 com 0 aparecimento da
industria téxtil italiana (ALLEMAN; MOSSMAN, 1997; BOWLES, 1946; SINCLAIR,
1959% apud VIRTA, 2005:). Entre 1860 e 1870, a exploracdo dos asbestos ganhou
forca, possivelmente devido a necessidade de novas tecnologias aliada ao
estabelecimento de um consércio entre empresarios italianos e ingleses e a
exploracdo de depoésitos de asbestos (hoje descritos como crisotila) no norte da
Italia, Russia e Quebec (ROSS; NOLAN, 2003).

Nesta época, o aumento do consumo de produtos contendo asbestos
impulsionava a diversificacdo da producdo e o surgimento de novas empresas. Em
1878, em uma exposicao realizada em Paris, alguns desses novos produtos foram
apresentados ao publico com o intuito de obter maior atencdo internacional para
estes (ROSS; NOLAN, 2003). O aumento da industrializacdo e as vantagens que 0s
asbestos apresentavam, tais como: flexibilidade, resisténcia ao calor e a tracao,
trouxeram novas aplicacdes que podem ser sumarizadas em um artigo intitulado
"Asbestos and its applications”, publicado em 1883 (MURRAY, 1990).

1.2 Producédo e consumo dos asbestos

O advento de novas tecnologias resultou em um aumento significativo no uso
de produtos associados aos ashestos, como € o caso da maquina Hatschek que une
a fabricagdo de cimento aos asbestos e possibilitou a producdo de materiais de

construcdo mais baratos e resistentes ao fogo, desempenhando um papel

> EUROPAEUS-AYRAPAA, A. Die relative chronologie der steinzeitlichen Kermik, Finland: Acta
Archaeologie, v. 1, p. 169-190, 1930.

® ALLEMAN, J. E., MOSSMAN, B.T., 1997, Asbestos revisited: Scientific American, v. 277, n. 1, p.
70-75, 1997.

BOWLES, O. Asbestos—The silk of the mineral kingdom. New York: Ruberoid Co., 1946.

Sinclair, W. E. Asbestos—Its origin, production, and utilization. London: Mining Publications,
1959.
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importante na construcdo civil (ROSATO, 1959; SINCLAIR, 1959* apud VIRTA,
2005). Os novos usos dos asbestos em diferentes industrias, como automobilistica
(pastilhas, lonas de freio e embreagens), construcdo civil e no abastecimento de
agua, aumentaram a producdo mundial em 1910 para 80.000 toneladas de amianto,
um aumento de 300 a 400% do que era encontrado em 1900 (VIRTA, 2005).

Apesar da diminuicdo tanto da produgdo como do consumo de asbestos
durante periodos de guerras e de crises econOmicas, apdés a passagem destes
eventos ocorria novamente um aumento da demanda do uso dos asbestos,
impulsionados pelos novos mercados em expansdo, como a industria téxtil,

construgéo civil, asfalto, reforco em vigas de aco, etc (figuras 1 e 2) (VIRTA, 2005).

Figura 1- Producdo mundial de asbestos, dos diferentes tipos, no periodo que
compreende 1900 a 2003.
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*ROSATO, D. V. Asbestos-Its industrial applications. New York: Reinhold Publishing Corp., 1959.
SINCLAIR, W. E. Asbestos—Its origin, production, and utilization. London: Mining Publications,
1959.
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Figura 2- Consumo mundial de asbestos de acordo com no periodo que compreende
1920 a 2000.
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Ao longo dos anos, mais de 3000 produtos industrializados continham
asbestos (CRAIGHEAD; GIBBS, 2008) e o pico do uso destas fibras minerais foi em
meados de 1970, com producéo de cerca de 5.000.000 toneladas de asbestos por
25 paises (PARK et al., 2012; VIRTA, 2005). A partir desta época, houve um declinio
do uso e da producdo destas fibras devido a preocupacdes relacionadas a saude
humana e muitos paises impuseram medidas rigorosas ou até o banimento total dos
asbestos (NISHIKAWA et al., 2008).

A crisotila é o tipo predominante produzido e consumido no mundo e, embora
0 consumo de asbestos tenha diminuido na América do Norte e na Europa ocidental,
a venda em paises do Sudeste da Asia, América do Sul e leste da Europa
aumentaram até meados da década de 90 (STAYNER et al., 1996). O Brasil é o
terceiro maior produtor mundial de crisotila e, embora grande parte da sua producéo
seja destinada a exportacéo, 0 uso no pais é justificado por ser controlado e seguro,
porém para trabalhadores brasileiros o limite aceito é de 2,0 fibras/cm® (Norma
Regulamentadora NR-15, anexo 12), sendo que o aceito mundialmente é de 0,4
fibras/cm® (LADOU, 2004).
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1.3 Riscos a saude pelo uso de asbestos

Os efeitos adversos oriundos dos asbestos comecaram a aparecer na forma
de relatos de trabalhadores para inspetores de fabricas na Franca e no Reino Unido.
No ano de 1906, em Londres, um médico relatou a observacdo de uma fibrose
incomum nos pulmdes de um trabalhador de uma fabrica de asbestos para um
comité responsavel por doencas oriundas do trabalho, mas ndo obteve nenhuma
resposta deste comité (AURIBAULT, 1906° apud MURRAY, 1990). O interessante é
que este trabalhador foi o0 Unico de dez companheiros da mesma fabrica a viver mais
de trinta anos de idade, ja que seus companheiros morreram por volta desta idade,
provavelmente de doencas decorrentes da exposicdo aos asbestos (MURRAY,
1990).

Em 1927, o termo asbestose foi usado pela primeira vez ao associar doencas
a “curiosos corpos” que apareciam nos pulmdes de trabalhadores expostos aos
asbestos. Casos similares continuaram a ser descritos e, durante a década de 1930,
alguns trabalhos descreveram doencas decorrentes ao uso dos asbestos (MURRAY,
1990). Estas doencas compreendem as asbestoses (fibrose nos pulmdes), cancer
de pulméo, mesoteliomas e placas pleurais (PARK et al., 2012).

A exposicao das pessoas que trabalhavam diretamente com os asbestos e a
presenca de asbestos no ar (formacao de poeira) devido a manipulacdo das fibras,
comecaram a ser motivo de preocupacdo. Em uma tentativa de minimizar os riscos,
em 1938 foram estabelecidos Ilimites de concentragdo de poeira no ar,
principalmente em industrias téxteis, nas quais durante o processo de fabricacédo
uma grande quantidade de poeira era formada (CRAIGHEAD; GIBBS, 2008).

A contaminacdo com o0s ashestos pode ocorrer por meio da inalacdo das
fibras, a principal forma de exposicéo para a populagdo, e em menor grau por meio
de agua ou solo contaminado. As familias das pessoas que trabalham diretamente
com os asbestos também podem estar expostas as fibras indiretamente, através da
inalacéo de fibras impregnadas em roupas e cabelos (IARC, 2012).

Em 1992, os asbestos foram classificados pela Agéncia de Protecao
Ambiental dos Estados Unidos (EPA) como importantes substancias a serem

estudas e pesquisadas em relacdo aos efeitos que causam sobre a saude humana.

®> AURIBAULT, M. Bulletin d'Inspection du Travail, v. 14, p. 120-132, 1906
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De acordo com a classificagdo da Agencia Internacional para Pesquisa com Cancer
(IARC) asbestos sao considerados carcinogénicos para humanos (BERNSTEIN, et
al., 2005).

A inalacdo de fibras de asbestos e a sua deposicdo nos alvéolos é um
aspecto importante para patogenicidade e esta associada com o desenvolvimento
de doencas malignas e ndo malignas (BERNSTEIN et al., 2005; IARC, 2012). Esta
patogenicidade € complexa e depende de outros fatores, como: a aerodinamica,
geometria, diametro, interacdo entre as cargas elétricas, solubilidade e o tamanho
das fibras quando inaladas (BERNSTEIN et al., 2005).

O tamanho das fibras parece estar relacionado com a facilidade de limpeza e
de fagocitose pelos macréfagos, uma vez que as fibras longas podem penetrar
profundamente no tecido, dificultar a remocdo pelos macrofagos, interagir
localmente ou sofrer translocacdo para outras regides. As fibras menores tendem a
ser mais facilmente fagocitadas pelos macréfagos durante o processo de limpeza
(BERNSTEIN et al., 2005). A tentativa frustrada de digestdo de fibras de asbestos
pelos macréfagos pode ocasionar a morte destas células, a liberacdo de citocinas e
de fatores proé-inflamatérios que juntos podem vir a promover a secrecdo de
colagenos e consequentemente a fibrose (STROHMEIER, et al., 2010).

O potencial patogénico dos asbestos depende nao sé da variedade quimica
entre os diferentes tipos, mas também da organizacdo do mineral (habito mineral) e
do tamanho das fibras (IARC, 2012). A associacdo entre a exposi¢ao aos ashestos e
0 aparecimento de doencas desencadeou uma série de pesquisas relacionadas aos
tipos de fibra, tamanho, composicdo, durabilidade e biopersisténcia nos tecidos
pulmonares (BECKLAKE; BAGATIN; NEDER, 2007).

Em maior ou menor grau, todas as formas de asbestos sdo potencialmente
carcinogénicas e estudos epidemioldgicos, ensaios clinicos e laboratoriais foram
capazes de induzir cancer de pulméo, mesoteliomas e uma grande variedade de
doencas decorrentes da exposicdo aos asbestos (LANDRIGAN, 1998). Porém, os
mecanismos pelos quais essas fibras produzem malignidade e toxicidade ndo estao
completamente elucidados e ndo sdo completamente independentes, podendo estar
relacionados uns com o0s outros. Ha evidéncias de que os eventos incluem: stress

oxidativo, alteracdes genéticas e epigenéticas e inflamacdes (HUANG et al., 2011).
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1.4 O uso da crisotila

Os minerais do tipo anfibdlios séo fibras finas e pontiagudas, muito mais
resistentes a ataques quimicos (de acidos e bases fortes) e fisicos (alta
durabilidade), consequentemente possuem uma biopersisténcia maior nos pulmdes
(ADDISON; MCCONNELL, 2008). As fibras do tipo anfibdlio foram substituidas
gradualmente pelas serpentinas, principalmente pela crisotila, por serem mais
maleaveis, sollveis e apresentarem uma menor biopersisténcia nos pulmdes
(BECKLAKE et al., 2007; BERNSTEIN et al., 2005). A crisotila é o tipo predominante
de asbesto produzido e consumido hoje em dia e representava 98,5% do consumo
dos Estados Unidos na década de 1990, sendo que o principal uso € na indastria de
fibrocimento (STAYNER et al.,1996).

As fibras do tipo anfibdlio sdo muito diferentes da crisotila, j& que possuem
uma estrutura muito mais complexa; essa diferenca reflete na formula quimica e
consequentemente na acomodacédo e organizacao dos atomos. A férmula quimica
da crisotila € MgsSi,Os (OH), e, apesar de todos os asbestos conterem silica, as
fibras de crisotila formam folhas de silicato tubulares ao invés de hastes, devido ao
alinhamento dos ions de magnésio e silica (BERNSTEIN; HOSKINS, 2006). Com o
auxilio da microscopia eletronica de transmisséo é possivel visualizar a ultraestrutura
das fibras de crisotila com aspecto cristal tubular e uma estrutura composta por
cilindros concéntricos (FALINI et al., 2006)

O magnésio tem uma grande importancia na estrutura quimica da crisotila,
corresponde cerca de 30% da molécula e esta localizado na parte externa da
molécula (na regido exposta). A exposicdo do atomo de magnésio € interessante na
medida em que é soluvel no liquido pulmonar, podendo facilmente reagir com os
acidos na superficie, diminuindo a estabilidade da molécula e promovendo a quebra
da fibora (BERNSTEIN; HOSKINS, 2006). Dessa forma, a estrutura quimica da
crisotila facilita o processo de quebra e desagregacao das fibras quando misturadas

a solucdes aquosas ou &cidas (Figura 3).
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Figura 3 — Estrutura e desintegracéo das fibras de crisotila.
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(A) Estrutura da fibra de crisotila. (a,b,c) Esquema representativo da formacédo das
folhas tubulares e (d) folha tubular formada. (B) Representacdo esquematica da
desintegracédo das fibras de crisotila.

Fonte: Bernstein e Hoskins 2006

Esse € um fator considerado importante para a menor biopersisténcia das
fibras de crisotila em relacédo as fibras do tipo anfibdlios (BERNSTEIN; HOSKINS
2006). Embora as fibras de crisotila n&o se acumulem nos tecidos pulmonares de
camundongos como as fibras do tipo anfibdlio, devido a maior fragmentacgédo, foram
encontradas fibras de crisotila de até 5um nos tecidos pulmonares de camundongos
apos 400 dias de exposicdo a crisotila, sugerindo que os fragmentos menores
podem permanecer nos tecidos por um longo periodo de tempo (BERNSTEIN et al.,
2005).

Apesar das evidéncias encontradas em diferentes estudos, o uso da crisotila
ainda é discutido, uma vez que ainda h& controvérsias de interpretacdo e
heterogeneidade dos dados de razdes ainda desconhecidas, como por exemplo: a
influéncia dos tipos, tamanhos e niveis de exposi¢céo as fibras diferem de industria
para industria; o periodo de laténcia das doencas, a contaminagdo das minas de

crisotila com outros minerais ou com outras fibras de asbestos; a comparacao entre
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os diferentes ensaios com animais e humanos, entre outros (IARC, 2012;
YARBOROUGH, 2007).

Uma questdo particularmente discutida € a menor poténcia da crisotila frente
a inducédo de cancer de pulméao e outras doencas em relacdo aos asbestos do tipo
anfibdlios, isso é denominado de “hipotese anfibdlio”. Este argumento é
principalmente baseado na baixa biopersisténcia observada apds exposicdo as
fibras de crisotila; porém, nem sempre esta menor biopersisténcia esta relacionada
com a menor toxicidade e poténcia na inducéo de doencas (IARC, 2012).

O uso da crisotila no mercado mundial é considerado seguro devido a
fragmentacdo das fibras em pedacos pequenos, como discutido anteriormente, 0
que contribui para uma menor biopersisténcia nos pulmdes. Porém, fragmentos
menores que 5um s&o capazes de atravessar o pulmdo e alcangar a pleura,
podendo acumular-se neste tecido ou serem translocadas para outras regides do
corpo, como nodulos linfaticos e tecidos mesoteliais. O acumulo dessas fibras de
crisotila na regido pleural é frequentemente observado em mesoteliomas e placas
pleurais, sugerindo que as fibras de crisotila sdo capazes de induzir mesoteliomas
malignos (KANAREK, 2011; SUZUKI; YUEN, 2001).

Estudos indicam que células humanas em cultura tratadas com crisotila tem
um aumento da formacao dos micronucleos (DOPP et al., 1997; POSER et al., 2004)
e aberracdes cromossémicas ocasionadas por quebras duplas no DNA (OKAYUSU
et al., 1999). Também foi observada em culturas de células humanas expostas a
crisotila a presenca de mitoses aberrantes e fusos multipolares que podem originar
células aneupléides (CORTEZ et al., 2011).

Um estudo epidemioldgico realizado com trabalhadores de fabricas téxteis
avaliou o tamanho das fibras de crisotila e a prevaléncia de certas doencas. Embora
o tamanho das fibras avaliadas tenha sido estimado em relagcéo aos locais onde o0s
trabalhadores se encontravam, neste estudo foi verificado que fibras curtas (< 5um)
estdo mais relacionadas as asbestoses e fibras longas (> 5um) com céancer de
pulméo (LOOMIS et al., 2012; STAYNER et al., 2008).

As fibras de crisotila também possuem efeitos sobre a morte e a proliferacéo
celular. Células epiteliais de pulméo expostas a crisotila (A549) apresentam uma
diminuicdo de proteinas relacionadas a proliferagdo celular e a observagdo da

ultraestrutura dessas células indica um aumento da apoptose celular quando em
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contato com as fibras, sugerindo uma possivel relagdo entre citotoxicidade das
fibras e a diminui¢ao da proliferagéo (GIANTOMASSI et al., 2010).

Através da microscopia eletrénica de transmissdo, é possivel observar a
morfologia das fibras no interior das células que se apresentam envoltas pela
membrana plasmatica ou livres no citosol, indicando que podem haver diferentes
repostas celulares relacionadas a internalizacdo dessas fibras e sugerindo também
que as fibras pequenas podem ser capazes de interagir com proteinas no citosol
(MACCORKLE et al., 2006)

1.5 Receptores scavenger

A inalacdo de particulas contendo silica desencadeia um processo de
reconhecimento e ligacdo entre as células e as particulas, de acordo com as
caracteristicas fisicas da superficie do material e da ligacdo com os receptores
especificos. Esse reconhecimento inicial desencadeia o processo de fagocitose
mediado inicialmente pelos macréfagos alveolares (HAMILTON; THAKUR; HOLIAN,
2007).

As fibras de crisotila, assim como as demais fibras de asbestos, possuem
silica na sua composicdo e, por isso, podem apresentar uma superficie com carga
negativa ou positiva, dependendo da sua composicéo e de sua integridade estrutural
(VIRTA, 2005). Estudos indicam que particulas contendo silica podem ser
fagocitadas com a participacdo de receptores scavenger, ja que estes possuem uma
regido positiva (DOI et al.,1993). Essa ligacdo foi observada entre crocidolita e
receptores scavenger, sugerindo a participacao destes receptores na internalizacao
de fibras de asbestos (ANDERSSON; FREEMAN, 1998).

Os receptores scavenger sao um grupo diverso de proteinas de superficie
celular, sendo alguns com dominios multiplos, envolvidas na ades&o celular e
agrupadas em uma Unica familia por possuirem ligantes comuns que incluem:
lipoproteinas modificadas de baixa densidade, polinucleotideos e polidnions
compostos, particulas fagocitaveis, bactérias, polissacarideos e células apoptoéticas
(MARTINEZ et al., 2011; SANTIAGO-GARCIA et al., 2003).

A ampla capacidade de reconhecimento de ligantes sugere que estes

receptores tém propriedades que podem ser importantes para a ativacdo de
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mecanismos de imunidade celular inata, ja que agem como receptores de
reconhecimento de padrao (PRR), ou seja, capazes de reconhecer diferentes
estruturas de patogenos (CHAO et al., 2001; PEARSON, 1996).

Inicialmente os receptores scavenger foram funcionalmente classificados
como receptores capazes de ligar-se em lipoproteinas de baixa densidade
acetiladas e oxidadas, tendo uma importante participacdo na formacao de
aterosclerose (ARESCHOUD; GORDON, 2009). Sabe-se que hoje esta familia de
proteinas é ampla e compreende 8 classes de proteinas de membrana e também
soluveis, agrupados de A a H de acordo com os dominios estruturais comuns
(STEPHEN et al.,, 2010). Os receptores sdo encontrados em diversos grupos de
animais vertebrados e invertebrados e em muitos tipos celulares diferentes, como:
monaocitos, células B, células endoteliais e em macréfagos (BOWDISH; GORDON,
2009).

Alguns desses receptores scavenger estdo associados com a internalizacéo
de ligantes contendo silica e pertencem a classe A e B, sendo expressos em
diferentes tipos celulares (HAMILTON; THAKUR; HOLIAN, 2007). Os receptores
pertencentes a classe A que estdo associados a ligantes com silica sdo: o receptor
scavenger A (SR-A) e o0 receptor scavenger de macrofago com estrutura de
colageno (MARCO), ambos expressos em macrofagos e o receptor scavenger tipo
A-5 (SCARA5) expresso principalmente em células epiteliais especializadas. Na
classe B h& o receptor CD36, expresso em macréfagos, mas também em células
endoteliais, epiteliais, adipdcitos e leucocitos (STEPHEN et al., 2010).

O receptor scavenger A (SR-A) foi o primeiro a ter a sua estrutura predita por
Kodama e colaboradores em 1998 a partir de células de figado e pulméo bovino. O
SR-A é uma proteina transmembrana que consiste em seis dominios, incluindo o
dominio de coladgeno e o dominio rico em cisteina (Figura 4) (GREAVES; GORDON,
2009). Este receptor apresenta trés isoformas (SR-AIl, SR-All e SR-AIll) e € expresso
em macroéfagos, células endoteliais e de muasculo liso (STEPHEN et al., 2010).

O receptor scavenger com estrutura de colageno (MARCO) é bastante
semelhante ao SR-A, diferindo principalmente no tamanho do dominio de colageno,
como pode ser observado na figura 4. E expresso constitutivamente em macréfagos
e células dendriticas (BOWDISH; GORDON, 2009). Assim como 0 SR-A, o receptor

MARCO é uma glicoproteina transmembrana trimérica, com cinco dominios.
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O receptor scavenger tipo A-5 (SCARAD) foi caracterizado como pertencente
a familia dos receptores scavenger recentemente por Jiang e colaboradores em
2006. Este receptor também é caracterizado por ser uma proteina trimérica com
cinco dominios (Figura 4) e foi encontrada com expressdo restrita a: testiculo,
traqueia, pulméo, bexiga e intestino. Embora n&o tenha nenhum trabalho que
relacione este receptor com a internalizagdo de compostos contendo silica, este foi
estudado no presente trabalho, visto que é um receptor scavenger expresso em

células epiteliais especializadas.

Figura 4 — Estrutura dos receptores scavenger pertencentes a classe A.
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O unico representante da familia da classe B dos receptores scavenger que
até 0 momento parece estar relacionado com a internalizagdo de compostos
contendo silica € o receptor CD36. Da mesma forma que 0s outros scavenger, este
receptor também é uma glicoproteica de membrana, porém estruturalmente é
diferente dos anteriores descritos, ja que possui uma grande alca extracelular (figura
5) (PEISER; GORDON, 2001). Além de ser expresso em diferentes tipos celulares, o

CD36 possui multiplas funcdes, estando também associado a diferentes ligantes,
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entre eles a trombospondina que tem um importante papel na resposta inflamatoria
(SILVERSTEIN; FEBBRAIO, 2009).

Estudos relacionando o receptor CD36 com a internalizacdo de compostos
contendo silica ainda s&o controversos, uma vez que € possivel encontrar na
literatura tanto informacdes sobre a participacdo deste receptor em processos
inflamatorios decorrentes do uso da silica (WANG et al.,, 2010) como o nao
envolvimento deste receptor com a toxicidade mediada pela silica (HAMILTON;
THAKUR; HOLIAN, 2007).

Figura 5 — Estrutura do receptor scavenger CD36, pertencente a classe B.
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Alguns trabalhos demonstram que ha uma estreita relacdo entre toxicidade
induzida por silica e receptores scavenger, pois quando células sao pré-tratadas
com inibidores para receptores scavenger ou quando macréfagos alveolares de uma
linhagem de camundongo knockout para receptores scavenger sdo expostos a
particulas contendo silica na sua composicédo, a toxicidade é bastante reduzida,
apesar de ndo ser completamente eliminada (BEAMER; HOLIAN, 2005; IYER et
al., 1996). Também foi verificado que macréfagos alveolares de camundongo em

cultura podem sofrer apoptose e ativagcdo das caspases, quando em contato com
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silica, mediadas por receptores scavenger e que esses efeitos eram minimizados na
presenca de inibidores de SR-A. (CHAO et al., 2001).

E possivel perceber que ha uma grande quantidade de receptores scavenger
para funcdes e ligantes muito semelhantes, resultando em um fendmeno
denominado de redundancia funcional. Essa multiplicidade de receptores scavenger
sugere que ha func¢des importantes que ndo sdo somente limitadas a endocitose,
mas também a adeséao celular, cascata de sinalizacéo intracelular e o transporte de
particulas com diferentes cargas (GREAVES; GORDON, 2009; HAMILTON et al.,
2006)

Os conjuntos dos dados descritos acima sugerem que 0S receptores
scavenger tem um papel importante na inducao de citotoxidade por silica. Entender
como ocorre a interacao de fibras de crisotila com as células € o primeiro passo para
compreender o processo de inducdo da toxicidade gerada por danos ao material
genético da célula. O processo de toxicidade induzida pelas fibras de asbestos ainda

nao estad completamente elucidado, ha varias hipoteses e ainda ha muito a explorar.
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O objetivo deste trabalho foi estudar o mecanismo de interacdo de fibras
pequenas de crisotila com células em cultura, comparando uma linhagem celular
monocitica e outra derivada de carcinoma de células ndo pequenas de pulmao.
Desta forma, o ponto principal foi investigar o processo de internalizacdo de fibras
pequenas de crisotila por microscopia eletrbnica de transmissao e por microscopia
confocal de varredura a laser. Neste contexto, o envolvimento dos receptores
scavenger no processo de interacdo e internalizacdo das fibras pode ter um papel
fundamental, por isso a expressdo destes receptores foi analisada nas duas

linhagens.



3 MATERIAIS e
METODOS
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3.1 Cultura de células

Foram utilizadas a linhagem de células tumorais HK2, proveniente de
carcinoma de células ndo pequenas epiteliais de pulmdo (BONALDO et al., 1991) e
a linhagem de células monociticas THP-1, proveniente de leucemia monocitica, que
exibem morfologia de macréfagos quando estimuladas com &cido retindico (CHEN;
ROSS, 2004). As células foram cultivadas em meio minimo de Eagle modificado por
Dulbecco ( Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium —DMEM) com meio Ham F12 , 1:1
(DMEM/F-12 — Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Vitrocell Embriolife Campinas, SP, Brasil) e mantidas em estufa a
37°C, em atmosfera controlada contendo 5% de CO, O meio de cultura era trocado
por meio fresco a cada dois dias e as células eram subcultivadas regularmente. Para
o subcultivo as células eram submetidas a dissocia¢do enziméatica com uma solucao
de tripsina a 0,2% acrescida de EDTA a 0,02%.

3.2 Diferenciacao das células THP-1

As células da linhagem THP-1foram semeadas em placa de Petri de 35 mm
de didmetro com meio de cultura contendo 1 pM de &cido retindico (All Trans
Retinoic Acid — Merck, Darmstadt, Germany). Apds um periodo de 48 horas ocorre a
diferenciacdo celular de mondcitos para macréfagos e as células diferenciadas

mostram-se aderidas e com morfologia caracteristica de macréfagos.

3.3 Citometria de fluxo

A expressao do receptor de superficie CD11b foi analisada por citometria de
fluxo para checar a diferenciacéo celular das células THP-1 antes e apds o estimulo
com &cido retindico. As células THP-1 diferenciadas e ndo diferenciadas (controle)
foram lavadas com solucdo de tampao fosfato de sodio (PBS) e submetidas a
imunoreagao com o anticorpo monoclonal anti-CD11b FITC (1:100, BD Biosciences,
Franklin Lakes, USA), diluido em PBS contendo 2% de soro fetal bovino. A

proporcdo da expressdo do marcador de superficie foi medida pelo citbmetro de
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fluxo Guava (GE). Foram realizadas trés repeticbes dos grupos experimentais e
contadas 5000 células em cada experimento.

3.4 Tratamento com crisotila

As fibras de crisotila 5R (Quebec Standard) obtidas da SAMA Mineracao de
Amianto Ltda (Minacu, GO, Brasil) foram gentilmente cedidas pela Dra. Flavia M.
Cassiola. Para obter fibras de tamanhos menores elas eram sonicadas durante 1,5
minutos com 80% de amplitude e ressuspendidas em meio de cultura suplementado
com 10% de soro fetal bovino. As células eram subcultivadas em placas de Petri 35
mm e apds 24 horas o meio de cultura era trocado por uma mistura de meio com
fibras de crisotila na concentracdo de 80 ug/mL. A exposicdo era realizada por

diferentes periodos de tempos, variando de 1a 36 horas.

3.5 Imunofluorescéncia

As células eram fixadas em formaldeido 3,7% por 30 minutos e lavadas com
PBSA por 3 vezes, para entdo serem permeabilizadas com Triton X-100 0,5%
durante 10 minutos. As células eram tratadas com RNAase (10 mg/ml) por 30
minutos e incubadas com anticorpos primario contra B-tubulina (Sigma, 1:200),
vimentina (Sigma, 1:200), pan-citoqueratina (Sigma, 1:100), SR-A (Abcam, 1:100) e
SCARA5 (Abcam, 1:20) overnight em camara umida. Apds esse periodo, as células
eram lavadas novamente por 3 vezes com PBSA e incubadas com o anticorpo
secundario anti-mouse FITC ou Cy5 (Sigma, 1:200). Os nucleos eram corados com
iodeto de propideo (Sigma, 10 pg/ml) e os filamentos de actina com faloidina
conjugada a FITC (Sigma). As laminulas eram montadas em laminas histolégicas
com 10 pl de anti-fadding-Vectashield (Burlingame, CA, EUA).

A captura das imagens de crisotila era feita em uma configuracdo que
permitia a deteccdo da autofluorescéncia da crisotila (excitacdo com laser Argbnio
em 488 nm, filtro HFT 488). As preparacbes celulares eram observadas no
microscopio confocal de varredura a laser (Zeiss LSM 510). Para a construcéo do
grafico de colocalizacdo foi utilizado a ferramenta Profile Display Mode do software

LSM 510 versédo 3,2 ao longo de um tracado sobre a imagem com os diferentes
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canais do laser. Esse tracado, representado por uma seta, pode ser visualizado
sobre o conjunto de imagens e esquematizado no grafico da intensidade do laser

pela distancia.

3.6 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As células eram fixadas por 2 horas em uma solucao de glutaraldeido 2,5% e
formaldeido 2%, apds isso eram lavadas com uma solucdo de tampéao cacodilato de
sédio 0,1 M pH 7,2 e pos-fixadas em uma solucdo de tetroxido de 6smio 1% no
mesmo tampado. As células eram desidratadas em lavagens de 15 minutos em uma
série gradual de desidratacao etilica, iniciando com o etanol 50%, 70%, 80%, 90% e
2 lavagens de etanol 100%. ApGs essas lavagens, o material permanecia imerso em
oxido de propileno durante 10 minutos. A infiltracdo da resina era realizada com uma
mistura de resina Epon® (Electron Microscopy Science, PA, USA) e Oxido de
propileno (1:1) durante 5 horas. A mistura era entdo substituida por resina Epon®
pura, permanecendo as células nesta solu¢cdo por mais 5 horas. A inclusdo das
células era feita em formas de silicone preenchidas com a mesma resina, sendo esta
polimerizada apds 48 horas em estufa a 65°C. Ap6s o desbaste dos blocos de
resina, eram feitos cortes em ultramicrotomo, sendo estes montados em lamina de
vidro, corados com azul de toluidina e visualizados ao microscépio de luz. A regido
de interesse no bloco era escolhida e cortes feitos na espessura de 70 a 90nm,
sendo posteriormente colocados em telas de cobre (200 mesh). O material era
contrastado em uma solucdo de acetato de uranila a 4% por 30 minutos,
posteriormente lavados em agua e colocados em uma solucéo de citrato de chumbo
a 10%. O material foi analisado ao microscopio eletrénico de transmissao Jeol® 100
CX 1l (100 KV) e Jeol® 1010 (80 kV), ambos da Queensland, Brisbane, Australia.

3.7 Tamanho das fibras de crisotila
Foram realizadas medidas do comprimento de 200 fibras de crisotila a partir

das imagens obtidas de microscopia eletrbnica de transmissdo com o auxilio do

programa Axionvision Imaging System Rel 40 V 4.6.3.0. (Carl Zeiss, Alemanha).
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Os primers foram desenhados com base nas sequéncias de referéncia

depositadas no GeneBank utilizando o programa Primer 3 disponibilizado online e

estao descritos na tabela 1.

Tabela 1- Lista de primers utilizados neste trabalho

Gene Sequencia do primers GeneBank
SRA FWD: ATT GCCCTT TACCTC CTC GT | CCDS5997.1
REV: CCATGT TGC TCATGT GTT CC (AC023396, D90188,
DA995755)
MARCO FWD: TCT GGG GAG CAA GGA GTAAA | CCDS 2124.1
REV: GCC CTT CCT TTG GAG TAACC | (AF035819, BC016004,
CB529479)
SCARA5 | FWD: GAT GGT CCA TGT CAC AAACG | CCDS 6064.1

REV: AAG TCC CGG AAG CTC TCATT

(AA934589, AC104997,
AK172746, BQ944057,
DA991818, DA993754)

CD36 FWD: ACA GAT GCAGCCTCATTT CC
REV: TGG GTT TTC AAC TGG AGA GG

CCDS 34673.1
(AC124834, DA857400,
DC338512, LO6850,

M98398)
Vimentina | FWD: GAG AAC TTT GCC GTT GAA GC | CCDS 7120.1
REV:TCC AGC AGC TTC CTG TAG GT | (BC000163, BQ050765)
Actina FWD: CAT GAG GTA GTC AGT CAG GT | CCDS5341.1

REV: ATG ACC CAG ATC ATG TTT GAG

(AK130157, BC009636)

B-tubulina | FWD: CTC TGA AGC TGA CCA CAC CA
REV: GCC AGG CAT AAA GAA ATG GA

CCDS 13475.1
(AJ292757, AL109840)
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3.9 Extracdo de RNA, sintese do cDNA e qPCR

Para extracdo de RNA total das células foi utilizado o Charge Switch® Total
RNA Cell Kit (Invitrogen) e a quantificacdo era feita utilizando o aparelho NanoDrop
ND1000 Spectrophotometer. Para a sintese do cDNA a partir do RNA total, foram
realizadas reacoes de RT-PCR com o Kit ImProm-II™ Reverse Transcription System
(Promega), sob as seguintes condi¢des: 70 °C por 5 minutos, 25 °C por 5 minutos e
42 °C por 60 minutos. A amplificacdo do cDNA seguiu com os primers desenhados
e, posteriormente, era confirmada em gel de agarose, tendo como base o marcador
de peso molecular 1 kb plus ladder (Invitrogen).

Para a analise do perfil de expressdo eram realizadas reacbes de RT-PCR
em tempo real com o kit AgPath-ID One-Step RT-PCR (Ambion) e Sybr-Green
(Invitrogen) em um aparelho da Corbett Research modelo Rotor Gene 6000 Real-
Time Cycler. As condicGes dos gRT-PCR foram 45 °C por 10 min; 95°C por 15 min,
40 ciclos [95 °C por 15 s; Tm °C por 20 s; 72 °C por 30 s], seguindo entdo o melting.
Os pares de primers utilizados estdo descritos na tabela 1 e as temperaturas de
melting (Tm) foram de 55 °C para o0s receptores scavenger e de 52 °C para 0s
elementos do citoesqueleto. Os produtos amplificados possuiam no maximo 250
pares de bases, como sugerido por Bustin (2002). A normalizacao foi feita por
massa de RNA total (BUSTIN, 2000, 2002).

3.10 Andlise da expressao de proteinas

As células eram lisadas em tampdo RIPA (NaCl 150mM, Nonidet P40 1%,
acido deoxicolato de sédio 0,5% em Tris 50 mM-HCI em pH 7,5) contendo inibidores
de proteases (1 mg/ml pepstatina A, 100mM PMSF e 1 mg/ml E-64) e retiradas das
placas de petri com auxilio de um scraper para serem transferidas para tubos de 1,5
mL. Os lisados celulares eram sonicados e, em seguida, centrifugados a 10.000 g
por 10 minutos a 4 °C. As proteinas eram quantificadas através do método de BCA
(Pierce Inc Rockford, 23225) e ressuspendidas em tampé&o de amostra contendo 3%
de dodecil sulfato de sodio (SDS), 150 mM Tris pH 6.8, 15% de mercaptoetanol,
30% de glicerol e 0,01% de azul de bromofenol. Eram aplicados 30ug de proteina
por poco em gel de SDS-PAGE 10% (preparado com 1,5 M Tris-HCI, 10% SDS, 30%
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bis-acrilamida, 10% de persulfato de aménia e TEMED). Apds a eletroforese, as
proteinas eram transferidas para membranas de PVDF (Amersham,GE) e, em
seguida, os sitios de ligacdes especificas eram blogueados com 5% de leite
desnatado em solucao salina Tris Buffer acrescido de Tween20 0,1% (TTBS). Apos
o bloqueio, as membranas eram incubadas com anticorpos primarios contra SR-A e
SCARA5 (Abcam, EUA) por 12 horas a 4 °C e eram detectados por anticorpos
secundarios conjugados com peroxidase. O resultado foi registrado em filmes
radiograficos apds a revelacdo utilizando o protocolo de quimioluminescéncia (ECL
kit, Amersham, GE). Foram utilizados os anticorpos contra (-actina para controle da
concentracdo de proteinas carregadas no gel de poliacrilamida.

3.11 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram realizados em triplicatas de trés experimentos
independentes e expressos em niveis de significancia. Para verificar se 0s grupos
experimentais eram significativamente diferentes um do outro, foi usado o teste t-de
Student e os valores de p considerados para corroborar as hipoteses de diferenca

significativa foram os menores ou iguais a 0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 Curva de crescimento das células HK2 e THP-1

Inicialmente, as linhagens celulares HK2 e THP-1 foram caracterizadas por
meio da construcdo da curva de crescimento celular, a fim de determinar a fase de
crescimento exponencial, padronizar o inicio da diferenciacdo celular e da exposicao
a crisotila. As células de ambas as linhagens foram mantidas em cultura por um
periodo de 11 dias e contadas de dois em dois dias, a partir do in6culo inicial de
3.10* células no dia zero. Foram realizadas triplicatas em cada um dos pontos (dias)
coletados e foi calculado a média e desvio padrdo para cada uma das linhagens.
Com base nesses dados, foi possivel construir as curvas de crescimento celular da
linhagem HK2 e THP-1 (Figura 6). As curvas indicam que no terceiro dia ocorre a

fase exponencial, periodo ideal para o tratamento.

Figura 6 — Curva de crescimento celular da linhagem HK2 e THP-1.
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4.2 Morfologia das células em cultura e diferenciagéo celular

Analisando a morfologia das células ao microscépio de luz com contraste de
fase foi observado que as células da linhagem HK2 crescem aderidas formando
monocamada tipica (Figura 7A). Ja as células da linhagem THP-1 s&o arredondadas
e crescem em suspensdo. No momento em que essas células sdo induzidas a

diferenciacdo em macrofagos elas aderem ao substrato e modificam a sua
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morfologia de células arredondadas para células com prolongamentos
citoplasmaticos (Figura 7, B a D).
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Figura 7 — Aspectos morfologicos das linhagens HK2 e THP-1 ao microscopio de luz
com contraste de fase

(A) Células HK2. (B) Células THP-1 com morfologia de monécitos (em suspenséo,
nao diferenciadas). (C) Células THP-1 com morfologia de macréfagos (diferenciadas e
aderidas). (D) Detalhe dos prolongamentos citoplasmaticos das células THP-1
diferenciadas.
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4.3 Marcadores especificos de macréfagos

A expressao do receptor CD11b € aumentada durante a diferenciacao celular
de monécitos em macrofagos. O receptor CD11b forma um heterodimero com o
receptor CD18 na superficie de granuldcitos, mondcitos e macréfagos e esta
relacionado com a adesao e fagocitose de particulas (CHEN e ROSS, 2004, CABEC
et al., 2002). Para avaliar a diferenciacdo das células THP-1 apds o tratamento com
1uM de acido retindico (All Trans Retinoic Acid - ATRA) por 48 horas a porcentagem
de células positivas para CD11b foi determinada por citometria de fluxo, sendo as
células ndo diferenciadas consideradas controle. O tratamento com acido retingico
aumentou significativamente a expressdo dos receptores, a porcentagem de células
positivas para CD11b aumentou de 45% em células controle para 90% em células
apos o tratamento, indicando que a diferenciacdo dessas células ocorreu

eficientemente.

4.4 Interacdo célula-crisotila visualizada em microscopia confocal de varredura

alaser

As células das duas linhagens estudadas foram submetidas a
imunofluorescéncia para a visualizacdo da morfologia celular, cromatina,
microtubulos e microfilamentos em presenca ou auséncia de fibras. As fibras de
crisotila também puderam ser observadas ao microscopio confocal de varredura a
laser por apresentarem autofluorescéncia. Foram feitos grupos de células controle e
expostas a 80 pg/mL de fibras de crisotila sonicadas por diferentes periodos de
tempo (1, 2, 4, 8, 12 e 36 horas).

A partir da analise das imagens foi possivel visualizar que a cultura de células
HK2 controle é formada por células grandes, espraiadas e mononucleadas (Figura 8,
A e B). A exposicdo das células a crisotila levou ao aumento da frequéncia de
células binucleadas, como é possivel verificar no detalhe das setas nas imagens da
figura8 C e D.

Pode-se observar a presenca de fibras de crisotila no interior das células nos
diferentes tempos de tratamento. Por esse método nao foi possivel determinar que a

internalizacao das fibras ocorre em intervalos de tempo menores como 8, 12 e 24
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horas, uma vez que o0s cortes ortogonais desses tempos néo permitiram a
visualizacéo das fibras no interior dessas células (Figura 8, C a H). Isto ndo significa
necessariamente que as fibras ndo foram internalizadas, mas que as observacoes
ao microscopio confocal de varredura a laser, nos tempos estudados, nao
permitiram a visualizag&o de fibras internalizadas.

Quando observamos a internalizacdo das fibras ap0s tempos maiores de
exposicao, como 36 horas (Figura 9), foi possivel visualizar pequenos fragmentos de
fibras de crisotila no interior das células, evidenciado pelas projecdes ortogonais
(Figura 9, A’ e B’). Dessa forma, com as imagens analisadas e as projecbes
ortogonais, € possivel afirmar que ha um indicio de internalizacdo das fibras de

crisotila nas células HK2 pelo menos apds 24 horas de exposicao.



(A e B) Cultura controle, formada por células grandes e mononucleadas. (C e D)
Células expostas a crisotila por: 8 horas. (E e F) 12 horas e (G e H) por 24 horas. (C,
D e F) Células binucleadas nas setas completas e (F) célula apoptética na ponta de

seta.
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Figura 8 — Células HK2 controle e expostas a crisotila. Imunofluorescéncia de células
HK2 observadas ao microscopio confocal de varredura a laser para

visualizacao da actina (verde), croma

tina (vermelho) e da crisotila (rosa).
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Figura 9 — Células HK2 expostas a crisotila por 36 horas. Imunofluorescéncia de
células HK2 observadas ao microscopio confocal de varredura a laser
para visualizacdo da tubulina (azul), cromatina (vermelho) e da crisotila
(rosa).

(A e B) Projecéao ortogonal, evidenciando crisotila no interior das células.
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A andlise das células THP-1 ao microscopio confocal de varredura a laser
confirmou as caracteristicas observadas em microscopia de luz, na qual as células
nao diferenciadas (mondcitos) apresentam-se arredondadas com um nucleo
indentado (Figura 10A). Ja as células diferenciadas (macrofagos), possuem um
contorno irregular, com protrusdes e reentrancias, tipicas de células fagociticas
(Figura 10B). Também é possivel observar que a exposicdo das células THP-1 a

crisotila ndo alterou a morfologia das mesmas (Figura 11 e 12).
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Figura 10 — Células THP-1 nao diferenciadas e diferenciadas (controle).
Imunofluorescéncia de células THP-1 observadas ao microscopio
confocal de varredura a laser para visualizacdo da actina (verde)

e da cromatina (vermelho).

Actina 10um | Merge

(A) Células THP-1 nédo diferenciadas e (B) células diferenciadas, formada por células
irregulares, com protusdes e nucleos na forma de rim.
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As células THP-1, quando expostas as fibras de crisotila, mostraram-se
eficientes no processo de internalizagcdo nos diferentes periodos de tempo
analisados. E relevante perceber que tanto em intervalos de tempo menores de
exposicao, 2 horas e 4 horas (Figura 11) como em intervalos maiores, 8 e 12 horas
(Figura 12), ha pequenos fragmentos de fibras de crisotila no interior das células,
evidenciados pelas proje¢cdes ortogonais (Figura 11 A’ e B’; Figura 12 A’ e B’). As
imagens analisadas e as projecdes ortogonais demonstram um indicio de que a
internalizacao das fibras de crisotila por essas células ocorre em menos de 24 horas

de exposicéo.
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Figura 11 — Células THP-1 expostas a crisotila. Imunofluorescéncia de células THP-1
observadas ao microscopio confocal de varredura a laser para
visualizacdo da actina (verde), da cromatina (vermelho) e da crisotila

(rosa).

Actina

(A e B) Projecédo ortogonal, evidenciando crisotila no interior das células tratadas
expostas a crisotila por (A) 2 horas e (B) e 4 horas.
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Figura 12 — Células THP-1 expostas a crisotila. Imunofluorescéncia de células THP-1
observadas ao microscopio confocal de varredura a laser para
visualizacdo da actina (verde), da cromatina (vermelho) e da crisotila

(rosa).

(A e B) Projecéo ortogonal, evidenciando crisotila no interior das células expostas a
crisotila por (A) 8 horas e (B) 12 horas.
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4.5 Microscopia eletronica de transmissédo: interacdo e internalizacdo das

fibras com células em cultura

A analise ao microscopio confocal de varredura a laser da presenca de
pequenas fibras de crisotila no interior das células da HK2 e THP-1 demonstrou que
ambas as linhagens sao capazes de internalizar as fibras durante o tempo
observado, de 1 a 36 horas. Os processos de internalizacdo dessas fibras de
crisotila seriam melhores observados utilizando a técnica de microscopia eletrénica
de transmissdo. Com base nos dados obtidos pela microscopia confocal a laser,
foram definidos trés periodos de tempo de exposicdo as fibras para serem utilizados
na microscopia eletrénica de transmissao: 4 horas, 12 horas e 36 horas.

As fibras de crisotila sao facilmente visualizadas por microscopia eletrénica de
transmissdo por apresentarem-se alongadas, na forma de cilindros de tamanhos
diferentes e possuirem eletrondensidade. O comprimento médio das fibras de
crisotila observadas nas imagens analisadas € de 77,47nm devido principalmente ao
processo de sonicacdo. Em pouco tempo de exposicdo ja foi possivel visualizar
fibras de crisotila no interior das células de ambas as linhagens, demonstrando que
0 processo de internalizacdo das fibras é relativamente rapido e possivelmente
ocorre antes de 4 horas.

Nas células da linhagem HK2, na situacdo controle, foi possivel observar
nacleo e nucléolo evidentes, reticulo endoplasmatico rugoso e muitas mitocéndrias
(Figura 13, A e B). A exposicdo das ceélulas a crisotila possibilitou a observagéo de
fiboras dentro da célula, fora dela e bem proximas a membrana plasmatica
(Figural4).

Algumas fibras estavam presentes tanto no citoplasma como no nucleo,
sugerindo uma possivel interacdo entre as fibras de crisotila e a cromatina (Figura
13, E). E possivel constatar também diferentes tamanhos de fibras de crisotila,
devido ao processo de sonicacdo que as fragmenta em tamanhos diversos (Figuras
13 e 14).

Em todos os periodos de tempo estudados foi possivel observar fibras de
crisotila envoltas por membrana plasmatica, provavelmente decorrente de
fagocitose, e fibras livres no citoplasma (Figura 13, E e F; Figura 14, A e B). Isso

sugere que a entrada das fibras nas células possa ter ocorrido de diferentes formas,
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nao apenas por meio da endocitose, resultando em fibras ndo envoltas por
membranas no citoplasma.

E interessante observar a presenca de elementos do citoesqueleto proximos a
regido onde as fibras de crisotila estavam localizadas, independentemente do tempo
de exposicao a crisotila (Figura 13 e 14, C e D — pontas de seta), 0 que sugere uma
possivel interacdo entre essas fibras de crisotila e 0s elementos do citoesqueleto.
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Figura 13 — Ultraestrutura de células HK2 controle e expostas a crisotila.
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(A e B) Células HK2 controle, (C e D) Células expostas a crisotila por 4 horas, fibras
de crisotila evidenciadas pelas setas finas, (E e F) Células expostas a crisotila por 12
horas, fibra de crisotila no ndcleo (seta) e filamentos intermediarios (ponta de seta).
N, nucleo; Nu, nucléolo; Mi, mitocéndria, F, filamentos intermediarios, rER, reticulo
endoplasmaético rugoso.
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(A e B) Fibras de crisotila evidenciadas pelas setas e filamentos intermediarios pelas
pontas de setas. (C e D) Detalhe dos filamentos intermediarios proximos as fibras de
crisotila (C e D). Mi, mitocondria; F, filamentos intermediarios; N, nucleo.
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As células da linhagem THP-1 ndo diferenciadas (mondcitos), mostraram
nacleos identados com aparelho de Golgi bem desenvolvido, assim como reticulo
endoplasmatico liso, rugoso e lisossomos no citoplasma (Figura 15 A e B). O
contorno das células diferenciadas (macrofagos) ha inUmeros processos em forma
de dedos (Fingerlike) que participam da fagocitose e movimentacao celular (Figura
15C). Tanto nos mondcitos como nas células diferenciadas, é possivel observar a
presenca de aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico liso e rugoso bem

desenvolvidos (Figura 15, C e D).
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Figura 15 — Ultraestrutura de células THP-1.
—— . -

(A e B) Células nédo diferenciadas. (C e D) Células diferenciadas, detalhe das
projecdes citoplasmaticas na ponta da seta (Fingerlike). (E e F) Células expostas a
crisotila por 4 horas, detalhe das fibras de crisotila nas setas finas. N, nucleo; Nu,
nucléolo; Mi, mitocéndria, L, lipideos; rER, reticulo endoplasmatico rugoso; Ve

vesiculas; GC, complexo de Golgi.
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Nas células THP-1 expostas a crisotila também foram observadas fibras que
ndo estavam envoltas pela membrana plasmatica e fibras que estavam envoltas por
essa membrana (Figura 15, E e F; Figura 16, A e D). Em algumas células é possivel
visualizar imagens compativeis com fases iniciais do processo de englobamento ou
da interacao inicial de fibras que estavam sendo internalizadas (Figuras 15 E e 16, B
e C).

Analisando as preparacdes de células THP-1 antes e depois da exposicdo as
fibras de crisotila, € possivel perceber uma maior presenca de Complexo de Golgi
(Figura 17). Essas vesiculas possivelmente devem conter enzimas hidroliticas que
tem como funcdo degradar os materiais estranhos advindos do meio exterior.

Analisando as preparacdes obtidas de células THP-1 expostas a crisotila, é
interessante perceber que diferentemente da linhagem de células HK2, a linhagem
THP-1 ndo apresentou os filamentos intermediarios proximos a regides que
continham fibras de crisotila, indicando que talvez esse processo ndo seja comum a

todas as células.
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Figura 16 — Ultraestrutura de Células THP-1 expostas a crisotila.
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por 36 horas. Fibras de crisotila evidenciadas pelas setas. N, ndcleo; Mi,
mitocéndria, L, lipideo; V, vacuolo.
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Figura 17 — Ultraestrutura de Células THP-1 controle e expostas a crisotila.

DR L — BN .
(A) Complexo de Golgi e vesiculas presentes nas células THP-1 controle. (B)
Presenca maior de Complexo de Golgi e de vesiculas em células THP-1 expostas a

crisotila por 4 horas. N, nucleo; GC, complexo de Golgi; Ve, vesicula.
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4.6 Interagéo entre as fibras e elementos do citoesqueleto

4.6.1 Morfologia celular utilizando microscopia

Para confirmar os possiveis filamentos intermediarios nas imagens de
microscopia eletronica, utilizamos imagens com maior aumento e com mais
destaque para esses elementos, que podem ser observados na figura 18. Nessas
imagens, é possivel visualizar fibras de crisotila envoltas pela membrana plasmatica
(Figura 18A) e inclusive uma fibra que parece perfurar a vesicula (Figura 18B).
Também foi possivel medir esses elementos do citoesqueleto e constatar que de
fato sdo os filamentos intermediarios que parecem estar proximos das fibras de
crisotila internalizadas na linhagem HK2, ja que possuem um diametro médio de

11,5nm, didmetro este que é encontrado em média nos filamentos intermediérios.
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Figura 18 — Ultraestrutura de células HK2 expostas a crisotila por 12 horas, detalhe
para os filamentos intermediérios.

(A e B) Filamentos intermediarios (ponta de seta) proximos as fibras de crisotila
(setas) dentro de vesiculas.
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Para complementar as observacdes obtidas por microscopia eletronica de
transmissdo, também foi estudada por microscopia confocal de varredura a laser a
associacdo entre as fibras de crisotila e os elementos do citoesqueleto, como o0s
filamentos intermediarios citoqueratina e vimentina. As células HK2 foram expostas
a crisotila por um periodo de 12 horas e submetidas a imunofluorescéncia para
visualizacéo da crisotila e dos filamentos intermediérios.

A analise das imagens confirmou as observa¢gdes da microscopia eletrénica
de transmisséo, nas quais os elementos do citoesqueleto que pareciam associados
as fibras sdo os filamentos intermediarios pesquisados, neste caso tanto a
citoqueratina como a vimentina (Figura 19). As imagens mostram as fibras de
crisotila e os filamentos intermediarios muito proximos uns dos outros, sendo as
vezes aparecem colocalizados (Figura 19, C e D).

Essa interacdo entre as fibras de crisotila e os filamentos intermediarios foi
investigada por meio da constru¢do de perfis que evidenciam a fluorescéncia dos
elementos estudados. Foram analisadas 20 imagens no total, sendo 10 imagens de
citoqueratina e 10 de vimentina. O perfil é ilustrado pela figura 20 A e B, na qual a
seta tracada sobre a imagem com a marcagdo para citoqueratina, vimentina e
crisotila, indica os possiveis locais de colocalizacdo analisados nos respectivos
graficos ao lado.

O grafico indica que ha uma relacéo entre as fibras de crisotila e os filamentos
intermediarios, sendo que em alguns pontos € possivel observar a colocalizacdo dos
elementos e das fibras de crisotila (setas finas), porém nem todas as fibras estao
colocalizadas com os filamentos intermediarios ao longo do tracado desenhado
(setas grossas). Isso sugere uma interacdo entre as fibras de crisotila e elementos
do citoesqueleto dentro da célula, mas ndo uma interacdo constante, pois ha

momentos em que as fibras e os elementos n&o estéo colocalizados.
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Figura 19 — Células HK2 controle e expostas a crisotila. Imunofluorescéncia de
células HK2 observadas ao microscépio confocal de varredura a laser
para visualizacdo da citoqueratina e vimentina controle, ambos em
azul, cromatina (vermelho) e crisotila (rosa).
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(A) células citoqueratina controle, (B) células vimentina controle, (C) citoqueratina
exposta a crisotila por 12 horas e (D) vimentina expostas a crisotila por 12h.
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Figura 20 — Perfis de fluorescéncia de crisotila e filamentos intermediarios na célula
HK2.

Profile /

Profile

(A e B) Perfil de colocalizacdo entre (A) citoqueratina e (B) vimentina em azul e
crisotila (rosa) observadas ao microscépio confocal de varredura a laser. A direita os
graficos de colocalizacdo dos respectivos filamentos e das fibras de crisotila. Nas
setas finas exemplos de colocalizacdo e nas setas grossas exemplos de fibras ndo
colocalizadas com os elementos do citoesqueleto.
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4.6.2 Expressao dos elementos do citoesqueleto

Os niveis de expressdo relativa do mRNA de alguns elementos do
citoesqueleto (tubulina, vimentina e actina) foram analisados por PCR quantitativo
em ambas as linhagens, tanto na situagdo controle como exposta a crisotila por um
periodo de 12 horas, como mostrado na figura 21 A e B. N&o foi analisado o nivel de
expressdo da citogueratina, uma vez que essa célula, por ter sido estabelecida no
laboratorio, ndo foi caracterizada anteriormente para essa proteina, portanto nao
sabemos quais das citoqueratinas essa célula expressa. Por isso, nas
imunofluorescéncias utilizamos pan-citoqueratina, j& que esse anticorpo é capaz de
corar uma variedade de citoqueratinas, tais como: 1, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 18 e 19. Na
figura 21, apOs a exposicao a crisotila por 12 horas, houve diferencas significativas
nos perfis de expressédo dos elementos do citoesqueleto estudados em ambas as
linhagens. E interessante notar que a diferenca no nivel de expressdo é mais
acentuada na linhagem HK2 do que na THP-1, evidenciando algumas das

diferencas anteriormente observadas na microscopia eletronica.



Figura 21 — Expressdo dos elementos do citoesqueleto na situacdo controle e
exposta a crisotila por 12 horas.
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4.7 Receptores scavenger

4.7.1 Morfologia celular e localizacdo dos receptores

As células da linhagem HK2 e THP1 foram submetidas a imunofluorescéncia
para a visualizacdo da localizacdo dos receptores scavenger escolhidos, SR-A e
SCARAGS (Figuras 22 e 23). As células foram observadas ao microscopio confocal de
varredura a laser na situacdo controle e exposta as fibras de crisotila por um periodo
de 12 horas.

A partir da andlise das imagens nas figuras 22 e 23, é possivel observar que
0s receptores estudados estdo localizados por toda a extensdo celular, com um
maior acumulo na regido nuclear e perinuclear na situacdo controle de ambas as
linhagens (Figuras 22 e 23, A e C). Para as células da linhagem HK2 e THP-1
expostas a crisotila € possivel observar uma mudanca de padrdo, em que ha um
menor acumulo na regido nuclear e perinuclear e maior distribuicdo no citosol
(Figuras 22 e 23, B e D).
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Figura 22 — Imunofluorescéncia de células HK2 observadas ao microscopio confocal
de varredura a laser para visualizacdo da localizacdo celular dos
receptores scavenger SR-A e SCARA5 (verde) e da cromatina
(vermelho).
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(A) receptor SR-A controle. (B) receptor SR-A exposto a crisotila por 12 horas. (C)
receptor SCARAGS controle. (D) receptor SCARAS exposto a crisotila por 12 horas.
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Imunofluorescéncia de células THP-1 observadas ao microscopio
confocal de varredura a laser para visualizacdo da localizagéo celular
dos receptores scavenger SR-A e SCARAS (verde) e da cromatina
(vermelho).

(A) receptor SR-A controle. (B) receptor SR-A exposto a crisotila por 12 horas. (C)
receptor SCARAS controle. (D) receptor SCARAS exposto a crisotila por 12 horas.
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4.7.2 Expressao relativa de mRNA e expresséao proteica

O passo seguinte foi realizar experimentos para analisar a participacdo dos
mesmos receptores scavenger utilizados anteriormente (SR-A e SCARA5) no
processo de internalizacdo das fibras pelas células. Os receptores scavenger
escolhidos neste estudo foram baseados no tipo de tecido onde ocorre a sua
expressao e na sua possivel relacdo com a internalizacdo de particulas contendo
silica.

Inicialmente, pela amplificagdo do cDNA, foram investigados quais receptores
eram expressos em ambas as linhagens. Como indica a figura 24, A e B a presenca
dos receptores scavenger foi detectada em ambas as linhagens. O interessante &
que mesmo receptores que ndo sdo descritos como expressos comumente em
certas linhagens celulares tiveram sua expressdo detectada, como é o caso do
receptor SR-A, descrito como receptor expresso em macrofagos e detectado em
células HK2 que séo células epiteliais. Isso pode ter ocorrido porque ambas as
linhagens ndo sédo de células normais e sim de células de origem tumoral, o que

pode ter ocasionado a alteracao da expresséo génica dessas células.

Figura 24 — Eletroforese em gel de agarose 3% indicando a presenca dos receptores
scavenger a partir da amplificacdo do cDNA.

A THP-1 = HK?2

SR-A MARCO SCARA5 CD36 SR-A MARCO SCARA5 CD36

(A) HK2 (B) THP-1.

A partir dos dados descritos acima, foram investigados por PCR quantitativo
para ambas as linhagens os niveis de expresséao relativa do mRNA e os niveis de
expressao proteica dos receptores scavenger, tanto na situagdo controle como
exposta a crisotila por 12 horas. Na figura 25 A e B, é possivel observar que a
exposicdo a crisotila por 12 horas, alterou a expressao relativa de mRNA de alguns
dos receptores scavenger, sendo significativa para o receptor SR-A e SCARAS na

linhagem HK2 e para o receptor SR-A e MARCO na linhagem THP-1.
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Em relacdo ao nivel de expressao proteica, € possivel observar na figura 25 C
que na linhagem HK2 o receptor SR-A ndo apresentou expressao detectavel desta
proteina no grupo controle, sendo detectado somente no grupo exposto a crisotila.
Ja para o receptor SCARAS a situacdo foi oposta, € possivel observar que houve
expressao proteica detectdvel somente no grupo controle.

Para a linhagem THP-1 é possivel observar que o receptor SR-A apresentou
expressao proteica detectavel tanto para o grupo controle como para 0 exposto a
crisotila. Assim como foi observado em HK2, o receptor SCARA5 somente foi
expresso na situacao controle, porém na linhagem THP-1 a expressao do receptor é
maior em relagéo a HK2.
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Figura 25 — Expressao relativa de mRNA dos receptores scavenger SR-A e SCARAS
e o nivel de expressao proteica dos mesmos receptores scavenger na
situacao controle e exposta a crisotila por 12 horas para a linhagem.
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No presente trabalho analisamos o processo de interacdo de pequenas fibras
de crisotila em duas linhagens celulares de origens diferentes, uma derivada de
carcinoma de células ndo pequenas de pulmdo (HK2) e outra de leucemia
monocitica (THP-1). Ambas demonstraram ser eficientes no processo de
internalizacdo das fibras, visto que mesmo as células ndo fagociticas profissionais
(HK2) foram capazes de internalizar as fibras de crisotila no mesmo tempo das
células fagociticas profissionais (THP-1), ocorrendo em pelo menos 4 horas de
exposicao. Liu e colaboradores (2000), estudando a internalizacdo de asbestos por
células mesoteliais de pulmédo ndo especializadas em fagocitose, verificaram que a
citotoxicidade resultante da exposicdo as fibras de asbestos também foi observada
apos exposicao por 4 horas.

Comparando os processos de internalizacdo de fibras de crisotila de ambas
as linhagens, pode-se dizer que uma das formas de entrada de crisotila na célula
ocorre por meio da endocitose, resultando em fibras envoltas pela membrana
plasmatica. A outra forma de entrada das fibras na célula poderia ser por meio da
perfuracéo fisica da membrana celular, resultando em fibras livres no citosol. Porém,
€ necessario destacar que essas fibras livres no citosol podem ser originadas
também de uma tentativa frustrada do compartimento lisossomal em digerir as fibras,
com posterior perda de integridade de sua membrana e liberagdo das fibras no
citosol (HAMILTON; THAKUR; HOLIAN, 2007). Com os dados obtidos no nosso
trabalho, ndo é possivel definir se ha uma via predominante, logo é possivel que
ambas estejam ocorrendo nas duas linhagens.

MacCorkle e colaboradores (2006) verificaram a presenca de fibras de
asbestos livres no citosol e envoltas pela membrana plasmética em cultura de
fibroblastos de pulm&o humano. A fim de estudar a possivel interacdo dessas fibras
livres no citosol com elementos celulares, os autores realizaram um ensaio in vitro
para identificar as proteinas celulares associadas aos asbestos crisotila e crocidolita.
Verificaram que ha associagéo entre esses asbestos e algumas proteinas celulares,
entre elas: vimentina, lamina, tubulina, proteina ribossomal, proteina centromérica,
entre outras.

A interacao das fibras de crisotila com os elementos do citoesqueleto também
foi observada no nosso trabalho, visto que ha uma maior densidade dos elementos

do citoesqueleto proximos as fibras de crisotila. E importante destacar que no nosso
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trabalho esta associacdo foi observada utilizando células em cultura, microscopia
eletrbnica de transmissdo e microscopia confocal, diferentemente do trabalho
anteriormente citado que utiliza ensaio in vitro.Também verificamos uma diminuicao
da expressdo relativa de RNA que codifica tubulina, vimentina e actina quando
expostos as fibras, diferenca que é significativamente maior nas células HK2 para
todos os elementos estudados.

A diminuicdo da expressdo dos elementos do citoesqueleto pode estar
relacionada com o stress celular devido a internalizacdo de fibras de crisotila ou com
o rearranjo intracelular decorrente dessa internalizagcdo, como proposto por Malorni e
colaboradores (1990). Estes autores verificaram mudancas morfologicas e
estruturais nos elementos do citoesqueleto, actina, citoqueratina e tubulina de
células tumorais de mama devido a internalizacéo de fibras de crisotila e sugeriram
que essas alteracbes celulares poderiam interferir no processo de sinalizagéao
intracelular, levando a diversos mecanismos citotoxicos decorrentes da exposicao
dos asbestos.

Malorni e colaboradores (1990) verificaram por microscopia eletrbnica de
transmissdo que células de mama expostas a crisotila sofriam degradacdo dos
elementos do citoesqueleto citados acima na presenca de fibras de crisotila em 3
horas de exposicdo, porém esses elementos eram recuperados apés 6 horas. I1sso
nao foi observado no nosso trabalho, pois em 12 horas de exposicao as fibras ha
uma diminuicdo na expressdo relativa de RNA dos elementos estudados. Essa
diferenca encontrada entre o nosso trabalho e o de Malorni e colaboradores (1990)
pode ser decorrente da concentracdo de fibras utilizadas, jA que os autores
utilizaram 8 vezes menos crisotila do que o apresentado neste trabalho e sonicaram
as fibras de crisotila 13 vezes mais do que o apresentado neste trabalho. E
interessante observar também que o0s autores propuseram que 0s elementos do
citoesqueleto poderiam estar relacionados ao transporte intracelular das fibras de
crisotila.

Nagai e colaboradores (2011) utilizando ensaios in vitro também propde que
as fibras de crisotila livres no citosol podem interagir ndo somente com as proteinas
celulares, mas também com o DNA, RNA, ribossomos e proteinas associadas,
principalmente devido a interacdo por carga (NAGAI et al., 2011), sugerindo que as

fibras de crisotila também podem interferir nos processos de replicacdo, transcricdo
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e traducdo. A afinidade de crisotila pelo DNA é maior do que a dos outros tipos de
asbestos, isso pode ser explicado pelo fato da superficie da crisotila ha sua condi¢ao
integra apresentar-se com carga positiva, devido a presenca de cations. Porém,
apos a desagregacao das fibras, a camada rica em silica € exposta e a superficie
dos fragmentos apresenta carga negativa (NAGAI et al., 2011; VIRTA, 2005). Neste
trabalho, as fibras de crisotila utilizadas foram sonicadas para a obtencédo de
fragmentos menores, como nesse processo as fibras foram desagregadas, ha uma
maior probabilidade dos fragmentos de crisotila produzidos terem carga negativa, o
que pode ter favorecido uma maior presenca de fibras no citosol em detrimento do
nucleo.

No presente trabalho foi verificada a presenca de fibras no nacleo de células
da linhagem HK2, fato que pode ter levado a formacao de células multinucleadas e
apoptéticas como observadas na microscopia confocal. Cortez e Machado-Santelli
(2008) observaram multinucleacdo celular e apoptose em células epiteliais em
cultura apGs a exposicdo a crisotila. A interacao célula-crisotila também pode levar a
formacdo de fusos multipolares durante a mitose e gerar células aneupléides
(CORTEZ; MACHADO-SANTELLI, 2008). Essas falhas na citocinese e formacao de
fusos multipolares poderiam estar relacionadas com a interacédo entre as fibras de
crisotila e os elementos do citoesqueleto, actina tubulina e vimentina, observados
neste trabalho.

As fibras de crisotila também podem interagir com as células através de
receptores celulares, ja que a internalizacdo de moléculas da superficie celular e de
particulas pode ocorrer por meio da endocitose mediada por receptores. Entre os
receptores que podem participar desse processo estao 0s receptores scavenger que
podem interagir com ligantes contendo silica devido a interacbes conformacionais
dependentes de carga no dominio de colageno (ANDERSSON; FREEMAN, 1998;
HAMILTON; THAKUR; HOLIAN, 2007).

E possivel que no nosso trabalho, além do processo de fagocitose das fibras
de crisotila pelas células, também ocorra endocitose mediada por receptores
celulares, pois nossos resultados sugerem uma possivel interacdo de alguns
receptores scavenger com as fibras de crisotila, visto que houve alteracbes na
expressao relativa de mRNA e na expresséao proteica dos mesmos apds a exposicao

as fibras de crisotila. Além disso, verificamos a expressédo de receptores scavenger
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nao comumente expressos em certos tipos celulares, como é o caso de SR-A em
HK2 e SCARAS5 em THP-1, provavelmente devido ao fato das linhagens utilizadas
terem uma origem tumoral e, por isso, diferente do padrdo esperado para linhagens
nao tumorais.

Neste trabalho observamos alteragcbes na localizagédo dos receptores SR-A e
SCARAS na situacdo exposta a crisotila em relacdo a situagdo controle, tanto na
linhagem HK2 como na THP-1. Podemos observar que tanto o receptor SR-A como
0 SCARAS5 estdo mais presentes na regido nuclear e citoplasmatica perinuclear na
situacdo controle e apls a exposi¢do as fibras sdo encontrados principalmente no
citoplasma. Isso pode significar que nos controles ha uma maior predominancia
dessa proteina no reticulo endoplasmatico, local onde ela esta sendo produzida,
tipica da rede trans-Golgi (HUANG et al., 2010). J4 na situacdo exposta as fibras de
crisotila, essas proteinas ndo apresentam esse padrdo, o que pode significar que ha
um deslocamento para membrana e reciclagem de alguns dos receptores que foram
internalizados em vesiculas, possivelmente algumas delas contendo fibras.

Em relacdo a expressdo dos receptores scavenger € possivel perceber que
h& uma diminuicdo na expressdo de RNA do receptor SR-A na linhagem HK2 que
ndo € acompanhada da diminuicdo da expressao proteica, visto que essa nao foi
detectada no controle. Isso pode ter ocorrido porque na situacdo controle a
expressao desta proteina era baixa ou indetectavel e em contato com as fibras de
crisotila, na situacao tratada, a expressao proteica de SR-A € ativada, o que permitiu
a deteccéo desta proteina pela técnica de Western blot.

A expressédo deste receptor ndo € comum em células epiteliais, como é o caso
da HK2, possivelmente por isso a reducdo da expressao de RNA pode ser explicada
pela diminuicdo da necessidade da producdo deste receptor apds certa quantidade
ser produzida. Além disso, é possivel também que a transcricdo e a traducao ndo
estejam diretamente relacionadas neste caso, ja esse 0 mecanismo pode depender
de sinais intracelulares para ocorrer. Isto foi encontrado por Zhao e colaboradores
(2009) para o receptor scavenger MARCO em mondcitos de pacientes com protese
de quadril, no qual a expressdo de RNA e a expressao proteica desse receptor
também néo estavam relacionadas.

JA o receptor SCARA5 é comumente expresso em células epiteliais

especializadas, o que foi confirmado nas células HK2 controles. O nivel de
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expressdo do RNA aumentou na situagdo tratada e a proteina néo foi detectada por
Western blot. Isso pode ter ocorrido em consequéncia de sua possivel internalizacéo
em vesiculas e posteriormente, a sua degradacdo e a ndo reciclagem desse
receptor para a membrana plasmatica, o que explica ndo deteccao proteica. Dessa
forma, o aumento da expressdo do RNA pode estar relacionado a reposi¢cao deste
receptor.

Para a linhagem THP-1, ha um grande aumento da expressdo do RNA de SR-
A acompanhado da deteccdo da proteina em maior concentracdo na situacao
tratada. A expresséo deste receptor € comumente encontrada em macréfagos, o que
pode explicar esse grande aumento. Para o receptor SCARAS, o0 mesmo padréo da
linhagem HK2 foi observado, apesar do aumento da expressdao de RNA nao ser
significativo para THP-1. O receptor SCARA5 pode estar sendo degradado e reposto
em ambas as linhagens de maneira similar apés o processo de internalizacao das
fibras, fato comumente observado com alguns receptores e seus respectivos
ligantes (SORKIN; ZASTROW, 2002).

Com base no que foi descrito acima, é possivel inferir que a presenca do
receptor SR-A é favorecida pela exposi¢do a crisotila, o que pode significar uma
relacdo entre esse receptor e a endocitose das fibras. Esses dados foram
consistentes com as observacdes de lyer e colaboradores (1996) e de Orr e
colaboradores (2011) que demonstraram em seus trabalhos que o receptor SR-A
tem uma importante funcéo na internalizacéo de silica e na subsequente inflamacéo
e apoptose celular decorrente dessa internalizacdo, visto que na presenca de
inibidores para esse receptor a apoptose celular diminui bastante.

A endocitose mediada pelo receptor SR-A foi estudada por Zhu e
colaboradores (2011) utilizando um ligante especifico para SR-A em células de
camundongo em cultura. Eles verificaram que a internalizagdo do receptor SR-A
pode ocorrer por rotas endociticas distintas, tanto com a participacdo de clatrina
como de caveéolas, isso pode possibilitar diferentes fungbes desse receptor no
interior das células. O interessante € que essas rotas sdo independentes da
concentracdo dos ligantes, diferentemente do obsevado em EGFR no qual a
internalizacdo ocorre por vias especificas dependendo da dose do ligante
(SIGISMUND et al., 2005).
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O mesmo pode acontecer para o receptor SCARAS5, uma vez que a expressao
de RNA é aumentada na presenca de crisotila 0 que pode significar uma relagédo
entre esse receptor e a endocitose das fibras. Entretanto, caso ambos os receptores
participem da endocitose de fibras, somente o receptor SR-A é reciclado para a
membrana plasmaética, j& que a deteccao proteica de SCARAS nao foi observada em
ambas as linhagens na situacao tratada. Em um estudo realizado por Naito e
colaboradores (1991) utilizando diversos tecidos bovinos para determinar a
distribuicdo e localizacédo intracelular do receptor SR-A, foi verificado que esse
receptor em macréfagos alveolares € capaz de ligar-se aos respectivos ligantes,
serem internalizados por vesiculas revestidas, formarem endossomos e serem
reciclados. Neste mesmo trabalho, ndo foram encontradas evidéncias de atividade
lisossomal nestes endossomos, sugerindo a dissociacao dos ligantes e a reciclagem
do receptor para a membrana plasmatica. Como THP-1 é uma linhagem celular
relacionada com a fagocitose de particulas, é possivel inferir que o receptor SR-A
tenha um papel importante na entrada das fibras de crisotila nas células.

O presente trabalho foi o primeiro a relatar a relagdo da expressdo do
receptor SCARA5 com a exposi¢cdo a crisotila. A identificagdo e a descricdo do
receptor SCARAS é relativamente nova, (JIANG et al., 2006) provavelmente por isso
ainda nao exista relatos da relacdo deste receptor com o transporte de silica.

Nossos dados nao foram consistentes com Hamilton e colaboradores (2007)
na andlise de dois receptores diferentes. Os autores observaram uma relacéo
positiva na expressao relativa de RNA entre a internalizagéo de silica e o receptor
scavenger MARCO, relacdo esta ndo encontrada em nosso trabalho nas duas
linhagens estudadas. Nenhuma relacéo foi encontrada pelos autores para o receptor
scavenger CD36, porém no nosso trabalho este receptor apresentou um aumento,
guase significativo, na expressao relativa de RNA somente na linhagem HK2.

E importante lembrar que ha varios receptores na familia de scavenger e que
neste trabalho escolhemos apenas quatro deles para estudo. E possivel que outros
receptores estejam relacionados a interacdo de fibras de crisotila e compostos
contendo silica e também que haja sobreposicdo de fungdes, ja que muitos sdo

expressos nos mesmos tipos celulares e possuem ligantes similares entre si.



6 CONCLUSOES
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O presente trabalho mostra que a internalizacdo de fibras de crisotila em
ambas as linhagens celulares estudadas, possivelmente ocorre por duas vias
diferentes: uma via endocitica, com fibras envoltas por membrana plasmatica, e
outra por interacao fisica, perfuracdo da membrana resultando em fibras livres no
citosol. Ha também uma clara interacdo entre elementos do citoesqueleto e as fibras
de crisotila, ja que além da colocalizacdo destes houve aumento da expressao
relativa de RNA com diversos elementos do citoesqueleto. Essa interacdo pode ser
responsavel pela interferéncia em processos celulares que geram falhas na divisao
celular, um dos fatores que pode ser determinante na citotoxicidade das fibras de
crisotila.

Os receptores scavenger parecem interferir no processo de internalizacao das
fiboras de crisotila, sendo que alguns dos receptores estudados apresentaram
modificacdo na sua expressao relativa de RNA e proteica ap6s a exposicao as fibras
de crisotila, como o SR-A e SCARAS5. Além disso, nosso trabalho foi o primeiro a
encontrar relacéo entre o receptor SCARAGS e fibras de crisotila.

Para compreender melhor os processos de internalizacao de fibras de crisotila
pelos receptores scavenger, mais estudos deverao ser realizados e alguns inibidores

poderao ser utilizados.
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