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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
fibras 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 transmissdo 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.



1_INTRODUCAO



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.



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.



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 econdmicas, 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.



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).



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 asbestos 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 Protecéo
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 pulmé&o, 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 néo 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 é na industria 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 € 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.
A Chrysotile Fiber Structure:
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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 fragmentagéo, 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 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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