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APRESENTACAO

A DPOC é caracterizada pela limitacdo progressiva do fluxo de ar pelos pulmdes e
apresenta estimativa de ser a terceira causa de morte mundial em 2020. Por isso, € importante
o0 desenvolvimento de novas terapias dirigidas a prevencdo da progressdo da doenca e reducgéo
das exacerbacdes e mortalidade.

Alguns estudos tém buscado diferentes alternativas de tratamento em casos de
inflamacdo aguda e crbnica, como a proteina Anexina Al (Anxal), que estd entre oS
mediadores anti-inflamatorios. A AnxAl é uma proteina de 37 kDa, que exibe sitios de
ligacdo ao calcio e aos fosfolipidios de membrana e esta envolvida na inibi¢éo das sinteses de
eicosanoides e fosfolipase A, e pode representar uma alternativa terapéutica na DPOC.

Nesta investigagdo relatamos alguns fundamentos do papel da proteina AnxAl no
modelo de DPOC. Os resultados mostram as a¢des anti-inflamatorias e protetoras do peptideo
mimético da AnxAl, o Ac2-26, no modelo estudado e estimulam novos estudos dessa
proteina como potencial estratégia terapéutica na DPOC.

Os dados obtidos neste trabalho foram compilados no manuscrito intitulado “Role of
annexin al in copd to exposure to cigarette smoke”, que sera submetido a revista internacional
The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics (ISSN: 0022-3565).

Paralelamente ao trabalho desenvolvido no mestrado, foi possivel colaborar em outros
projetos de pesquisa envolvendo o modelo de inducéo ao tabagismo e a expressédo da AnxAl,
sob orientacdo da Professora Dra. Ana Paula Girol. Neste outro trabalho, avaliamos os efeitos
dos extratos das plantas medicinais de Bardana (Arctium lappa), Cavalinha (Equisetum spp.),
Guaco (Mikania glomeratta spreng.) e Tanchagem (Plantago major) em modelo de exposicao
a fumaca do cigarro. O conjunto desses dados originou a confeccdo do manuscrito “Acao
protetora de fitoterapicos em modelo de doenca pulmonar obstrutiva cronica induzida pela
fumaca do cigarro”, que sera submetida a revista internacional Journal of Alternative and
Complementary Medicine (ISSN: 1075-5535).

O conjunto dos resultados obtidos das pesquisas, sobre os aspectos fisioldgicos e
farmacoldgicos da proteina AnxAl em modelo de DPOC, elucidam os mecanismos anti-

inflamatorios da proteina e fornecem subsidios para um futuro promissor em relacdo ao



desenvolvimento de novas terapias relacionadas a resolugdo das inflamagbes cronicas
pulmonares.

Os artigos citados seguem anexados na integra.



RESUMO

O processo inflamatério causado pelo tabagismo esta relacionado a diferentes tipos de
doencas como enfisema pulmonar, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e
aterosclerose. Neste cenario, a proteina anti-inflamatéria AnxAl pode representar uma
alternativa terapéutica. Por essas razdes, o objetivo da pesquisa foi avaliar os efeitos do
peptideo mimético Ac2-26 da proteina AnxAl, em modelo de tabagismo. Ratas Wistar foram
divididas em 3 grupos (n=10/grupo): expostos ao fumo néo tratados (F) e tratados com o
peptideo (F+Ac2-26) e controles (C). Os grupos de animais expostos ao fumo foram
colocados em um equipamento especifico da Unidade Didatica e de Pesquisa Experimental
(UDPE) das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA), e expostos a queima de 10 cigarros
comerciais, um apdés o outro, 2x/dia, por 5 semanas. O grupo C foi mantido no mesmo
regime, porém na auséncia da fumaca do cigarro e tratamento. Para avaliar a eficacia do Ac2-
26, animais F+Ac2-26 foram administrados intraperitonealmente com o peptideo (1mg/kg),
1x/dia, antes da primeira exposi¢do ao cigarro. As ratas foram pesadas e tiveram a presséo
arterial aferida no inicio e final do experimento. No periodo final, a ventilagdo pulmonar foi
verificada por meio da pletismografia e também foram realizadas imagens de raios-X. Os
animais foram eutanasiados e coletados o lavado bronco alveolar (LBA) para quantificacGes
de células inflamatérias e citocinas, 0 sangue para dosagens bioquimicas de citocinas e
hemoglobina e os 6rgdos, pulmdo e traqueia, para os estudos histopatoldgicos e imuno-
histoquimicos. As andlises fisioldégicas mostraram perda de peso, aumento da pressao arterial,
reducdes da frequéncia e ventilacdo pulmonares, bem como alteracdes macroscopicas das
dimensGes pulmonares por imagens de raio-X no grupo F. Enquanto, nos F+Ac2-26, esses
valores foram semelhantes aos controles. As analises histopatol6gicas mostraram maiores
espacos intra-alveolares e aumento do tecido linfoide no pulmao e perda dos cilios no epitélio
da traqueia no grupo F comparado as F+Ac2-26 e C. Nas andlises do LBA, foi observado
aumento na quantidade de linfocitos e macréfagos em F, com reducdo significante dessas
células promovida apoés o tratamento. Nas quantificacdes de células inflamatorias nos tecidos,
os macréfagos e mastdcitos foram observados aumentados no grupo F comparado aos C e
F+Ac2-26. As analises imuno-histoquimicas do pulmédo e da tragueia mostraram menor
expressdo de AnxAl, COX-2 e MMP-9 nos animais C e F+Ac2-26. As dosagens de citocinas
e quimiocina indicaram aumento no sobrenadante do macerado do pulméo, plasma sanguineo

e LBA no grupo F e reducdo nos niveis desses mediadores em C e F+Ac2-26. Ainda, as
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dosagens bioquimicas do sangue mostraram que 0 tratamento com o peptideo ocasionou
aumento da concentracdo de hemoglobina e glicose e reducdo do colesterol total e
transaminase glutdmico oxalacética (TGO) comparados aos animais nao tratados. Nossos
resultados evidenciaram a acdo protetora do peptideo mimético Ac2-26 no modelo de DPOC,
atenuando o processo inflamatério causado pela exposicéo a fumaca do cigarro e abre novas

perspectivas para o tratamento das doencas relacionadas ao tabagismo.

PALAVRA-CHAVE: Tabagismo, AnxAl, LBA, mediadores inflamatorios, afeccdes
pulmonares, Ac2-26.
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ABSTRACT

The inflammatory process caused by smoking is related to different kinds of diseases such as
pulmonary emphysema, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and atherosclerosis.
In this scenario, an anti-inflammatory protein AnxAl may represent a therapeutic alternative.
For these reasons, the objective of this research was to analyze the effects of the mimetic
peptide Ac2-26 of the AnxAl protein, in a smoking model. Wistar rats were divided into 3
groups (n = 10/group). The groups of animals exposed to smoke were placed in a specific
equipment of the Didactic and Experimental Research Unit (UDPE) of the Integrated
Colleges Padre Albino (FIPA), and exposed to the burning of 10 cigarettes, one after another,
2x | day for 5 weeks. To evaluate the efficacy of Ac2-26, CS+Ac2-26 animals were
administered intraperitoneally with peptide (1mg / kg), 1x / day, prior to first exposure to the
cigarette. Group C was maintained in the same regimen, but in the absence of cigarette smoke
or treatment. The rats were weighed and had blood pressure measured at the beginning and
ending of the experiment. In the final period, pulmonary ventilation was verified through
plethysmography and also performed ray-X images. The animals were euthanized and
collected the alveolar bronchus (BAL) for quantification of inflammatory cells and cytokines,
the blood for biochemical measurements of cytokines and hemoglobin and organs, lung and
trachea, for histopathological and immunohistochemical studies. The physiological analyzes
showed weight loss, increased blood pressure, reductions and in the pulmonary frequency and
ventilation, as well as macroscopic alternative in the lung dimensions by X-ray images in
group CS. While, in CS+Ac2-26, these values were similar to controls. The histopathological
analyzes showed enlargement of the intra-alveolar spaces and increased lymphoid tissue
(BALT), and loss of the cilia in the epithelium of the trachea in the CS group, compared to
CS+Ac2-26 and C. Numerous lymphocytes and macrophages were observed in the BAL in
CS, with significant reduction of the cells after treatment. In the quantifications of
inflammatory cells in the tissues, macrophages and mast cells were increased in the CS+Ac2-
26 group. The immunohistochemical analyzes of the lung and trachea showed lower
expression of AnxAl, COX-2 and MMP-9 in C and CS+Ac2-26 animals. The dosages of
cytokines and chemokine indicated incr ease in the supernatant of lung macerate, blood
plasma and BAL in the F group and reduction of these mediators levels in C and CS+Ac2-26
groups. Also, the biochemical blood measurements showed that treatment with the peptide
caused an increase in hemoglobin and glucose concentrations and reduction of total

cholesterol and Glutamic oxaloacetic transaminase (GOT) compared to untreated animals.
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Our results evidenced a protective action of the Ac2-26 mimetic peptide in the COPD model,
by attenuating the inflammatory process caused by exposure to cigarette smoke, which opens
new perspectives for the treatment of smoking-related diseases.

KEYWORDS: Smoking, AnxAl, BAL, inflammatory mediators, pulmonary affections, Ac2-
26.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doenca Pulmonar Obstrutiva Croénica

O processo inflamatoério induzido pela inalacdo de particulas e gases nocivos do
cigarro estd relacionado ao desenvolvimento da Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
(DPOC) por causar alteragdes patoldgicas que incluem hipersecrecdo da mucosa, mudancas
estruturais nas vias respiratorias e perda de alvéolos (COMPTON et al., 2013; CARAMORI
et al., 2014) (Figura 1). Pacientes com DPOC exibem sintomas sistémicos e comorbidades,
incluindo fraqueza muscular, perda de peso, doenga cardiovascular, osteoporose, hipertensao,
depresséo e declinio cognitivo (GAN et al., 2004), sendo que a doenga apresenta estimativa
de ser a terceira causa de morte mundial em 2020 (TERAMOTO, 2007; PAN AMERICAN
HEALTH ORGANIZATION AND WORLD HEALTH ORGANIZATION: CONCERNS
REGARDING TOBACCO USE, 2012; CARAMORI et al., 2014).

A doenca apresenta alta incidéncia em homens no mundo todo embora o numero de
mulheres com DPOC tenha aumentado de forma consideravel e alarmante (AMARAL et al.,
2017). Ainda, as mulheres podem responder de forma diferente quanto ao dano pulmonar
devido a exposi¢do ao tabaco e idade avancada, apresentando aumento de TGF-B e estresse
oxidativo, maior risco de obstrucdo do fluxo aéreo e comprometimento na fungdo pulmonar
comparado aos homens (HAN et al., 2007, MARTINEZ et al., 2007, GLASSBERG et al.,
2016).

A DPOC ¢ apresentada de acordo com o tempo progressivo do habito tabagista
(HELIOT et al., 2016). Contudo, em modelos animais, foi relatado que a redug&o no tempo de
exposicao ao tabaco associada ao aumento do numero de cigarros por dia produz resultados
semelhantes aos encontrados pela exposicdo por tempo prolongado (FUJIMOTO et al., 2015).

No desenvolvimento da doenca ocorre a participacdo de varias células, principalmente
inflamatorias (SARIR et al., 2008). Os macréfagos e as células epiteliais do trato respiratorio,
ativados pelos irritantes inalatorios liberam mediadores quimicos (BARNES, SHAPIRO E
PAUWELS, 2003; CARAMORI et al., 2014), que atraem diferentes células inflamatorias as
vias respiratorias. Os neutréfilos recrutados produzem proteases, que estimulam a secrecdo de
muco associada a bronquite crénica, uma das principais caracteristicas da DPOC. Ja o0s
linfocitos T recrutados tém a capacidade de causar a citolise e a apoptose de células epiteliais
alveolares, contribuindo para o enfisema relacionado a doenca (COMPTON et al., 2013;
CARAMORI et al., 2014). O enfisema também pode ser causado pelos macr6fagos, que além

de orquestrarem a resposta inflamatoria na DPOC, produzem enzimas elastoliticas, como as
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metaloproteinase de matriz (MMP)-2 e MMP-9 (CARAMORI et al., 2014), que destroem as
fibras do conjuntivo pulmonar. Outras células, como mastdcitos e eosinofilos, também sdo
recrutados aos pulmdes expostos a fumaca do cigarro, pela via de sinalizacdo do fator de
transcricdo nuclear KB (NF-kB) (CROTTY ALEXANDER, SHIN E HWANG, 2015). Além
disso, a disfuncdo das vias aéreas pelo fumo estd associada a alta expressdo de citocinas
liberadas especialmente pelos mastdcitos (NUSSBAUMER-OCHSNER et al., 2015).
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Figura 1 - Resposta inflamatdria na DPOC - Muitas células inflamatérias e mediadores quimicos estdo
envolvidos no processo inflamatério da DPOC. A fumaca do cigarro pode ativar diretamente as células epiteliais
e macrofagos para liberar citocinas e quimiocinas, que levam ao recrutamento e ativacao de células inflamatorias
e a destruicdo do tecido pulmonar (Modificado de COMPTON et al., 2013).

Diferentes investigacGes reforcam que a DPOC esté intimamente ligada a inflamacdo,
tanto local como sistemicamente, sendo o numero de células inflamatdrias em biopsias
brénquicas e expectoracdo induzida, correlacionado com a gravidade da doencga e declinios da
funcdo pulmonar e do estado de saide. Também os mediadores inflamat6rios aumentam na
exacerbacdo da doenca (SNOECK-STROBAND et al., 2006; COMPTON et al, 2013).

Estudos tém mostrado que biomarcadores séricos de inflamacéo, incluindo o fator de

necrose tumoral-alfa (TNF-a) e MMP-9 estdo aumentados em pacientes com DPOC e


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crotty%20Alexander%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26135024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26135024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hwang%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26135024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nussbaumer-Ochsner%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26069967
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correlacionados com o grau de obstrucdo do fluxo aéreo e mortalidade (BON et al., 2009;
AUGUSTI et al., 2012). O aumento da citocina pro-inflamatodria interleucina-1 beta (IL-1p),
da quimiocina proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e reducdo de citocinas anti-
inflamatdrias também podem estar envolvidos no processo inflamatério, em pacientes
tabagistas com asma ou DPOC (ZHANG et al., 2013; KASTELEI et al., 2015;
KLENIEWSKA et al., 2016).

Outras pesquisas mostram que o habito tabagista interfere nas analises bioguimicas do
sangue, alterando os niveis de hemoglobina, colesterol, glicose, gama glutamil transferase
(Gama GT) e transaminase glutdmica oxalacética (TGO) (NOBORISAKA et al., 2014;
HOESEIN et al, 2015; XIROFOTOS et al., 2015; MONTANO et al., 2016).

Apesar dos avangos no tratamento da DPOC, ainda existe uma necessidade médica
urgente para o desenvolvimento de novas terapias dirigidas a prevencdo da progressao da
doenca e reducdo das exacerbacdes e mortalidade (COMPTON et al., 2014). A influéncia da
exposicdo a fumaga do cigarro em ratos € um modelo simples e bastante usado na literatura
para estudar os efeitos adversos do tabagismo e as possibilidades de tratamento das
enfermidades causadas por esse habito (GENGE et al., 2013; KOZMA et al., 2014). Embora
difiram no tipo e quantidade de cigarros e no tempo de exposi¢do, varios estudos tém sido
realizados para induzir a DPOC em ratos expostos ao fumo (WRIGHT, COSIO E CHURG,
2008; ZHENG et al., 2009; GENG et al., 2013; ZHOU et al., 2013). Desse modo, 0 modelo
de tabagismo é Gtil na compreensdo dos processos fisiopatoldgicos envolvidos na DPOC e no
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento.

Dado o papel central desempenhado pela inflamacdo na DPOC e histérico de efeitos
colaterais dos medicamentos usados para tratamento, a base de corticosteroides inalaveis e
broncodilatadores, como diabetes, osteoporose e risco aumentado de infecces, o
desenvolvimento de terapias anti-inflamatdrias inovadoras é fundamental, em particular para
retardar a progressdo da doenga e obter melhor controle das exacerbacbes (HANSEL e
BARNES, 2009; COMPTON et al., 2013; ARYAL, DIAZ-GUZMAN E MANNINO, 2014).
Entre os mediadores anti-inflamatdrios, a proteina enddgena Anexina A1l (AnxAl), o primeiro
membro caracterizado da superfamilia das anexinas (LIM E PERVAIZ, 2007; PERRETTI E
D'ACQUISTO, 2009; BOZINOVSKI, ANTHONY E VLAHOS, 2014), pode representar uma

terapia alternativa para o tratamento da DPOC e de outras doencas causadas pelo tabagismo.
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1.2. Anexina Al
A AnxAl, antigamente designada lipocortina 1, € uma proteina de 37 kDa que exibe

sitios de ligac&o ao calcio e aos fosfolipidios de membrana, e esta envolvida na inibi¢do das
sinteses de eicosanoides e fosfolipase A, citosolica (cPLA2), induzidas por glicocorticoides
(GCs), o que confere propriedades anti-inflamatérias a essa proteina (D'ACQUISTO,
PERRETTI E FLOWER, 2008). Estruturalmente, as anexinas compreendem dois dominios,
uma pequena regido N-terminal, que varia em comprimento e composic¢ao e, um dominio C-
central altamente conservado (GERKE E MOSS, 2001). O dominio N-terminal é Unico para
cada membro da superfamilia, confere as atividades e funcdes especificas das anexinas e
contém sitios para processos poés-traducionais, tais como, fosforilacdo, glicosilacdo e
protedlise (PERRETTI E FLOWER, 2004; SOLITO et al, 2006; PERRETTI E
D'ACQUISTO, 2009; D'ACUNTO et al., 2014).

Apdbs a descoberta que atividade bioldgica anti-inflamatéria da AnxAl poderia ser
reproduzida pelos primeiros aminoacidos da porcdo N-terminal da proteina (peptideo Ac2-
26), tornou-se uma pratica comum o uso dessas moléculas em modelos experimentais de
inflamacdo (SOLITO et al., 2003; GAVINS et al., 2007; GIROL et al., 2013). A figura 2

apresenta a estrutura e o esquema da proteina AnxAl:

A
oo FH S E R R =
—

Peptideo Ac2-26
(residuos acetilados 2 -26)

CH,CO - AMVSEFLKQAWFIE NEEQEYVQTV Rescher & Gerke, 2004

Figura 2 - Estrutura da proteina Anexina Al (AnxA1l) - A: Representacdo esquematica da estrutura primaria
da AnxAl, com destaque do sitio ativo anti-inflamatério (peptideo Ac2-26). B: llustracdo do arranjo
tridimensional da proteina (RESCHER E GERKE, 2004).

A AnxAl é amplamente distribuida no organismo, exerce mdultiplas funcbes em
diferentes sistemas, entre elas, a fusdo de membranas, fagocitose, proliferacdo e apoptose
(PERRETTI E FLOWER, 2004; KAMAL, FLOWER E PERRETT]I, 2005; LIM E PERVAIZ,
2007; PERRETTI E D"ACQUISTO, 2009) e pode ser encontrada em diversos tipos celulares,
especialmente em células relacionadas aos processos de defesa como neutréfilos, mastocitos,
monocitos e linfocitos (OLIANI et al., 2001; KAMAL, FLOWER E PERRETTI, 2005;
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OLIANI et al., 2008; BOZINOVSKI, ANTHONY E VLAHOS, 2014; SUGIMOTO et al,
2016). Nas celulas inativas, a AnxAl apresenta, predominantemente, localizacdo
intracelular, sendo translocada, apés ativacdo, para a superficie celular onde interage com
receptores transmenbranas de sete passagens acoplados a proteina G, 0s receptores para
peptideos formilados (FPRs) (PERRETTI E D'ACQUISTO, 2009; GIROL et al., 2013;
D'ACUNTO et al., 2014).

A proteina AnxAl é fortemente expressa nos macrofagos alveolares e células
epiteliais das vias aéreas de humanos e animais, sendo que as acdes da proteina tém sido
investigadas em diferentes condi¢fes clinicas do pulmdo (AMBROSE E HUNNINGHAKE,
1990; AMBROSE, BAHNS E HUNNINGHAKE, 1992; DAMAZO et al., 2004; DAMAZO
et al., 2013). Atualmente estd bem estabecido que a inflamacdo contribui para o
desenvolvimento do cancer de pulmao. A expressao aumentada da ciclo-oxigenase-2 (COX-2)
é frequentemente observada no cancer de pulmdo de células ndo-pequenas humano e
associada com mau progndstico, indicando envolvimento critico da via inflamatdria pulmonar
na carcinogénese por meio da resisténcia a apoptose, aumento da angiogénese, supressao da
imunidade do hospedeiro, aumento da invaséao celular e metastase (LU et al., 2012).

Ainda, estudos indicam que o receptor FPR2 esta presente nas células epiteliais e
inflamatorias ativadas do pulmédo e é particularmente importante na resolucdo da DPOC,
podendo ser modulado pela AnxAl e outros agonistas como amiloide sérica A e lipoxina A4
(BOZINOVSKI, ANTHONY E VLAHOS, 2014; CORMINBOEUF E LEROQY, 2015). A
contribuicdo da AnxAl e do receptor FPR2, foi investigada na regulacdo de respostas
inflamatorias em fibroblastos pulmonares humanos normais. O silenciamento da expresséo da
AnxAL nos fibroblastos pelo RNA de interferéncia pequeno (siRNA) e o bloqueio do FPR2
foram associados a aumentos significantes de TNF-o e IL-6, acompanhados da reducdo da
atividade de quimase reguladoras de sinal extracelular (ERK) e NF-kp. Estes resultados
sugerem que a AnxAl possui potencial terapéutico em doencas pulmonares inflamatorias
cronicas (JIA et al., 2013).

Diante do exposto e da grande incidéncia de DPOC, especialmente associada ao fumo,
fica evidente a importancia do estudo da administracdo do peptideo mimético da AnxAl no
tratamento dos processos inflamatdrios induzidos pela exposicdo a fumaca de cigarro em
modelo experimental, como possivel alternativa terapéutica no manejo das enfermidades

causadas pelo habito do tabagismo.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivos Gerais

Avaliar o efeito da administracdo do peptideo mimético Ac2-26 da AnxAl em modelo
de DPOC.

2.2 Objetivos Especificos
Em ratas Wistar expostas a fumaca do cigarro, tratadas ou ndo, com o peptideo Ac2-26

e controle:

e Verificar os aspectos fisiol6gicos por meio da pesagem, afericdo da pressao arterial e
analise da ventilacdo pulmonar;

e Analisar alteracfes nas imagens radioldgicas do térax;

e Observar no sangue total a dosagem de hemoglobina e no plasma os niveis de glicose,
colesterol, gama GT e TGO.

e Quantificar as células inflamatorias no LBA;

e Estudar as caracteristicas histopatoldgicas e quantificar os mastocitos e macréfagos no
pulmdo e na traqueia;

o Investigar a expressao das proteinas AnxAl, COX-2 e MMP-9, no pulmao e na traqueia.

e Auvaliar as citocinas IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a e quimiocina MCP-1 no plasma, LBA e

sobrenadante do macerado pulmonar.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais
Ratas da linhagem Wistar (n=30), com 6 semanas de idade, foram obtidas da Unidade

Didatica e de Pesquisa Experimental (UDPE) das Faculdades Integradas Padre Albino
(FIPA) de Catanduva-SP. Os animais foram avaliados pelo veterinario da prépria instituicdo
e apos, divididos em 3 grupos (n=10/grupo): controle (C), expostos ao fumo sem tratamento
(F) e tratados (F+Ac2-26) (Figura 3). As ratas foram mantidas em gaiolas, em um ambiente
com temperatura controlada (22 a 25°C) com éagua e racdo ad libitum. Os procedimentos
experimentais foram realizados na UDPE e no Laboratério Multidisciplinar (FIPA) e
conduzidos de acordo com as normas da Comissio de Etica para o Uso de Animais (CEUA
FIPA- Certificado n° 01/15).

Ratas Wistar da UDPE/FIPA
(n=30)

(CEUA FIPA —01/15)

I
I |

Inducdo ao fumo com 10

cigarros, 2x/dia— total de C (Exposto somente ao ar
20 cigarros ao dia, por 5 comprimido) (n=10)
semanas.

F+Ac2-26 (Administracdo
F (sem tratamento) (n=10) i.p. de Ac2-26, Img/kg, 1x
ao dia) (n=10)

Figura 3 - Esquema dos grupos de animais.

3.2 Protocolo de exposicao a fumaca do cigarro e tratamento com o peptideo mimético
Ac2-26

Dois grupos de animais foram induzidos a fumaca do cigarro, em aparato préprio para
exposicdo ao fumo da UDPE-FIPA, por 5 semanas. O aparelho consiste em um sistema de
contencdo de animais e outro de liberagdo da fumaca do cigarro, com um suporte externo para
0 cigarro, conectado a uma bomba de succdo dindmica (Figura 4). A bomba pode ser
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programada de modo que periodos de suc¢do do cigarro se alternem com periodos de suc¢do
de ar limpo, para prevenir a asfixia (KOZMA et al., 2014). As exposi¢Oes foram padronizadas
e 0s animais expostos a queima de 10 cigarros comerciais (contendo 0,8 mg de nicotina, 10
mg de alcatrdo e 10 mg de mondxido de carbono), um apds o outro, duas vezes ao dia (total
de 20 cigarros/dia), sendo a primeira exposi¢do realizada no periodo da manha (7:00 horas) e
a segunda no inicio da noite (18:00 horas).

A eficécia do peptideo mimético Ac2-26 da AnxAl, na protecdo contra 0S processos
inflamatdrios causados pela exposicédo ao fumo, foi avaliada em um dos grupos expostos ao
fumo (n=10) pela administragdo intraperitoneal (i.p) do Ac2-26 na dosagem de 1mg/Kg
(GIROL et al., 2013), 1x/dia, antes da primeira exposi¢do a fumaca do cigarro, por 5 semanas.
O grupo controle (n=10) foi exposto somente ao ar comprimido.

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados por dose excessiva de

anestésico isoflurano.

Figura 4 - Aparelho especifico para a indugédo & fumaca do cigarro da UDPE. Seta indica a bomba
dindmica com capacidade de succdo a fumaga do cigarro na regido externa a caixa de conten¢do dos
animais.

3.3 Andlises fisioldgicas de pletismografia, pressdo arterial e peso
Na ultima semana do protocolo de exposicdo a fumaca do cigarro, 0S grupos exposto

ao fumo foram avaliados quanto a pletismografia medindo a ventilagdo pulmonar, a

capacidade de respiracdo, frequéncia e o volume inspirado pelos animais em aparelho
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especifico e adaptado ao uso (PowerLab, AD Instruments-Gas Analyzer). O grupo controle
também foi avaliado quanto a pletismografia, apds a permanéncia no ambiente de exposicéo,
porém na auséncia da fumaca do cigarro. Nesse mesmo periodo também foi aferida a presséo
arterial pela cauda de um modo nédo invasivo (PowerLab, Transduter for rats, PanLab) e

realizada a pesagem das ratas de todos 0s grupos.

3.4 Analises por imagem de Raio X
Ap0s o periodo de exposi¢do os animais foram anestesiados i.p. com Ketamina (0,8

ml/kg) e Xylasina (0,2 ml/kg) e, em seguida, foram realizadas imagens radiograficas da regido
do térax antero superior, indicando a via respiratoria por imagens macroscopicas de 18 cm de
largura por 24 cm de altura das pranchas dos pulmdes em um aparelho especifico (Raio X —
Astex, Vet maq) adaptado para o uso em ratas Wistar. As varidveis consideradas foram a altura
retroesternal pulmonar do pulméo direito e os niveis de rebaixamento diafragmatico direito e
esquerdo (MARCOS et al. 2013).

3.5 Analises quantitativas do lavado broncoalveolar
Ao final do experimento, para a obtencdo do LBA, 0s animais tiveram a traqueia

canulada e o pulmé&o direito clampado. O pulmao esquerdo foi lavado 3 vezes com PBS e o
liquido obtido foi centrifugado por 10 minutos a 1.500 rpm. O sobrenadante foi armazenado a
-70°C para posterior dosagens bioguimicas e de citocinas e o pellet foi ressuspenso em 500 pl
de PBS e aliquotas de 10 pl corados em Turk (1:10) para quantificacdo de células

inflamatorias em camera de Neubauer (valores como niimero de células x 10°/ml).

3.6 Andlises histopatoldgicas e imuno-histoquimicas

Apos coleta do LBA, o pulméao direito e traqueia foram retirados, fixados em formol a
4% e processados para inclusdo em parafina. Secgdes de 5um foram usadas para anélises
histopatoldgicas, morfométricas e imuno-histoquimicas no microscépio Leica (DM500) do
Laboratério Multidisciplinar das FIPA.

Para as analises histopatoldgicas as seccdes foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE). Os estudos morfométricos foram feitos por meio de medi¢fes de area dos alvéolos
pulmonares com o uso de analisador de imagens (Software Leica Image Analyses).

Nos estudos imuno-histoquimicos foram avaliadas as expressoes das proteinas AnxAl,
COX-2 e MMP-9 e a identificacdo dos macrofagos. Para essas analises as secgdes foram
processadas para recuperagdo antigénica com tampdo citrato pH 6,0 e bloqueio da atividade

da peroxidase enddgena e incubadas com os anticorpos primarios policlonais rabbit: anti
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AnxAl (1:1000), COX-2 (1:300), MMP-9 (1:100) e ED-1 (1:150) (Zymed Laboratories,
Cambridge, UK) por 12 horas. A seguir, incubadas com o anticorpo secundario biotinilado
(Kit Histostain, Invitrogen) e imersas em complexo estreptavidina peroxidase conjugada. O
substrato diaminobenzidina (DAB) (Kit DAB, Invitrogen) foi usado para revelacéo e, apds, as
secgbes foram contra coradas com Hematoxilina. As proteinas foram quantificadas por
densitometria (unidades arbitrarias de 0 a 255) no analisador de imagens (software Leica
Image Analysis) e os macréfagos pulmonares quantificados em 10 imagens por lamina
obtidos pela objetiva 40x do microscépio Leica (DM500). As areas de cada tecido foram

obtidas utilizando o Leica Image Analysis Software.

3.6.1 Quantificacdo de mastdcitos
Os mastécitos foram corados com azul de toluidina a 0,1% e analisados de acordo com

suas caracteristicas morfolégicas em intactos ou desgranulados. A quantidade de histamina
nos mastdcitos foi avaliada nas condi¢fes de imaturidade e maturidade ap0ds as respectivas
coloracbes com azul de Alcian (EasyPath, Alcian Blue pH 2,5 PAS) e safranina a 2,5%
(HALLGREN E GURISH, 2014). A quantificagdo dos mastdcitos foi realizada como descrito
para 0s macrofagos no item 3.6.

3.7 Analises bioquimicas do sangue

O sangue foi coletado por puncdo cardiaca em seringas heparinizadas e separado em
aliquotas para andlise de hemoglobina com Kit comercial. Outras aliquotas foram
centrifugadas por 15 minutos a 3.000 rpm e o plasma congelado a -70°C para posterior
avaliacdes bioguimicas e dosagem de citocinas. As dosagem de colesterol total, glicose, gama
GT e TGO foram realizadas por meio de Kits comerciais, em espectrofotdmetro (absorbancia
540nm).

3.8 Dosagem de citocinas pelo MAGPIX
Os fragmentos dos pulmdes esquerdos dos grupos estudados foram macerados em

nitrogénio liquido e adicionados 500 pL. de uma solugdo contendo inibidores de protease e
fosfatase (Merck, Millipore Corporation, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. O
material foi incubado durante 20 minutos a 4 °C sob agitacdo constante e depois centrifugado
a 15000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes foram recolhidos e congelados a -
80 °C.

Os mediadores IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a ¢ MCP-1 foram quantificados no plasma
sanguineo, LBA e sobrenadante do macerado pulmonar, utilizando o Kit MILLIPLEX MAP de
citocinas de rato (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) e analisadas no
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equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA). A concentracdo dos
analitos foi determinada pelo software MAGPIX xPONENT (Millipore Corporation, USA). Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (S.E.M.) das concentracfes

de citocinas (pg/ml).

3.9 Analises estatisticas
Os resultados obtidos foram submetidos previamente a andlise descritiva e

determinacdo da normalidade. Como as amostras apresentaram distribuicdo normal, foi
utilizada a Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Todos os valores
obtidos foram expressos como média + S.E.M. e os valores de P menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

4.1. Analises das imagens de Raio X
Nas imagens por radiografias (Figura 5) foram observadas reducdes macroscopicas do

pulméo e elevacdo do diafragma no momento de inspiragdo nas ratas expostas ao fumo nao
tratadas (Figura 5B), em comparagdo aos grupos controle (Figura 5A) e expostos ao fumo
tratados (Figura 5C).

4.2. Andlises fisioldgicas da pletismografia, pressao arterial e peso
As analises da pletismografia mostraram reducéo significante da frequéncia pulmonar

nos animais F (69,54+2,379; p<0,05) comparados aos controles (87,10+3,634) e F+Ac2-16
(95,32+4,178; p<0,001; Figura 5F). A capacidade de ventilagdo final também foi reduzida no
grupo exposto ao fumo sem tratamento (762,3+11,53) com relagdo aos grupos controle
(943,2+34,19; p<0,05) e tratado (1076+71,90; p<0,01; Figura 5H). Ndo houve diferenca
significante do volume inspirado entre os grupos (Figura 5G).

Com relacdo a pressao arterial, no final do protocolo de exposicéo a fumaca do cigarro
ocorreu aumento significante (p<0,001) nos animais F (80,15+1,722) comparados aos
controles (69,00+1,317) e tratados com o peptideo (67,22+1,461 e Figura 5D).

As analises de pesagem final mostraram reducdo significante no grupo exposto ao
fumo sem tratamento (288,3+5,831; p<0,01) comparado ao controle (329,4+2,581 e Figura
5E).
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Figura 5 — Analises fisioldgicas e radiogréaficas do pulmdo — Nesses dados foram avaliadas as regides do
térax, comparando o pulméo entre os grupos controle (A), exposto ao fumo (B) e exposto ao fumo tratado (C).
Medida de 18cmx24cm. Variaveis: altura retroesternal pulmonar: do inicio ao fim do pulm&o direito; niveis de
rebaixamento diafragmaético direito (ALBDIR) e esquerdo (ALBESQ). Analises fisioldgicas de pletismografia,
pressao arterial e peso — Anélises da pressdo arterial (D). Pesagem (E). Avaliacdo da frequéncia pulmonar por
minutos (F) e capacidade do volume de ar inspirado em ml por minutos (G), capacidade de ventilacdo pulmonar
por minuto (H); Resultados apresentados como média + S.E.M. (n=10), * p<0,05; ** p<0,01 e ***p< 0,001 vs

controle; ## p<0,01 e ### p< 0,001 vs exposto ao fumo sem tratamento.
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4.3 Analises quantitativa do lavado bronco alveolar
Na analise do LBA foi observado aumento significante dos macrofagos (22,00+2,121)

(p<0,001) (Figura 6H) e linfocitos (47,75+11,86) (p<0,01 e Figura 61) no grupo exposto ao
fumo sem tratamento comparado ao controle (macrdfago: 3,250+1,652; linfocito:
2,250+1,109). Enquanto, os animais tratados mostraram reducdo significante dessas células
(macrofagos: 10,00+2,483 p<0,01; linfdcitos: 20,20+3,338 p<0,05).

4.4 Analises histopatologicas da traqueia e do pulmao
As analises histopatoldgicas da traqueia (Figura 6D-F) mostraram alteracfes no

epitélio de revestimento causado pela exposicdo a fumaca do cigarro, com a perda dos cilios
de protecéo (Figura 6E) no grupo F com relacdo ao C (Figura 6D) e F+Ac2-26 (Figura 6F), no
qual foi observada a preservacao do tecido epitelial.

Nas andlises histopatoldgicas (Figura 6A-C) e morfométricas do pulmao (Figura 6G),
foram observadas modificacbes nos espacos intra-alveolares, com aumento nos grupos
expostos ao fumo (24771+2929), comparado aos controles (9668+481,7; p<0,01) e tratados
(13235£1427; p<0,05). Os animais F ainda apresentaram aumento do tecido linfoide
associado a mucosa (BALT) (Figura 6B) e maior influxo de células inflamatdrias no pulméo
comparado aos outros grupos (Figura 6A e C).

Os resultados das analises histopatoldgicas e morfométricas indicaram a preservagao
dos tecidos nos grupos tratados com o peptideo durante o protocolo de exposicdo a fumaca do

cigarro.
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Figura 6 — Andlise histopatoldgica do pulmao— Grupo controle com aspecto normal do tecido (A), grupo
exposto ao fumo sem tratamento (B) com aumento dos espacos intra-alveolares e BALT e grupo exposto ao
fumo tratado com o peptideo (C). Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barras: 10 um. Morfometria dos espagos
intra-alveolares (G). Resultados apresentados como média + S.E.M. (n=10/grupo). Analise histopatoldgica da
traqueia —Controle (D), grupo exposto ao fumo sem tratamento com alteracédo no tecido e perda dos cilios (E) e
grupo tratado com o peptideo (F), com preservacgdo do tecido epitelial. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina. Barras:
10 um. Andlise quantitativa do lavado bronco alveolar — Quantificacdo de macrdfagos (H) e linfocitos (1), em
camera de Neubauer. Resultados apresentados como média + S.E.M. (n=10), ** p<0,01 e *** p<0,001 vs
controle; # p< 0,05 e ## p<0,01 vs exposto ao fumo sem tratamento.

4.5. Analises imuno-histoquimicas do pulméo e da traqueia
As expressdes das proteinas AnxAl, COX-2 e MMP-9 foram analisadas no pulméo e

traqueia dos grupos expostos ao fumo tratados ou ndo e controle. A especificidade das
imunomarcacdes foi comprovada pelos respectivos controles de reacdo (Figura 7D, He L).

Os animais expostos ao fumo ndo tratados mostraram expressdes aumentadas da
AnxALl no pulméo (189,4+11,54; p<0,01; Figura 7B e M) e traqueia (176,1+15,46; p<0,05;
Figura 7P) comparadas ao grupo controle (pulmdo: 169,5+7,238; Figura 7A, traqueia:
152,3+14,83, Figura 7P). Diferentemente, o grupo F+Ac2-26 apresentou reducdo na
expressao da AnxAl no pulmdo (167+5,984; p<0,01; Figura 7C e M) e traqueia
(153,8+11,92; p<0,05; Figura 7P) com relacdo ao grupo F.

A expressdo da COX-2 foi aumentada nos pulmdes (189,2+7,520; p<0,001; Figura 7F
e N) e traqueia (182,4+13,94; p<0,05; Figura 7Q), no grupo F comparado ao controle
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(pulmdo: 152,3+8,678; Figura 7E e traqueia 156,6+1,790, Figura 7Q). O tratamento com o
peptideo reduziu a expressao dessa enzima no tecido pulmonar (164,8+11,99; p<0,001; Figura
7G e N) com relacéo ao grupo néo tratado.

Analises da imunorreatividade para MMP-9 mostraram aumento significante
(p<0,001) na expressdao da enzima no pulmdo de animais expostos ao fumo néo tratados
(175,6+10,16; Figura 7J e O) e tratados (176,2+2,831; Figura 7K e O) com relagdo aos
animais controle (142,6+7,506; Figura 71 e O). Na traqueia, reducdes na expressao de MMP-9
(p<0,001) foram observadas apds o tratamento com o peptideo (159,9+12,94; Figura 7R)
comparado aos animais nao tratados (171,7+4,777; Figura 7R).

C F F+Ac2-26 Controle de Reacéo

COX-2 ANX A1

MMP -9

3 - -

H 200 zi 20 aF €
= § g3 w

3 180 §§ 180 =§ i

£ R i +Ac2-26
$31 82 « 83 ®

H 5 5

0 o O

T | T

i i i

o o 1 N0

Figura 7 — Expressdo das proteinas AnxAl, COX-2 e MMP-9 no pulmé&o e traqueia: Menor expressdo das
proteinas nos grupos controles (A, E e 1), aumento da imunomarcagdo no grupo exposto ao fumo sem
tratamento (B, F e J) e reducdo na expressdo da AnxAl e COX-2 apds tratamento com o peptideo (C e G).
Auséncia de marcacdo no controle de reacdo (D, H e L). Contra-coloracdo: Hematoxilina. Barras 10 um.
Anélises Densitométricas: Resultados apresentados como média + S.E.M. (n=10/grupo) (M, N, O, P, Q e R).
*p<0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001 vs controle; # p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs exposto ao fumo sem
tratamento.
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4.6 Analises quantitativas de células inflamatdrias no pulmao e traqueia

4.6.1 Macrofagos

A quantificagdo dos macrdfagos foi realizada por meio de imuno-histoquimica e
avaliada no pulméo e na traqueia dos grupos controle e expostos ao fumo tratados ou ndo. A
especificidade desta analise foi comprovada pelo controle de reacéo.

No pulmao, essas analises indicaram aumento (11,0+4,74) (Figura 8A) no grupo F
(135,0+54,56) (p<0,001) comparado ao controle e reducdo dessas celulas no grupo F+Ac2-26
(43,75+20,75) (p<0,001). Resultados semelhantes foram observados na traqueia, com maior
quantidade de macrofagos nos animais nédo tratados (67,19+ 20,76; p<0,001; Figura 8F) com
relacdo ao controle (24,40+7,917) e animais tratados com o peptideo (26,50+ 8,023; p<0,001).

4.6.2 Mastdcitos
No pulmao, a exposi¢do ao fumo promoveu aumento significante de mastdcitos totais

(17,00£7,321; p<0,05) e intactos (23,75+1,531; p<0,001) no grupo sem tratamento
comparado ao controle (totais: 17,00+7,321; intactos: 5,833+4,233) e reducéo significante de
mastécitos totais (12,75+5,108; p<0,01), intactos (5,313+1,875; p<0,001) e desgranulados
(6,000+3,687; p<0,01) no grupo tratado comparado ao F (desgranulados: 26,38+10,18)
(Figura 8B). Dados semelhantes foram encontrados nas observacdes realizadas na tragueia
(Figura 8G), com aumento significante de mastdcitos totais (17,16+8,077; p<0,05), intactos
(9,792+3,393; p<0,05) e desgranulados (9,464+3,740; p<0,05) no grupo F comparado ao
controle (totais: 7,800£3,304; intactos: 5,500+2,092; degranulados: 5,208+2,426) e tratados
(totais: 3,344+2,150; p<0,001; intactos: 1,875+0,6847; p<0,001; desgranulados: 2,708+1,840;
p<0,01; Figura 8C e H).

Os mastocitos também foram quantificados apds coloracdo com safranina e azul de
alcian no pulmdo e tragueia em todos os grupos (Figura 8D, E, | e J). Nas andlises do pulméo,
foi observado aumento de mastocitos azul de alcian positivos (p<0,05) e especialmente
safranina positivos (p<0,01) no grupo exposto ao fumo sem tratamento (34,11+ 18,72)
comparado ao controle (6,750+ 3,010), e tratado (15,00+ 8,385). As andlises dos mastocitos
na traqueia também indicaram aumento dessas células, especialmente safranina positivas
(p<0,01), nos animais ndo tratados (16,46+ 9,982) comparados aos controles (2,500+ 1,976)
com reducdo pela administracéo do peptideo (2,083+ 2,041).
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Figura 8 — Macrofagos e mastécitos no pulmao e traqueia - Poucos macréfagos (A e F) e mastdcitos (B-E, G-
J) nos grupos controles. Aumento dessas células no grupo exposto ao fumo sem tratamento e reducdo apos
tratamento com o peptideo. (n=10/grupo). Contra-coloracdo: Hematoxilina. Coloracdo: Azul de toluidina (B, C,
G e H), azul de alcian (D e I) e safranina (E e J). Barras 10 um. Resultados apresentados como média + S.E.M.
* p<0,05; **p<0,01;** p<0,01 *** p< 0,001 vs controle; # p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs exposto ao fumo
sem tratamento.
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4.7. Analises bioquimicas do sangue
A dosagem da hemoglobina no sangue total mostrou aumento significante (p<0,01)

nos animais F (16,92+1,224), comparado aos grupos controle (10,23£1,229) (Figura 9A). Nas
analises bioquimicas do plasma sanguineo, foram avaliadas as dosagens de glicose em mg/dl,
colesterol em mg/dl, gama GT em U/L e TGO em U/mL.

Niveis reduzidos de glicose (Figura 9B) foram observados no grupo exposto ao fumo
sem tratamento (374,6x 99,27) com relagcdo ao C (461,1+ 35,39), e aumento significante no
grupo F+Ac2-26 (477,0+ 64,11) comparado ao F.

Na dosagem de gama GT (Figura 9C) foi observado aumento (p<0,05) nas ratas
expostas ao fumo ndo tratadas (15,97+ 5,559) com relacdo as controles (7,644+ 2,049) e
reducdo significante (p<0,01) com o tratamento (4,860+ 3,519).

Reducdes dos niveis de colesterol (Figura 9D) e TGO (p<0,05) (Figura 9E) também
foram observadas nos animais F+Ac2-26 (TGO: 111,2+ 8,565; colesterol: 65,02+ 18,33)
comparado ao grupo sem tratamento (TGO: 127,8+ 9,230; colesterol: 91,91+ 26,70).
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Figura 9 - Analise bioquimicas do sangue — A dosagem de hemoglobina (A) foi realizada no sangue total por
g/dl nos grupos controle, exposto ao fumo e exposto ao fumo tratado. As dosagens de glicose (B), gama GT (C),
colesterol (D) e TGO (E) foram realizadas no plasma sanguineo, respectivamente por mg/dL, U/L e U/mL, todos
0s grupos. Resultados apresentados como média + S.E.M. (n=10/grupo). * p< 0,05; ** p< 0,01 vs controle #
p<0,05; ##p<0,001 vs exposto ao fumo sem tratamento.

4.8 Andlises de citocinas pelo MAGPIX
No sobrenadante pulmonar dos animais F foram observados niveis elevados das

citocinas pro-inflamatoérias IL-1B (p<0,01), IL-6 e TNF-a (p<0,001) e da quimiocina MCP-1

(p<0,001) com redugdo nos animais controle (Figura 10 A, B, D e E). Similarmente, foram
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encontrados aumentos nas dosagens de IL-1p, IL-6 (p<0,001) e MCP-1 (p<0,01) no plasma
sanguineo (Figura 10F, Ge I) e de IL-1p (0,001) e MCP-1 (0,01) no LBA (Figura 10K e N).

A administracdo do peptideo promoveu reducdo significante nos niveis dos
mediadores pré-inflamatorio no sobrenadante do macerado pulmonar (IL-1p ¢ MCP-1
p<0,01; IL-6 e TNF-a p<0,001) (Figura 10A, B, D e E), no plasma sanguineo (IL-1p e IL-6
p<0,001; TNF-a p<0,01) (Figura 10F, G e J) e no LBA (IL-1p p<0,001; TNF-a p<0,05)
(Figura 10K e O).

Diferentemente, nos animais expostos ao fumo nédo tratados, niveis reduzidos da
citocina anti-inflamatéria 1L-10 foram observados no LBA (p<0,01), comparado ao controle.
Enquanto nos animais tratados, niveis aumentados de IL-10 foram encontrados no
sobrenadante pulmonar e LBA (p<0,001) com reducdo nos sem tratamento (Figura 10C, H e
M).
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Figura 10 - Dosagem de citocinas no macerado do pulmao, plasma sanguineo e lavado broncoalveolar - IL-
1B (A, Fe K); IL-6 (B, G e L); IL-10 (C, H e M); MCP-1 (D, I e N); TNF-a (E, J e O). Resultados apresentados
como média + S.E.M. (n=10/grupo). ** p< 0,01; *** p< 0,001 vs controle # p<0,05; ## p<0,01 ### p<0,001 vs
exposto ao fumo sem tratamento
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5. DISCUSSAO

O hébito tabagista é um importante problema de satide mundial e mesmo pessoas ndo
tabagistas, que convivem com a fumaca produzida por fumantes, sofrem os danos causados
por esta exposicdo (COMPTON et al., 2013; CAMARONI et al., 2014). O fumo esta
fortemente associado, entre outras afeccdes, ao desenvolvimento da doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC), uma grave condicdo de saide, induzida por processo inflamatério
e caracterizada pela limitacdo progressiva do fluxo de ar (PAN AMERICAN HEALTH
ORGANIZATION AND WORLD HEALTH ORGANIZATION: CONCERNS
REGARDING TOBACCO USE, 2012). Atualmente para o tratamento da DPOC sdo
administrados broncodilatadores a base de corticoides, e existem poucos estudos sobre
alternativas com anti-inflamatorios, e outras terapias para tratamento da doenca (HANSEL E
BARNES, 2009). Diante disso, é importante o desenvolvimento de novas terapias dirigidas a
prevencdo da progressdo da doenca e reducao das exacerbacdes e mortalidade (COMPTON et
al., 2014). Entre os mediadores anti-inflamatdrios, particularmente a proteina AnxAl pode
representar uma alternativa terapéutica no manejo das enfermidades causadas pelo tabagismo.
Por essas razfes investigamos os efeitos da administracdo do peptideo mimético da AnxAl, o
Ac2-26, em modelo de exposicdo a fumaca de cigarro em ratas.

Sobre 0o modelo proposto, de modo geral, nossos dados reforcam que o modelo
utilizado foi eficaz na inducdo da DPOC, promovendo alteragdes morfofisioldgicas
importantes nas ratas estudadas. Os resultados obtidos relacionados ao uso de fémeas estéo de
acordo com a literatura e mostram a susceptibilidade a danos das vias aéreas em menor
periodo de exposicdo ao tabagismo comparado aos machos, embora as fémeas possam
apresentar maior recuperacdo quando ex-fumantes, devido ao efeito do estrégeno
(GLASSBERG et al., 2016; AMARAL et al., 2017).

Inicialmente, analisamos os dados fisiologicos relacionados a peso, pressao arterial e
ventilacdo pulmonar e, como esperado, ocorreu perda de peso, aumento da pressdo e reducédo
da frequéncia e capacidade de ventilagdo nos ratas expostas ao fumo sem tratamento, o que
indica diminuicdo da capacidade pulmonar nos animais expostos ao fumo e corroboram a
viabilidade do modelo usado. Além disso, nossos dados de imagem por radiografia mostraram
reducdes no perimetro pulmonar no grupo exposto ao fumo sem tratamento comparado com
0s grupos controle e exposto ao fumo e tratado, em concordancia com os obtidos da
ventilacdo pulmonar. Estudos indicam que pacientes com paredes pulmonares mais espessas,

devido ao enfisema ou DPOC, apresentam quadro clinico grave e limitacdo no fluxo de ar,
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com comprometimento da funcdo pulmonar (HOESEIN et al, 2015). Desse modo nossos
resultados apontam que a limitagdo do fluxo de ar ocorre devido a reducéo do diametro das
vias aéreas em nivel baixo, em conformidade com dados de literatura (VENEGAS, et al.
2005; DIJKSTRA, et al. 2011).

Nossas anélises fisioldgicas reforcam os efeitos prejudiciais e as comorbidades que
acompanham o hébito tabagista (GAN et al., 2004; TERAMOTO, 2007; PAN AMERICAN
HEALTH ORGANIZATION AND WORLD HEALTH ORGANIZATION: CONCERNS
REGARDING TOBACCO USE, 2012; CARAMORI et al., 2014). Contudo, nos animais
tratados com o peptideo o peso, a pressao arterial, ventilacdo e as dimensfes pulmonares
foram semelhantes as encontradas nos animais controle, evidenciando os efeitos benéficos do
tratamento contra as acGes sistémicas da exposi¢cdo ao fumo. Ainda, estdo de acordo com
estudos que apontam o papel protetor do Ac2-26 em afec¢bes do pulmao (DAMAZO et al.,
2011; CUNHA et al., 2012).

Além da hipertensdo, o tabagismo pode estar ligado a elevacdo dos niveis de
hemoglobina (MAIA et al., 2011; LUDICKE et al., 2015). Por essa razdo, investigamos a
taxa de hemoglobina no sangue dos animais expostos ao fumo e, novamente, verificamos o
efeito protetor do peptideo no grupo tratado, o qual manteve a concentracdo de hemoglobina
semelhante ao grupo controle, e, diferentemente, elevada nos animais expostos ao fumo ndo
tratados. A alta taxa de hemoglobina no grupo exposto ao fumo esté associada a glicoproteina
eritropoietina sérica (EPO) que estimula a producéo de células vermelhas. Contudo, nos casos
de exacerbacdo de DPOC a EPO pode estar reduzida, indicando que na fase aguda da doenca,
a associacdo hemoglobina/ EPO ¢€ inversa e esta ligada ao aumento de IL-6, mostrando
resisténcia da EPO por meio de mecanismos que estdo associados ao aumento do processo
inflamatdrio sistémico (SALA et al. 2010; MARKOULAKI et al., 2011; SINGH et al. 2016).

Nas outras analises bioguimicas, observamos aumento do colesterol no grupo exposto
ao fumo sem tratamento comparado ao controle e reducdo significante com o tratamento.
Outra investigacdo também indica o aumento de colesterol total e LDL em pacientes fumantes
comparado aos ndo fumantes (XIROFOTOS et al., 2015) e ainda indicam a relacdo da doenca
cardiovascular ligada a DPOC (HUNNINGHAKE, 2005). Nossos dados mostraram, ainda,
valores reduzidos de glicose no sangue dos animais expostos ao fumo néo tratado, comparado
ao controle e tratados, e estdo de acordo com estudos que observaram a reducgéo de glicose em
ratos expostos ao fumo n&o obesos (MONTANO et al., 2016). Diferentemente, outros estudos

indicam a DPOC como um fator de risco para diabetes mellitus 2 em pacientes
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hiperglicémicos ligado aos fatores de inflamagdo e estresse oxidativo. (MIRRAKHIMOV,
2012)

Nas dosagens de TGO e gama GT observamos aumento no grupo exposto ao fumo
sem tratamento corroborando com dados de literatura que indicam o tabagismo com grande
potencial para riscos no desenvolvimento de doengas renais e toxicidade (NOBORISAKA et
al., 2014). Por outro lado, a reducao nos niveis dessas enzimas observadas pela administracdo
do peptideo da AnxAl apontam, novamente, o efeito protetor do tratamento.

O papel anti-inflamatorio do Ac2-26 também foi observado pelas analises de células
inflamatorias no LBA, as quais mostraram maior quantidade de leucdcitos, especialmente
linfocitos e mondcitos, nos animais expostos ao fumo nao tratados e redugdo pds-tratamento.
O aumento de leucdcitos apds a exposicdo a fumaca do cigarro, especialmente no grupo sem
tratamento, esta de acordo com investigacdes que correlacionam o elevado numero de células
inflamatorias em bidpsias brénquicas e expectoracdo a gravidade da doenca com declinio da
funcdo pulmonar e estado de satde na DPOC (COMPTON et al., 2013). A reducdo do influxo
leucocitario promovida pelo Ac2-26 também foi observada em diversos modelos
experimentais (BOZINOVSKI, ANTHONY, VLAHOS, 2014; SUGIMOTO et al, 2016) e
confirmaram o potencial anti-inflamatorio do peptideo.

As analises histopatolégicas do pulméo e da traqueia mostraram aumento dos espagos
intra-alveolares e influxo de células inflamatorias no grupo exposto ao fumo comparado com
0s animais controles. A degeneracao do parénquima pulmonar foi mais acentuada nos animais
expostos ao fumo ndo tratados, nos quais foi observado aumento de BALT. A reducdo do
fluxo de ar e consequente dificuldade para respirar podem estar relacionadas ao desequilibrio
entre as proteases responsaveis pela destruicdo do parénquima pulmonar e antiproteases que
inibem a acdo das enzimas proteoliticas, podendo ocasionar o enfisema pulmonar
(RICHMOND et al., 1993; RUFINO et al., 2006; KOZMA et al., 2014). Contudo, menores
alteracbes foram observadas nas ratas tratadas com o peptideo Ac2-26 que mostraram a
preservacdo do parénquima pulmonar. De acordo com Cunha e colaboradores (2012) no
modelo experimental de inflamacdo induzida por lipopolissacarideo (LPS), o pré-tratamento
com peptideo mimético Ac2-26 inibe a migracdo de leucocitos para o tecido pulmonar.

Nas quantificacGes teciduais das células inflamatorias identificamos por imuno-
histoquimica maior quantidade de macrdéfagos nos espacos intra-alveolares e septos teciduais
bem como na traqueia do grupo exposto ao fumo sem tratamento comparado ao controle e
tratados, corroborando com outros estudos que mostraram o aumento dessas células e o

desenvolvimento da disfuncdo das vias aéreas em grupos expostos ao fumo
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(NUSSBAUMER-OCHSNER et al., 2015). Os estudos histopatologicos também
evidenciaram numerosos mastocitos no pulmdo e traqueia, intactos e desgranulados, e
também azul de alcian positivos e, principalmente safranina positivos, nos grupos expostos ao
fumo sem tratamento, mas com reducdo acentuada dessas células pela administracdo do Ac2-
26. Outras investigacOes indicam que o tabagismo aumenta a liberagcdo de histamina pelos
mastdcitos alveolares com sua subsequente desgranulacdo o que contribui para a destruicéo
das paredes alveolares, recrutamento de neutréfilos e liberagdo de citocinas e quimiocinas
(KALENDERIAN et al., 1988; MORTAZ, FOLKERTS E REDEGELD, 2011).

Na continuidade do trabalho, observamos a maior expressdo da AnxAl no grupo
exposto ao fumo sem tratamento no pulmédo e na traqueia, comparado aos demais grupos,
indicando a participacdo da proteina enddgena no controle da inflamacdo e na preservacéao
tecidual. O aumento na expressdo da AnxAl também foi observado em outras investigacoes,
em fases aguda do processo inflamatorio em diferentes modelos (OLIANI et al., 2001;
DAMAZO et al., 2008; DAMAZO et al., 2011; CUNHA et al., 2012; GIROL et al., 2013).
Por outro lado, no grupo exposto ao fumo tratado ocorreu reducdo da imunomarcacao
indicando o envolvimento da AnxAl na fisiologia das células epiteliais e inflamatdrias do
pulmao, comprovando a a¢do anti-inflamatoria do Ac2-26. A reducdo na expressdo da AnxAl
enddgena, possivelmente, esta associada a um processo de feed back negativo (GIROL et al.,
2013).

Nas andlises de expressdo da COX-2 no pulmao e traqueia, também observamos maior
imunorreatividade da enzima nos animais expostos ao fumo ndo tratados comparados aos
controles e expostos ao fumo tratados. A expressdo aumentada da COX-2 foi associada ao
elevado grau de inflamagdo na DPOC e ao cancer de pulméo (MIYATA et al., 2015). Outros
estudos indicam que a COX-1 e COX-2 agem como mediadoras dos efeitos desfavoraveis do
habito tabagista, como a rigidez arterial (VLACHOPOULOS et al., 2015). Além disso,
estudos com cultura de células tumorais de pulmdo relatam que a atividade anti-inflamatoria
do ch& verde é mediada pela superexpressdao da AnxAl e reducdo na expressdao da COX-2 e
prostagladina 2 (LU et al., 2012; SEIDEL et al., 2012).

Ainda nas analises de imuno-histoquimica, identificamos maior imunorreacdo de
MMP-9 no grupo exposto ao fumo sem tratamento no pulméo e na traqueia, indicando a
participacdo dessa enzima na destruicdo do tecido. Outras investigacOes associam varias
MMPs, incluindo a MMP-9, as alteracdes de tecidos em paciente com enfisema pulmonar
(MIYATA et al., 2015; OSTRIDGE et al., 2016) Em outro estudo, a AnxA1l foi fortemente

caracterizada como reguladora positiva da MMP-9, por meio da via de NF-kp em casos de
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cancer de mama, apresentando papel protetor contra a invasdo de células cancerosas (KANG,
KO E JANG, 2012).

No contexto da inflamacdo pulmonar, na fibrose cistica, a diminuicdo da expressao
enddgena da AnxALl foi observada no LBA de pacientes (TSAO et al., 1998) e em modelos
animais (DALLI et al., 2014). O impacto da AnxAl, como mediador no controle das fases
inflamatorias e fibroticas, foi estudado em modelo de fibrose pulmonar induzida por
bleomicina usando camundongos nocautes para a AnxAl (DAMAZO et al., 2011). A
auséncia da proteina provocou aumentos no grau de inflamacéo, nos indices de fibrose e nos
niveis de fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-B1), interferon gamma (IFN-x) e
TNF-o (JIA et al., 2013). Contudo, o tratamento com o Ac2-26 melhorou os sinais de
inflamacéo e fibrose. O efeito protetor do Ac2-26 também foi investigado em um modelo de
endotoxemia pulmonar pela administracdo local ou sisttmica de LPS (DA CUNHA, OLIANI
E DAMAZO, 2012). O pré-tratamento com o peptideo foi capaz de regular a inflamagédo
endotoxémica, por meio da diminuicdo do extravasamento de leucdcitos para o tecido
conjuntivo e a cavidade alveolar, reducdo da liberacdo das citocinas pré-inflamatorias no
plasma sanguineo e aumento do mediador anti-inflamatério no LBA e plasma sanguineo,
corroborando com os dados do nosso trabalho.

Outro evento bem reconhecido envolvido na inducdo da injuria pulmonar aguda € a
isquemia e reperfusdo (I/R) intestinal, condi¢do caracterizada por intenso recrutamento de
neutrofilos e permeabilidade microvascular aumentada, sendo responsavel pela sindrome da
angustia respiratoria do adulto (GROPPER E WIENER-KRONISH, 2008; VICTONI et al.,
2010). A administragdo do peptideo mimético da AnxAl em modelo de IR intestinal foi
benéfica, com atenuacdo da migracao dos leucdcitos para o pulmédo e inducdo da liberagcdo da
IL-10 para o sangue (DAMAZO et al., 2013).

Finalmente, sabendo da importancia das citocinas nos processos inflamatorios,
procedemos as andlises das citocinas pro-inflamatoria IL1B, IL-6 € TNF-a, da quimiocina
MCP-1 e da citocina anti-inflamatoria I1L-10. Nossos resultados mostraram niveis elevados de
IL-1B, IL-6 e TNF-a nas ratas expostas ao fumo sem tratamento, no sobrenadante do pulméo,
plasma sanguineo e LBA, e corroboram com outros estudos que indicam a presenca elevada
dessas citocinas em expostos ao fumo, pacientes asmaticos e/ou com DPOC (KLENIEWSKA
et al., 2016). Assim, a reducéo desses mediadores quimicos no grupo exposto ao fumo tratado
com o peptideo mimético, novamente indica o papel protetor do Ac2-26. De modo
semelhante, os dados obtidos das dosagens de MCP-1 indicaram aumento da quimiocina no

pulmé&o dos animais expostos ao fumo ndo tratados e reducéo nos expostos ao fumo tratados e
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estdo de acordo com a quantificacdo de macréfagos pulmonares nesta investigacdo e com
outros estudos que mostraram que 0 habito tabagista prolongado, promove o aumento de
MCP-1 e contribui para os perfis inflamatérios (KASTELEI et al., 2015).

Nas dosagens da citocina anti-inflamatoria IL-10, identificamos diminuicdo dessa
citocina no grupo exposto ao fumo sem tratamento no pulmdo e plasma sanguineo,
comparado aos grupos controle e exposto ao fumo tratado. A baixa dosagem de IL-10 em
expostos ao fumo, com ou sem DPOC, comparados aos ndo expostos ao fumo, indicam que
esta citocina é afetada pela exposicdo a fumaca do cigarro (ZHANG et al., 2013).

Em conjunto, nossas analises mostraram que a administracdo do Ac2-26 no modelo de
DPOC estudado atuou sistemicamente pela melhora das caracteristicas fisioldgicas e
bioquimicas, atenuacdo do processo inflamatério com a preservacdo tecidual das vias
respiratorias, reducdo do influxo de células inflamatorias e das expressdes de AnxAl, COX-2
e MMP-9 nos pulmd@es e traqueia dos animais tratados. Além disso, a administracdo do Ac2-
26 reduziu a producdo de mediadores pro-inflamatérios e estimulou a liberacdo de IL-10.
Esses dados apontam o envolvimento da AnxALl nas vias respiratdrias em condi¢cdes normais
e durante o estimulo inflamatério e indicam o potencial terapéutico preventivo dessa proteina,

em especial, na protecdo contra a DPOC.



47

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos, nas condicdes propostas, permitem concluir que a administracdo
do Ac2-26:

e Mantém as caracteristicas fisioldgicas e radiograficas semelhantes aos controles.

e Preserva os niveis de hemoglobina no sangue e de glicose, colesterol, gama GT e TGO no
plasma sanguineo préximos aos do grupo controle.

e Atenua o processo inflamatorio pela reducdo de linfécitos e mondcitos no LBA, e dos
macréfagos e mastocitos nos pulmdes e traqueia, com preservagdo tecidual das vias
respiratdrias.

e Reduz a expressdo endogena de AnxAl, COX-2 e MMP-9 no pulmao e na traqueia.

e Diminui a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios como IL-1p, IL-6, TNF-a e MCP-1 e

estimula a producéo de I1L-10 no plasma, LBA e sobrenadante do macerado pulmonar.

Associados, nossos dados mostram que a administracdo do peptideo mimético da
AnxALl promove efeitos anti-inflamatérios preventivos contra o desenvolvimento da DPOC

no modelo proposto.
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ABSTRACT

The objective of this research was to analyze the effects of the Annexin Al (AnxAl) protein
mimetic peptide Ac2-26, in a smoking model. Group CS was exposed to the smoke of 10
cigarettes, 2x/day for 5 weeks. The efficacy of Ac2-26 was evaluated in CS+Ac2-26 animals.
Group C was not exposed to cigarette nor treated. The weigh, blood pressure,
plethysmography and ray-X images were analyzed. After euthanasia the bronchoalveolar
lavage (BAL), blood, lungs and trachea were collected for leukocytes quantification,
cytokines and biochemical measurements, histopathological and immunohistochemical
studies. The physiological analyzes showed weight loss, increased blood pressure, reductions
in the pulmonary frequency and ventilation, as well as macroscopic alterations in the lung
dimensions in CS group. The histopathological studies showed enlargement of the intra-
alveolar spaces and lynphoid tissue in the lung, and also loss of the tracheal cilia a in the CS
group. Numerous lymphocytes and macrophages were observed in the BAL in CS, with
significant reduction in CS+Ac2-26 animals. Tissue macrophages and mast cells were also
increased in the CS group. The immunohistochemical analyzes of the lung and trachea
showed lower expression of AnxAl, COX-2 and MMP-9 in C and CS+Ac2-26 animals. High
cytokines levels were observed in the macerated lung supernatant, blood plasma and BAL of
the CS group compared to C and CS+Ac2-26. The biochemical assays showed that treatment
increased hemoglobin and glucose levels and reduced total cholesterol and glutamic
oxaloacetic transaminase measurements. Our results highlighted a protective effect of the
Ac2-26 mimetic peptide in the COPD.
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VISUAL ABSTRACT
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INTRODUCTION

Smoking is associated with chronic obstructive pulmonary disease (COPD), a serious
health condition characterized by progressive limitation of airflow (Compton, et al., 2013;
Camaron et al., 2014). Patients with COPD also exhibit systemic symptoms and
comorbidities, including muscle weakness, weight loss, cardiovascular disease, osteoporosis,
hypertension, depression and cognitive decline (GAN et al., 2004), and the disease is
estimated to be the third cause of Death in 2020 (TERAMOTO, 2007; PAN AMERICAN
HEALTH ORGANIZATION AND WORLD HEALTH ORGANIZATION: CONCERNS
REGARDING TOBACCO USE, 2012; CARAMORI et al., 2014). The COPD has a high
incidence in men worldwide although the number of women with the disease has considerably
increased at an alarming rate. In addition, women may respond differently to the type and site
of lung damage due to tobacco exposure and may also present increased respiratory distress
(HAN et al., 2007, MARTINEZ et al., 2007, AMARAL et al., 2017).

COPD is presented according to the progressive intensity of the smoking habit
(HELIOT et al., 2016). However, in animal models, it has been reported that the reduction in
the time of exposure to tobacco associated with increasing of the number of cigarettes per day
produces similar results to those found by long-term exposure (FUJIMOTO et al., 2015).

The inflammatory process induced by the inhalation of noxious particles and gases is
responsible for COPD because it causes pathological changes including mucosal
hypersecretion, structural changes in the airways and loss of alveoli (Compton et al., 2013;
Caramori et al., 2014). In the development of the disease, macrophages and respiratory tract
epithelial cells activated by inhaled irritants release chemical mediators (BARNES,
SHAPIRO and PAUWELS, 2003; CARAMORI et al., 2014), which attract different
inflammatory cells into the airways.

Different investigations confirm that COPD is closely linked to inflammation, both
locally and systemically, with the number of inflammatory cells in bronchial biopsies and
induced sputum correlated with disease severity and declines in lung function and health
status. Also, inflammatory mediators increase in disease exacerbation (SNOECK-
STROBAND et al., 2006; COMPTON et al, 2013).

The central role played by inflammation in COPD indicates that the development of
novel anti-inflammatory therapies is critical, in particular to slow disease progression and
ameliorate the control of exacerbations (COMPTON et al., 2013, ARYAL, DIAZ-GUZMAN,
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AND MANNINO , 2014). Among the anti-inflammatory mediators, the endogenous protein
Annexin Al (AnxAl), the first characterized member of the annexin superfamily (LIM E
PERVAIZ, 2007; PERRETTI AND D'ACQUISTO, 2009, BOZINOVSKI; ANTHONY;
VLAHQOS, 2014) may represent an alternative therapy for the treatment of COPD and other
diseases caused by smoking.

After the discovery that the biological activity of AnxAl could be reproduced by the
first amino acids of the N-terminal portion of the protein (peptide Ac2-26), it has become
common practice to use these molecules in experimental models of inflammation (SOLITO et
al., 2003 Gavins et al., 2007, Girol et al., 2013).

AnxAl protein is strongly expressed in alveolar macrophages and in human and
animal airway epithelial cells, and the actions of the protein have also been investigated in
different clinical conditions of the lung (AMBROSE and HUNNINGHAKE, 1990;
AMBROSE, BAHNS and HUNNINGHAKE, 1992; DAMAZO et al., 2004; DAMAZO et al,
2013).

In this investigation, we performed the administration of the mimetic peptide of
AnxAL in an experimental cigarette smoke model, as a possible therapeutic alternative in the

management of the illnesses caused by the habit of smoking.
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MATERIALS AND METHODS

ANIMALS

Female Wistar rats (n = 30), 6 weeks old, were obtained from the Didactic and
Experimental Research Unit (UDPE) of the Padre Albino Integrated Colleges (FIPA) of
Catanduva-SP. The animals were evaluated by the institution's veterinarian and then divided
into 3 groups (n = 10 / group): control (C), exposed to smoke without treatment (CS) and
treated (CS + Ac2-26). The rats were kept in cages in a temperature controlled environment
(22 to 25 °C) with water and food ad libitum. The experimental procedures were conducted
according to the standards of the Ethics Committee for the Use of Animals (CEUA FIPA -
Certificate n° 01/15).

EXPOSURE TO CIGARETTE SMOKE AND TREATMENT WITH THE PEPTIDE
MIMETIC AC2-26 PROTOCOLS

Two groups of animals were induced to cigarette smoke in a UDPE-FIPA smoke
exposure apparatus for 5 weeks. The apparatus consists of an animal containment system and
a cigarette smoke release system, with an external cigarette holder connected to a dynamic
suction pump. The pump can be programmed so that cigarette suction periods alternate with
periods of clean air suction to prevent asphyxiation (KOZMA et al., 2014). The exposures
were standardized and the animals exposed to the burning of 10 commercial cigarettes
(containing 0.8 mg of nicotine, 10 mg of tar and 10 mg of carbon monoxide), one after
another, twice a day (total of 20 cigarettes / day), with the first exposure being performed in
the morning (7:00 a.m.) and the second in the early evening (6:00 p.m.).

The efficacy of the AnxAl mimetic peptide, Ac2-26, in protecting against
inflammatory processes caused by exposure to tobacco smoke was evaluated in one of the
smoke-exposed groups (n = 10) by intraperitoneal (ip) administration of Ac2-26 at the dosage
of Img / kg (GIROL et al., 2013), 1x / day, before the first exposure to cigarette smoke, for 5
weeks. The control group (n = 10) was exposed only to compressed air. At the end of the

experiment the animals were euthanized by excessive dose of anesthetic.
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PHYSIOLOGICAL ANALYZES OF PLETHYSMOGRAPHY, BLOOD PRESSURE
AND WEIGHT

In the first and last weeks of the protocol for exposure to cigarette smoke, smoke-
exposed groups were evaluated for plethysmography by measuring lung ventilation,
breathability, frequency and the volume inspired by the animals in a specific apparatus
adapted to the use (PowerLab , AD Instruments-Gas Analyzer). The control group was also
evaluated for plethysmography, after being in the exposure environment, but in the absence of
cigarette smoke. In the same period, the rats were weighed and blood pressure was also

measured by the tail in a non-invasive manner (PowerLab, TransLower for rats, PanLab).

X-RAY IMAGE ANALYSIS

After the exposure period the animals were anesthetized i.p. With Ketamine (0.8 ml /
kg) (BioChimico,ltatiaia, Brazil) and Xylasin (0.2 ml / kg) (Ceva Santé Animale, Paulinea,
Brazil), and then radiographic images were taken of the upper anterior chest region, indicating
the airway by macroscopic images of 18 cm wide by 24 cm of height of the planks of the
lungs in a specific device (X-ray - Astex, Vet maq) adapted for use in Wistar rats. The
variables considered were the pulmonary retrosternal height of the right lung and the right and
left diaphragmatic lowering levels (MARCOS et al., 2013).

QUANTITATIVE ANALYZES OF BRONCHOALVEOLAR LAVAGE

The BAL was obtained at the end of the experiment. The animals had the trachea
cannulated and the right lung clamped. The left lung was washed 3 times with PBS and the
liquid collected was centrifuged for 10 minutes at 1500 rpm. The supernatant was stored at -
70 ° C for subsequent biochemical and cytokine assays and the pellet was resuspended in 500
pl PBS and 10 pl aliquots stained in Turk (1:10) for quantification of inflammatory cells in a

Neubauer camera (values as number of cells x 10° / ml).

HISTOPATHOLOGICAL AND IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYZES
Trachea and right lung were removed, fixed in 4% formaldehyde and processed for
paraffin inclusion. Sections of 5 pm were used for histopathological, morphometric and

immunohistochemistry analyzes in the Leica microscope (DM500).
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For histopathological studies the tissue sections were stained with Hematoxylin and
Eosin (HE). Morphometric studies were performed by means of pulmonary alveolar area
measurements using an image analyzer (Software Leica Image Analyzes).

In the immunohistochemistry studies the expressions of the proteins AnxAl, COX-2
and MMP-9 and the identification of the macrophages were evaluated. After antigenic
recovery with citrate buffer pH 6.0 and blockade of the endogenous peroxidase activity the
sections were incubated with the rabbit polyclonal primary antibodies: anti-AnxA1 (1: 1000),
COX-2 (1: 300), MMP-9 (1: 100) and ED-1 (1: 150) (Zymed Laboratories, Cambridge, UK)
for 12 hours. They were then incubated with the biotinylated secondary antibody (Histostain
Kit, Invitrogen) and immersed in conjugated streptavidin peroxidase complex. The substrate
diaminobenzidine (DAB) (DAB Kit, Invitrogen) was used for development and, thereafter,
the sections were stained with Hematoxylin. The proteins were quantified by densitometry
(arbitrary units 0 to 255) in the image analyzer (Leica Image Analysis software) and the lung
macrophages quantified in 10 images per slide under the 40x objective of the Leica
microscope (DM500). The areas of each tissue were obtained using the Leica Image Analysis

Software.

QUANTIFICATION OF MAST CELLS

The mast cells were stained with 0.1% toluidine blue and analyzed according to their
intact or degranulated morphological characteristics. The amount of histamine in the mast
cells was evaluated in the conditions of immaturity and maturity after the respective stains
with Alcian blue (EasyPath, Alcian Blue pH 2.5 PAS) and 2.5% Safranin (HALLGREN and
GURISH, 2014). Quantification of mast cells was performed as described for macrophages in

the previous item.

BIOCHEMICAL BLOOD TESTS

The blood was collected by cardiac puncture in heparinized syringes and separated in
aliquots for analysis of hemoglobin with commercial Kit. Other aliquots were centrifuged for
15 minutes at 3000 rpm and plasma frozen at -70 ° C for further biochemical evaluations and
cytokine dosing. Total cholesterol, glucose, gamma GT and TGO were measured by means of
commercial kits (LAB Test) in a spectrophotometer (absorbance 540nm).
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DOSAGE OF CYTOKINES BY MAGPIX

The fragments of the left lungs were macerated in liquid nitrogen and 500 pl of a
solution containing protease inhibitors and phosphatase (Merck, Millipore Corporation, USA)
were added following the manufacturer's instructions. The material was incubated for 20
minutes at 4 © C under constant stirring and then centrifuged at 15,000 rpm for 10 minutes at
4 ° C. The supernatants were collected and frozen at -80 ° C.

The IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a and MCP-1 mediators were quantified in blood
plasma, BAL and lung macerate supernatants using the mouse cytokine MILLIPLEX MAP
Kit (RECYTMAG-65K; Millipore Corporation , USA) and analyzed on LUMINEX xMAP
MAGPIX equipment (Millipore Corporation, USA). The concentration of the analytes was
determined by MAGPIX XPONENT software (Millipore Corporation, USA). Results were

expressed as mean + standard error of the mean (S.E.M.) cytokine concentrations (pg / ml).

STATISTICAL ANALYSIS
Statistical analyzes were performed by ANOVA (one-way) followed by Bonferroni

post-test and P values less than 0,05 were considered statistically significant.
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RESULTS

X-RAY IMAGE ANALYSIS
Macroscopic lung reductions and elevation of the inspiratory diaphragm were
observed in radiographic images in the untreated smoke-exposed rats (Figure 1B), compared

to the treated (Figure 1A) and exposed to the smoke groups (Figure 1C).

PHYSIOLOGICAL ANALYZES OF PLETHYSMOGRAPHY, BLOOD PRESSURE
AND WEIGHT

The plethysmography analysis showed a significant reduction in lung frequency in CS
animals (69.54 + 2.379) compared to controls (87.10 = 3.634, p <0.05) and CS + Ac2-16
(95.32 + 4.178; p<0.001, Figure 1H). The final ventilation capacity was also reduced in the
group exposed to smoke and untreated (762.3 £ 11.53) in relation to the control (943.2 *
34.19, p <0.05) and treated (1076 + 71,90, p <0.01, Figure 1J) groups. There was no
significant difference in inspiratory volume between groups (Figure 11).

In relation to blood pressure, as expected, pressures at the end of the exposure to
cigarette smoke protocol there was a significant increase (p <0.001) in CS animals (80.15 £
1,722) compared to control (69.00 + 1.317) and treated with the peptide (67.22 = 1.461 and
Figure 1E).The final weighing analyzes showed a significant reduction in the CS animals
(288.3 + 5.831; p <0.01) compared to the control group (329.4 + 2.581 and Figures 1F and G).

QUANTITATIVE ANALYSIS OF BRONCHOALVEOLAR LAVAGE

In the BAL analysis, a significant increase of macrophages (22.00 = 2.121) (p <0.001)
(Figure 2H) and lymphocytes (47.75 £ 11.86) (p <0.01 and Figure 21) was observed in the CS
group compared to control (macrophage: 3,250 + 1,652; lymphocyte: 2,250 + 1,109). Though
treated animals showed a significant reduction of these cells (macrophages: 10.00 + 2.483, p
<0.01, lymphocytes: 20.20 + 3.338, p <0.05).

HISTOPATHOLOGICAL ANALYZES OF THE TRACHEA AND LUNG
Histopathological analyzes of the trachea (Figure 2D-F) showed changes in the lining

epithelium caused by exposure to cigarette smoke, with loss of protection cilia (Figure 2E) in
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CS group relative to C (Figure 2D) and CS + Ac2-26 (Figure 6F), in which the preservation of
epithelial tissue was observed.

In the histopathological (Figure 2A-C) and morphometric studies of the lung (Figure
2G), alterations were observed in the intra-alveolar spaces, with increase in the groups
exposed to smoke (24771 + 2929), compared to controls (9668 + 481.7; P <0.01) and treated
(13235 + 1427; p <0.05). CS animals also showed increased mucosal lymphoid tissue
(BALT) (Figure 2B) and greater influx of inflammatory cells in the lung compared to the
other groups (Figure 2A and C).

The results of the histopathological and morphometric analyzes indicated the
preservation of the tissues in the groups treated with the peptide during the protocol of

exposure to cigarette smoke.

IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYZES OF THE LUNG AND TRACHEA

Expressions of the AnxAl, COX-2 and MMP-9 proteins were analyzed in the lung and
trachea of all groups. The specificity of the immunolabeling was confirmed by the respective
reaction controls (Figure 3D, H and L).

Untreated smoke-exposed animals showed increased expression of AnxAl in the lung
(189.4 £ 11.54, p <0.01, Figure 3B and M) and trachea (176.1 £ 15.46, p <0.05 , Figure 3P)
compared to the control group (lung: 169.5 £ 7.238; Figure 3A, trachea: 152.3 + 14.83, Figure
3P). In contrast, the CS + Ac2-26 group had a reduction in the expression of AnxAl in the
lung (167 + 5,984, p <0,01, Figure 3C and M) and trachea (153.8 + 11.92; p <0.05; Figure 3P)
with respect to the CS group.

The expression of COX-2 was also increased in the lungs (189.2 + 7.520, p <0.001,
Figure 3F and N) and trachea (182.4 + 13.94, p <0.05, Figure 3Q), in group CS compared to
control (lung: 152.3 £ 8.678; Figure 3E and trachea 156.6 + 1.790, Figure 3Q). Treatment
with the peptide reduced the expression of this enzyme in lung tissue (164.8 £ 11.99; p
<0.001; Figure 3G and N) in relation to the untreated group.

Immunoreactivity analyzes for MMP-9 showed a significant increase (p <0.001) in
lung enzyme expression in untreated (175.6 + 10.16; Figure 3J and O) and treated animals
(176.2 £ 2.831 , Figure 3K and O) in relation to the control animals (142.6 + 7.506; Figure 3l
and O). In the trachea, reductions in MMP-9 expression (p <0.001) were observed after
treatment with the peptide (159.9 + 12.94; Figure 3R) compared to untreated animals (171.7
4.777; Figure 3R).
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QUANTITATIVE ANALYSIS OF INFLAMMATORY CELLS IN THE LUNG AND
TRACHEA

MACROPHAGES

Quantification of macrophages was performed by immunohistochemistry and the
specificity of this analysis was confirmed by the reaction control.

In the lung, these analyzes indicated an numerous macrophages (11.0 = 4.74) (Figure
4A) in the CS group (135.0 + 54.56) (p <0.001) compared to control and reduction of these
cells in the CS + Ac2- 26 (43.75 + 20.75) (p <0.001). Similar results were observed in the
trachea, with a higher amount of macrophages in the untreated animals (67.19 + 20.76, p
<0.001, Figure 4F) in relation to the control (24.40 + 7.917) and animals treated with the
peptide ( 26.50 £ 8.023, p <0.001).

MAST CELLS

In the lung, exposure to smoke promoted a significant increase in total (17.00 + 7.321,
p <0.05) and intact (23.75 + 1.531; p <0.001) mast cells in the untreated group compared to
the control group (totals: 17,00+7,321; intacts: 5,833+4,233)but a significant reduction of
total (12,75 £ 5,108; p <0,01), intact (5,313 + 1,875; p <0,001) and degranulated (6,000 *
3,687; p <0,01) mast cells in the treated group compared to CS (degranulated: 26.38 + 10.18)
(Figure 4B). Similar data were found in the observations performed on the trachea (Figure
4G), with a significant increase in total (17.16 = 8.077; p <0.05), intact (9,792 £ 3,393; p
<0,05) and degranulated (9,464 + 3,740, p <0.05) mast cells in CS group compared to control
(total: 7,800 + 3,304, intact: 5,500 = 2,092, degranulated: 5,208 + 2,426) and treated (total:
3,344 + 2,150, p <0,001, intact: 1,875 + 0.6847, p <0.001, degranulated: 2.708 + 1.840, p
<0.01, Figure 4C and H) animals.

Mast cells were also quantified following Safranin and Alcian Blue staining in the
lung and trachea of all groups (Figure 4D, E, | and J). In the lung analyzes, there was an
increase in Alcian Blue (p <0.05) and especially Safranin (p <0.01) positive mast cells in the
group exposed to untreated smoke (34.11 + 18.72) compared to control (6,750 £ 3,010), and
treated (15.00 £ 8.385) animals. The mast cell quantificatuon in the trachea also indicated an
increase in these cells, especially Safranin positive (p <0.01), in the untreated animals (16.46
+ 9.982) compared to controls (2,500 + 1,976) and reduction by administration of the peptide
(2.083 +2.041).
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BIOCHEMICAL BLOOD TESTS

The hemoglobin concentration in the blood showed a significant increase (p <0.01) in
the CS animals (16.92 + 1.224), compared to the control groups (10.23 = 1.229) (Figure 5A).
In the biochemical analyzes of the blood plasma, the dosages of glucose in mg / dl,
cholesterol inmg /dl, GT range in U/ L, and UGT in U / mL were evaluated.

Reduced levels of glucose (Figure 5B) were observed in the untreated smoke-exposed
animals (374.6 £ 99.27) with respect to C (461.1 + 35.39), and a significant increase in the CS
+ Ac2-26 group (477.0 £ 64.11) compared to CS.

Regarding the GT measurements (Figure 9C) higher dosages (p <0.05) were observed
in the CS rats (15.97 £ 5.559) in relation to controls (7.644 + 2.049) and a significant
reduction (p <0, 01) with the treatment (4,860 + 3,519).

Decreased cholesterol levels (Figure 9D) and TGO (p <0.05) (Figure 9E) were also
observed in CS + Ac2-26 animals (TGO: 111.2 + 8.565, cholesterol: 65.02 + 18.33 )
compared to the untreated group (TGO: 127.8 + 9.230, cholesterol: 91.91 + 26.70).

ANALYSIS OF CYTOKINES BY MAGPIX

In the supernatant of the CS animals, higher levels of the proinflammatory cytokines
IL-1B (p <0.01), IL-6 and TNF-a (p <0.001) and the chemokine MCP-1 (p <0.001) were
observed in relation to control animals (Figure 6A, B, D and E). Similarly, were found
increases of IL-1p, IL-6 (p <0.001) and MCP-1 (p <0.01) in blood plasma (Figure 10F, G and
1) and IL-1p (0.001) and MCP-1 (0.01) in BAL (Figure 6K and N).

The peptide administration promoted significant reduction in the levels of pro-
inflammatory mediators in the supernatant of the lung macerate (IL-1p and MCP-1 p <0.01,
IL-6 and TNF-a p <0.001) (Figure 6A, B, D and E), in the blood plasma (IL-1pB and IL-6 p
<0.001; TNF-a p <0.01) (Figure 6F, G and J) and in BAL (IL- A p <0.05) (Figure 6K and O).
Differently, in the untreated smoke-exposed animals, reduced levels of IL-10 anti-
inflammatory cytokine were observed in BAL (p <0.01), compared to control. While in the
treated animals, increased IL-10 levels were found in lung supernatant and BAL (p <0.001)

with reduction in untreated group (Figure 6C, H and M).

DISCUSSION

Smoking is strongly associated, among other conditions, with the development of

chronic COPD, a serious health condition, induced by an inflammatory process and
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characterized by progressive limitation of airflow (CAMARONI et al., 2014). Among the
anti-inflammatory mediators, particularly the AnxAl protein may represent a therapeutic
alternative in the management of diseases caused by smoking. For these reasons we
investigated the effects of administration of the mimetic peptide of AnxAl, Ac2-26, in a
model of exposure to cigarette smoke in rats.

Initially, the physiological data were analyzed related to weight, blood pressure and
pulmonary ventilation. As expected, there was weight loss, increased blood pressure and
reduction of the frequency and ventilation capacity in untreated- exposed to smoke rats. In
addition, our radiographic imaging data showed reductions in the pulmonary perimeter in the
untreated-exposed to smoke animals compared to the control and treated-exposed to smoke
groups. Studies indicate that patients with thicker lung walls, due to emphysema or COPD,
present severe clinical condition and airflow limitation, with compromised lung function
(HOESEIN et al, 2015). Thus, our results indicate that airflow limitation occurs due to
reduction of the airway diameter at low level, according to literature data (VENEGAS, et al.,
2005; DIJKSTRA, et al., 2011).

However, in the animals treated with the peptide, the weight, blood pressure,
ventilation and lung dimensions were similar to those found in control animals, evidencing
the beneficial effects of the treatment against the systemic damages of smoking exposure.
Moreover, our data are in agreement with studies that point to the protective role of Ac2-26 in
lung diseases (DAMAZO et al., 2011; CUNHA et al., 2012).

Beyond hypertension, smoking may be linked to elevated hemoglobin levels (MAIA et
al., 2011; LUDICKE et al., 2015). For this reason, we investigated the hemoglobin
concentration in the blood of the animals exposed to the smoke and, again, we verified the
protective effect of the peptide in the treated group, which maintained the hemoglobin level
similar to the control group, and, differently, elevated in the exposed to smoke and untreated
animals. The high concentration of hemoglobin in the untreated-exposed to smoke group is
associated with serum erythropoietin (EPQO), a glycoprotein that stimulates red cell
production. However, in cases of exacerbation of COPD, EPO may be reduced (SALA et al.,
2010, SINGH et al., 2016).

In the other biochemical analyzes, we observed high cholesterol level in the group
exposed to smoke without treatment compared to control and significant reduction after
treatment. Other researches also indicate the increase in total and LDL cholesterol in smokers
compared to nonsmokers (XIROFOTOS et al, 2015). In the dosages of TGO and GT, we also
observed increased levels in the untreated- exposed to smoke group, corroborating with
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literature data that indicate smoking to great potential in the development of renal diseases
and toxicity (NOBORISAKA et al, 2014). On the other hand, the reduction in the levels of
these enzymes observed by the administration of the AnxAlpeptide points again the
protective effect of the treatment.

The anti-inflammatory role of Ac2-26 was also observed by analyzes of inflammatory
cells in BAL, which showed a higher amount of leukocytes, especially lymphocytes and
monocytes, in the untreated smoke exposed animals and reduction after treatment. The
increase in leukocytes after exposure to cigarette smoke, especially in the untreated group, is
in accordance with investigations that correlate the high number of inflammatory cells in
bronchial biopsies and expectoration to the severity of the disease with a decline in lung
function and health status in the COPD (COMPTON et al., 2013). The reduction of the
leukocyte influx promoted by Ac2-26 was also observed in several experimental models
(BOZINOVSKI, ANTHONY, VLAHQOS, 2014; SUGIMOTO et al, 2016) and confirmed the
anti-inflammatory potential of the peptide.

Histopathological analyzes showed increased intra-alveolar spaces and influx of
inflammatory cells in the group exposed to smoke compared to controls. The lung
parenchyma degeneration was more pronounced in the untreated smoke exposed animals, in
which an increase of BALT was observed. The reduction of airflow and consequent difficulty
in breathing may be related to the imbalance between the proteases responsible for the
destruction of the pulmonary parenchyma and antiproteases that inhibit the action of the
proteolytic enzymes and may cause pulmonary emphysema (RICHMOND et al., 1993,
RUFINO et al. KOZMA et al., 2014). However, minor changes were observed in the rats
treated with the peptide Ac2-26 that showed the preservation of the pulmonary parenchyma.
According to Cunha and collaborators (2012) in the experimental model of inflammation
induced by lipopolysaccharide (LPS), the pre-treatment with Ac2-26peptide mimetic inhibits
the migration of leukocytes to the lung tissue.

In tissue quantifications of inflammatory cells, by immunohistochemistry numerous
macrophages were identified in the intra-alveolar spaces and tissue septa as well as in the
trachea of the group exposed to smoke without treatment compared to control and treated
animals, corroborating with other studies that showed the increase of these cells and the
development of airway dysfunction in groups exposed to smoke (NUSSBAUMER-
OCHSNER et al, 2015). Our histopathological studies also revealed numerous mast cells in
the lung and trachea. These cells were found intact and degranulated, as well as Alcian Blue

positive and mainly Safranin positive, in the untreated-exposed to smoke group, but a marked
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reduction of these cells occurred by Ac2-26 administration. Other investigations indicate that
smoking increases the production of histamine by alveolar mast cells with subsequent
degranulation, which contributes to destruction of the alveolar septa, recruitment of
neutrophils, and release of cytokines and chemokines (KALENDERIAN, et al., 1988;
OLIANI et al., 2001; OLIANI et al., 2008; MORTAZ, FOLKERTS, REDEGELD, 2011).

In the continuity of the study, we observed the higher expression of AnxAl in the
group exposed to smoke without treatment in the lung and trachea, compared to the other
groups, indicating the participation of the endogenous protein in the control of inflammation
and tissue preservation. In the treated- exposed to smoke group, a reduction in the
immunostaining was observed, indicating the involvement of AnxALl in the physiology of the
epithelial and inflammatory cells of the lung and the anti-inflammatory action of Ac2-26. The
reduction in the expression of the endogenous AnxAl is possibly associated with a negative
feed back process (GIROL et al., 2013).

Analysis of COX-2 expression in the lung and trachea, showed increased
immunoreactivity of the enzyme in the untreated smoke exposed animals compared to the
treated and control animals. Increased expression of COX-2 was associated with the high
degree of inflammation in COPD (MIYATA et al 2015). Moreover, studies with culture of
lung tumor cells report that the anti-inflammatory activity of green tea is mediated by the
overexpression of AnxAl and reduction in the expression of COX-2 and prostagladine 2 (LU
etal., 2012; SEIDEL et al., 2012).

Following the immunohistochemical analysis, we identified a higher MMP-9
immunolabeling in the group exposed to smoke without treatment in the lung and trachea,
indicating the participation of this enzyme in tissue destruction. Other investigations associate
several MMPs, including MMP-9, to tissue changes in patients with pulmonary emphysema
(MIYATA et al, 2015; OSTRIDGE et al, 2016). In another study, AnxAl was strongly
characterized as a positive regulator of MMP-9, via the NF-kp pathway in cases of breast
cancer, presenting a protective role against the invasion of cancer cells (KANG, KO, JANG,
2012) .

In the context of pulmonary inflammation, in cystic fibrosis, the decrease in the
endogenous expression of AnxAl was observed in BAL of patients (TSAO et al., 1998) and
in animal models (DALLI et al., 2014). The impact of AnxAl, as mediator in the control of
inflammatory and fibrotic phases, was studied in a model of pulmonary fibrosis induced by
bleomycin using knockout mice for the AnxAl (DAMAZO et al., 2011). The absence of the

protein caused increases in the degree of inflammation, fibrosis rates and transforming growth
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factor beta-1, interferon gamma and TNF-a levels (JIA et al, 2013). However, treatment with
Ac2-26 improved the signs of inflammation and fibrosis. The administration of the AnxAl
mimetic peptide in a model of intestinal ischemia-reperfusion was beneficial, with attenuation
of leukocyte migration to the lung and induction of IL-10 release into the blood (DAMAZO et
al., 2013).Similar to our results the protective effect of Ac2-26 was also investigated in a
model of pulmonary endotoxemia by local or systemic administration of LPS (DA CUNHA,
OLIANI, DAMAZO, 2012), in which the pre-treatment with the peptide was able to regulate
endotoxemic inflammation by decreasing the leukocyte extravasation to the connective tissue
and alveolar cavity, reducing the release of pro-inflammatory cytokines in the blood plasma
and increasing the anti-inflammatory mediator In BAL and blood plasma,.

Finally, knowing the importance of cytokines in inflammatory processes, we
proceeded to the analysis of the pro-inflammatory cytokines IL1B, IL-6 and TNF-q,
chemokine MCP-1 and the anti-inflammatory cytokine IL-10. Our results showed elevated
levels of IL-1B, IL-6 and TNF-a in untreated-exposed to smoke rats, in lung supernatant,
blood plasma and BAL, and corroborate with other studies indicating the elevated presence of
these cytokines in asthmatic and/or COPD patients exposed to smoke (KLENIEWSKA et al
2016). Thus, the reduction of these chemical mediators in the group exposed to the smoke and
treated with the mimetic peptide again indicates the protective role of Ac2-26. Similarly, data
obtained from MCP-1 dosages indicated increased chemokine dosages in the lung of the
untreated smoke-exposed rats and reduced levels in treated smoke-exposed animals and are
consistent with the quantification of lung macrophages in this investigation and with other
studies that showed that prolonged smoking habit promotes the increase of MCP-1 and
contributes to inflammatory profiles (KASTELEI et al, 2015).

In the dosages of the anti-inflammatory cytokine IL-10, we identified a decrease of
this cytokine in the untreated-exposed to smoke group in the lung and blood plasma,
compared to the control and smoke-exposed and treated groups. The low dosage of IL-10 in
exposed to smoke, with or without COPD, compared to those not exposed to smoke, indicates
that this cytokine is affected by exposure to cigarette smoke (ZHANG et al, 2013).

Together our analyzes showed that the administration of Ac2-26 in the studied COPD
model acted systemically by the improvement of the physiological and biochemical
characteristics, attenuation of the inflammatory process with tissue preservation of the
airways, reduction of influx of inflammatory cells and expressions of AnxAl, COX-2 and
MMP-9 in the lungs and trachea of treated animals. In addition, administration of Ac2-26

reduced the production of pro-inflammatory mediators and stimulated the release of IL-10.
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These data point to the involvement of the AnxAl in the respiratory tract under normal
conditions and during the inflammatory stimulus and highlight the therapeutic potential of this

protein against the diseases caused by smoking, especially in the protection against COPD.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1.

Physiological and radiographic analyzes of the lung - the chest regions were evaluated by
comparing the lungs between the control groups (A), untreated-exposed to smoke (B) and
exposed to smoke and treated (C). Measure of 18cmx24cm. Variables: pulmonary retrosternal
height: from the beginning to the end of the right lung; Levels of right (ALBDIR) and left
(ALBESQ) diaphragmatic lowering. Physiological analyzes of plethysmography, blood
pressure and weight - blood pressure analyzes (D). weighing (E). Assessment of lung
frequency per minute (F) and air volume capacity inspired by ml per minute (G), lung
ventilation capacity per minute (H); Results presented as mean = S.E.M. (N = 10), * p <0.05;
**p <0.01 and *** p <0.001 vs control; ## p <0.01 and ### p <0.001 vs untreated-exposed to

smoke.

Figure 11.

Histopathological analysis of the lung - Control group with normal aspect of the tissue (A),
untreated-exposed to smoke group (B) with increased intra-alveolar spaces and BALT and
smoke-exposed treated with the peptide animals (C). Color: Hematoxylin-Eosin. Bars: 10 um.
Morphometry of intra-alveolar spaces (G). Results presented as mean £ S.EIM. (N = 10 /
group). Histopathological analysis of trachea-Control (D), untreated-smoke-exposed group
with tissue alteration and loss of cilia (E) and treated with peptide group (F), with
preservation of epithelial tissue. Color: Hematoxylin-Eosin. Bars: 10 um. Quantitative
analysis of bronchoalveolar lavage - Quantification of macrophages (H) and lymphocytes
(1), in a Neubauer camera. Results presented as mean = S.E.M. (N = 10), ** p <0.01 and ***

p <0.001 vs control; # P <0.05 and ## p <0.01 vs untreated-exposed to smoke.
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Figure 111.

Expression of the AnxAl, COX-2 and MMP-9 proteins in the lung and trachea: Reduced
expression of the proteins in the control group (A, E and 1), increased immunolabeling in the
untreated- exposed to smoke group (B, F and J) and reduction in the expression of AnxAl and
COX-2 after treatment with the peptide (C and G). Absence of marking on reaction control
(D, H and L). Counter-staining: Hematoxylin. 10 pum bars. Results presented as mean *
S.EM. (N =10/ group) (M, N, O, P, Q and R). * P <0.05; ** p <0.01; *** p <0.001 vs
control; # P <0.05; ## p <0.01; ### p <0.001 vs untreated-exposed to smoke.

Figure 1V.

Macrophages and mast cells in the lung and trachea - Few macrophages (A and F) and
mast cells (B-E, G-J) in the control group. Increase of these cells in the group exposed to
smoke without treatment and reduction after treatment with the peptide. (N = 10 / group).
Counter-staining: Hematoxylin. Color: Toluidine blue (B, C, G and H), alcian blue (D and 1)
and safranin (E and J). 10 um bars. Results presented as mean + S.EM. * P <0.05; ** p
<0.01; ** p <0.01 *** p <0.001 vs control; # P <0.05; ## p <0.01; ### p <0.001 vs untreated-

exposed to smoke.

Figure V.

Biochemical analysis of blood - Hemoglobin (A) was measured in blood per g / dl. The
dosages of glucose (B), gamma GT (C), cholesterol (D) and TGO (E) were performed in
blood plasma, respectively per mg / dl, U/ L and U / mL. Results presented as mean = S.E.M.
(N =10 / group). * P <0.05; ** p <0.01 vs control # p <0.05; ## p <0.001 vs untreated-

exposed to smoke..

Figure VI.

Cytokine levels in lung macerate supernatant, blood plasma and bronchoalveolar lavage
- IL-1B (A, F and K); IL-6 (B, G and L); IL-10 (C, H and M); MCP-1 (D, | and N); TNF-a (E,
J and O). Results presented as mean £ S.E.M. (N = 10 / group). ** p <0.01; *** p <0.001 vs
control # p <0.05; ## p <0.01 ### p <0.001 vs exposed to smoke without treatment.
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FIGURE Il
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FIGURE IV
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FIGURE V
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FIGURE VI
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APENDICE B - “ACAO PROTETORA DE FITOTERAPICOS EM MODELO DE
DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA INDUZIDA PELA FUMACA DO
CIGARRO”.
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ABSTRACT

Smoking is a risk factor for several diseases and even people nonsmokers who live with the
smoke produced by smokers suffer the damage caused by this exposure. With that evaluated
the effects of associations of different medicinal herbs with anti-inflammatory properties, a
model of exposure to cigarette smoke in rats by histopathological analysis, biochemical,
bronchoalveolar lavage. Female Wistar rats were divided into chronic smoking groups treated
with herbal remedies, chronic untreated smokers, former smokers treated with herbal
medicines, ex-smokers and untreated control (n = 5 / each group). To evaluate the
effectiveness of medicinal herbs protect against inflammatory processes, the treated chronic
smoker and ex-smoker treated groups were administered by gavage with herbal medicines
Bardana (Arctium lappa) to 4%, Tanchagem (Plantago major) at 4%, Guaco (Mikania
glomerata Spreng) to 4% and Cavalinha (Equisetum spp.) at 4%, the chronic smoker and
former smoker groups received grain alcohol by gavage as vehicle groups. The blood was
collected for biochemical analysis that showed significance in gama GT, indicating no
toxicity. In the analysis of bronchoalveolar lavage fluid, we obtained significant increase in
macrophages and lymphocytes in smokers untreated group compared to the control and
treated smoker. In the histopathological analysis of the lungs in HE got pulmonary congestion
and higher interalveolar spaces in chronic smokers without treatment groups compared to the
control and treated trachea and the occurrence of metaplasia in chronic smokers group
compared to the other groups showed preservation in tissue mast cell measurements indicated
an increase in chronic smokers group compared to other groups. Analysis of
immunohistochemistry to quantify macrophages, showing a significant increase of these cells
in chronic smoking group compared to the control and protein immunoreactivity ANXA Al
and NF-kB that showed greater immunostaining in chronic smoking group compared to the
control and treated. The model of smoking was used effectively to promote important
pulmonary changes and the data indicate anti-inflammatory effects of herbal medicines in

animals exposed to cigarette smoke, which will allow the follow-up work.

Keywords: Smoking, herbal, anti-inflammatory
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INTRODUCAO

O habito tabagista € um importante problema de saude mundial e mesmo pessoas nédo
tabagistas, que convivem com a fumaca produzida por fumantes, sofrem os danos causados
por esta exposicdo. O tabagismo predispde a doenca aterosclerética, e, portanto, esta
relacionado ao desenvolvimento de doencas arteriais periféricas, cardiovasculares e
cerebrovasculares [1,2,3,4]. Em especial, o fumo esta fortemente associado ao
desenvolvimento da doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), uma grave condicdo de
salde caracterizada pela limitacdo progressiva do fluxo de ar e que apresenta estimativa de ser
a terceira causa de morte em 2020 [5,6].

A DPOC é causada por processo inflamatorio induzido pela inalagdo de particulas e gases
nocivos, o que leva a mudancas estruturais nas vias respiratorias e alvéolos. Diferentes células
inflamatérias como macréfagos, mastécitos, neutréfilos e linfocitos participam do processo da
doenca, sendo responsaveis pela liberacdo de varios mediadores quimicos, que a longo prazo
e pelo desequilibrio da resposta imune, causam danos teciduais e levam ao declinio da funcao
pulmonar [5,7].

Os neutrdfilos recrutados produzem proteases, que estimulam a secre¢cdo de muco
associada a bronquite crénica, uma das principais caracteristicas da DPOC. Enquanto os
linfocitos T recrutados tém a capacidade de causar a citélise e a apoptose de células epiteliais
alveolares, contribuindo para o enfisema relacionado & doenca [8, 9]. O enfisema também
pode ser causado pelos macrofagos, que além de orquestrarem a resposta inflamatéria na
DPOC, produzem enzimas elastoliticas, como as metaloproteinase de matriz (MMP)- 2 e

MMP-9, que destroem as fibras do conjuntivo pulmonar [9].

Ainda, estudos indicam que o receptor para peptideos formilados-2 (FPR2) esta presente
nas células epiteliais e inflamatdrias ativadas do pulmao e é particularmente importante na
resolucdo da DPOC, podendo ser modulado pela proteina anti-inflamatéria anexina Al
(AnxALl) e outros agonistas como amiloide sérica A e lipoxina A4 [10, 11]

A influéncia da exposicéo a fumaca do cigarro em ratos € um modelo simples e bastante
usado na literatura para estudar os efeitos adversos do tabagismo e possibilidades de
tratamento das enfermidades causadas por esse habito [12,13,14]. Embora difiram no tipo e
quantidade de cigarros e tempo de exposicao, varios estudos tém sido realizados para induzir

a DPOC [13,15,16,17] e alteracOes na parede da aorta em ratos expostos ao fumo [4].
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Como o0s mecanismos inflamatérios induzidos pelo fumo estdo relacionados ao
desenvolvimento de diferentes condicGes clinicas, uma das possibilidades de tratamento é a
terapia anti-inflamatdria, que pode ser realizada por meio de ervas medicinais [18, 19]. A
utilizacdo de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos € uma pratica comum, sendo 0
resultado do acumulo secular de conhecimentos empiricos sobre a a¢do das ervas medicinais
por diferentes grupos étnicos [20,21]. Nas Ultimas décadas, tém-se demonstrado um crescente
interesse pelos produtos naturais [19,22] e estudos mostram que os medicamentos
fitoterapicos sdo amplamente comercializados em muitos paises da Europa, nos EUA e Brasil
[18,20,23,24].

Os fitoterdpicos sdo considerados medicamentos obtidos diretamente das matérias-
primas ativas dos vegetais, levando a efeitos positivos para o tratamento de inflamacdes,
lesGes, ou danos teciduais. Mas os medicamentos fitoterapicos devem ser avaliados assim

como qualquer outro medicamento [19].

Entre as plantas relacionadas ao trato respiratério estdo a Mikania glomerata e
Mikania laevigata que além de reduzirem a infiltracdo inflamatéria podem ser candidatos para
a prevencdo do dano oxidativo pulmonar causada pela exposicdo ao p6 de carvao [25].
Estudos indicam também que a Plantago major tem mostrado resultados eficientes no
tratamento de inflamacdo no trato respiratorio e controle dos mastdcitos em ratos asmaticos
[26]. Outros estudos mostraram que os extratos de Camelia sinesis Kuntze, Inonotus obliquo,
e uma mistura Inula helenium L., Chelidonium majus L. e Equisetum arvense L. tiveram
efeitos protetores sobre as atividades proliferativas e crescimento de células tumorais de
ovario. Por sua vez, a Berberis vulgaris, Taraxacum officinale e Arctium lappa, foram
avaliadas por suas propriedades antimutagénicas em diversos tecidos, como pulmé&o, rim,
cerebro e testiculos e mostraram resultados eficientes quando administrados em conjunto [27].

Diante dos impactos da DPOC e da potencialidade terapéutica de ervas medicinais,
avaliamos os efeitos dos extratos de A. lappa, M. glomerata spreng., P major e E. spp, em

modelo de DPOC em ratos.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencéo dos Animais

Ratas da linhagem Wistar, com 6 semanas de idade, foram obtidas da Unidade
Didatica e de Pesquisa Experimental (UDPE) das Faculdades Integradas Padre Albino (FIPA)
de Catanduva-SP. Os animais foram divididos em 5 grupos (n=5/grupo), mantidos em gaiolas
em um ambiente controlado (24 a 25 °C, 12h ciclo luz/escuro) com agua e comida ad libitum.
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da Comissdo de Etica
para 0 Uso de Animais (CEUA-FIPA n°05/14).

Preparo e padronizacdo dos extratos alcodlicos dos fitoterapicos

Para a preparacdo dos extratos alcodlicos, 40 g de cada uma das seguintes ervas secas
trituradas, A. lappa, M. glomerata spreng, P. major e E. spp. foram colocados no extrator
Soxhlet (Prolab) com 160 mL de etanol.

Na padronizagdo dos extratos foram utilizadas analises de idenficagdo de componentes
quimicos de taninos, flavonoides, saponinas e alcaldides por meio de reacbes com Cloreto
Férrico, Acetato de Chumbo, Acetato de cobre, Cloreto de aluminio, Hidroxido de sédio [28].
Além disso, os extratos foram avaliados quanto a citotoxicidade [29], em diferentes
concentragdes in vitro de células sanguineas seguido de leitura por absorbancia em 540nm em
espectofotdmetro. Essas analises indicaram a presenca de taninos e flavondides, e também

baixa citotoxicidade nos extratos indicados

Exposi¢cdo a fumaca do cigarro e protocolo de tratamento

Os animais foram expostos a fumaca da queima de 10 cigarros comerciais (contendo 0,8
mg de nicotina, 10 mg de alcatrdo e 10 mg de mondxido de carbono), um apds o outro, duas
vezes ao dia (total de 20 cigarros/dia), por 8 semanas, em aparato préprio para exposi¢do ao
fumo da UDPE, FIPA. O aparelho consiste em um sistema de conten¢do de animais e um
sistema de liberagdo da fumaca do cigarro com um suporte externo para o cigarro, conectado
a uma bomba de succéo dindmica. A bomba pode ser programada de modo que periodos de
sucgdo do cigarro se alternem com periodos de sucgdo de ar limpo, para prevenir a asfixia

[14]. As exposigdes foram padronizadas e realizadas aproximadamente na mesma hora do dia.
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Apos as 8 semanas de exposicao, dois grupos de animais foram mantidos no mesmo ambiente
e periodo, mas sem a exposicdo a fumaca do cigarro, sendo considerados ex-fumantes. O
grupo controle ndo foi exposto a fumaca, mas somente ao ar comprimido.

A eficéacia dos fitoterapicos na protecdo contra os processos inflamatorios causados pela
exposicdo ao fumo foi testada em um grupo de animais fumantes e em um grupo de ex-
fumantes. Os animais de ambos os grupos foram administrados por gavagem com 1 mL de
solucdo contendo extratos de E. spp. a 4%, P. major a 4%, A. lappa a 4% e M. glomerata
spreng a 4%, 2x/dia, antes das exposicGes a fumaca do cigarro. Os grupos fumantes e ex-

fumantes ndo tratados receberam por gavagem apenas o veiculo.

Analises quantitativas do lavado broncoalveolar
Para coleta do lavado broncoalveolar, os animais tiveram a traqueia canulada e o pulméo
direito clampado. O pulméo esquerdo foi lavado 3 vezes com PBS e o liquido obtido foi
centrifugado por 10 minutos a 1.500 rpm. O pellet foi ressuspenso em 500 ul de PBS e
aliquotas de 10 ul foram coradas em Turk (1:10) para contagem de células inflamatdrias em

camera de Neubauer. Os valores foram expressos como ntmero de células x 10%/ml.

Analises bioquimicas do plasma sanguineo

O sangue foi coletado por puncdo cardiaca em seringas heparinizadas, colocado em
ependorffs, centrifugado por 15 minutos a 3.000 rpm e o plasma obtido foi usado para
dosagens de glicose, colesterol e gama GT com kits comercialmente disponiveis e de acordo

com as instrucdes do fabricante.

Analises histopatoldgicas e quantificacdes de mastocitos

O pulméo direito e a traqueia, ap6s a obtencdo do lavado broncoalveolar, foram coletados
fixados em formol a 4%, desidratados em ordem crescente de alcool e incluidos em parafina
para as analises histopatologicas. Para essas analises, sec¢des de 5 mm, foram coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE). Nas analises morfométricas, as medidas dos espagos alveolares
foram quantificadas pela média de 10 areas de cada imagem obtida pela objectiva de 40X no

microscopio Leica (DM500).
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Para andlises dos mastdcitos, as sec¢des de pulmédo foram coradas com 0,1 % azul de
toluidina e avaliadas de acordo com suas caracteristicas morfologicas em intactos ou
degranulados. A quantificacdo dos mastocitos foi realizada em 10 imagens por lamina obtidas
pela objectiva de 40X no microscépio Leica (DM500). As areas foram obtidas utilizando o

Software Leica Image Analysis.

Anélises imuno-histoquimicas

Os estudos imuno-histoquimicos foram usados para avaliar as expressdes da proteina da
anexina A1 (ANXAL) e do NFk-B e para a quantificagdo de macrofagos nos pulmoes. As
seccOes foram processadas para recuperacdo antigénica com tampdo citrato pH 6,0 e bloqueio
da atividade da peroxidase enddgena e incubadas com os anticorpos primarios policlonais
rabbit: anti AnxAl (1:1000), NFk-B (1:200) e ED-1 (1:150) (Zymed Laboratories,
Cambridge, UK) por 12 horas. A seguir, incubadas com o anticorpo secundario biotinilado
(Kit Histostain, Invitrogen) e imersas em complexo estreptavidina peroxidase conjugada. O
substrato diaminobenzidina (DAB) (Kit DAB, Invitrogen) foi usado para revelacéo e, apés, as
secgBes foram contra coradas com Hematoxilina. As proteinas foram quantificadas por
densitometria como unidades arbitréarias de 0 a 255 no analisador de imagens software Leica
Image Analysis. Os macrofagos foram quantificados como descrito anteriormente para 0s

mastocitos.

Dosagem de citocinas pelo MAGPIX

As citocinas IL-1pB, IL-6 e TNF-a e a quimiocina MCP-1 foram quantificadas no plasma
sanguineo e no lavado broncoalveolar, utilizando o Kit MILLIPLEX MAP de citocinas de rato
(RECYTMAG-65K; Millipore Corporation, EUA) conforme as instru¢fes do fabricante e
analisadas no equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation, EUA).

Anélises Estatisticas
Os resultados obtidos foram submetidos previamente a analise descritiva e determinacao
da normalidade. Em seguida, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste
de Bonferroni. Todos os valores obtidos foram expressos como média + S.E.M. e os valores

de P menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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RESULTADOS

Controle de influxo de células inflamatorias, no lavado bronco alveolar e de gama
GT nos animais tratados com fitoterapicos

Na analise do lavado bronco alveolar (figura 1), foi observado aumento significante de
Macréfagos (A) e linfocitos (B) (p<0,001) no grupo fumante sem tratamento comparado ao
controle e reducéo dessas celulas no grupo ex-fumante tratado (p<0,01).

Nas andlises bioquimicas de colesterol e glicose ndo foram observadas diferencas
significantes entre os grupos estudados (Figura 1C e D). Diferentemente os niveis de Gama
GT foram aumentados nos animais fumantes néo tratados (p<0,001) comparado ao controle
(Figura 1E) e reduzidos (p<0,001) nos grupos tratados com fitoterapicos e ex-fumante nao

tratados.

Efeitos protetores dos fitoterapicos contra danos teciduais causados pela

exposicdo ao fumo no pulméo e na traqueia

Os estudos histopatoldgicos do pulméo (figura 1A-J) mostraram influxo de células
inflamatorias nos grupos fumantes, especialmente nos animais néo tratados com fitoterapicos
(Figura 2C e D). A analise morfométrica dos espacos intra-alveolares evidenciou aumento dos
espacos nos grupos fumantes e ex-fumantes sem tratamento comparado ao grupo controle e
reducdo desses espacos nos animais fumantes e ex-fumantes tratados com fitoterapicos
(Figura 2K).

Nas analises histopatoldgicas da traquéia (figura 2L-P), no grupo fumante ndo tratado,
foi observada metaplasia (Figura 2M) com transicdo do epitélio respiratorio para epitélio
estratificado pavimentoso. O inicio de metaplasia, com auséncia de cilios e desorganizacao
das celulas epiteliais foi observada nos animais ex-fumantes ndo tratados (Figura 20). Nos
grupos fumantes e ex-fumantes tratados com fitoterapicos houve preservacéo significante do

tecido epitelial que se manteve organizado e com cilios (Figura 2N e P).

Os fitoterapicos induzem a reducdo de mastocitos e macréfagos no modelo de
DPOC
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Grande numero de mastdcitos, na maioria desgranulados foi observado no grupo
fumante (Figura 3B e L), comparado ao grupo contole (figura 3A e L). Contudo, ocorreu
reducdo significante de mastocitos nos grupos fumante tratado (Figura 3C e L) e ex-fumantes
tratados ou ndo com a solucédo de extratos (Figura 3D, E e L), comparado ao grupo fumante.

As quantificacBes de macrofagos mostraram maior quantidade dessas células, nos
espacgos intra-alveolares e nos septos teciduais do grupo fumante (Figura 3G, M e N)
comparado ao grupo controle (Figura 3F, M e N) e também reducdo significante dos
macrofagos, nos grupos fumante tratado e ex-fumantes tratados ou ndo (Figura 3H, I, J, M e

N) comparados ao grupo fumante.

A administracao dos fitoterapicos modula a expressdo da Anxal e do NFkp

Nas analises de imuno-histoquimica do pulmdo, foi observado maior expressdo das
proteinas AnxAl (figuradB, D e L) e NFk-B (figura 4G, |1 e M) nos grupos fumante e ex-
fumante comparado ao tecido normal (figura 4A, F, L e M) e menor imunorreatividade nos
grupos fumante e ex-fumante tratados (figura 4C, E, H, J, L e M). O controle de reacao

(figura 4K) indicou a especificidade da reagéo.

Reducdo de mediadores inflamatorios com administracdo dos extratos de ervas

medicinais

A quantificacdo da citocina IL-1p (Figura 5A) e da quimiocina MCP-1 (Figura 5D) no
plasma sanguineo mostraram aumento significante desses mediadores no grupo fumante,
comparado ao grupo controle e reducdo significante nos grupos fumante tratado e ex-
fumantes tratados ou ndo, comparado ao grupo fumante. Similarmente foram observados
niveis reduzidos de IL-6 (Figura 5B) nos grupos fumantes e ex-fumantes tratados ou nao e de
IL-10 (Figura 5C) nos grupos fumantes e ex-fumantes tratados, comparados ao grupo fumante
sem tratamento. As dosagens de TNF-a (Figura 5E) mostraram niveis reduzidos nos animais

fumantes e ex-fumantes tratados com fitoterapicos.
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DISCUSSAO

O tabagismo pode resultar em inflamacdo crbénica, como a DPOC, com grande
morbidade e mortalidade [30]. Nesse cenario, a busca por tratamentos alternativos anti-
inflamat6rios por meio de plantas medicinais é importante e pode ser bastante eficaz na
prevencdo e recuperagdo de tabagistas [1819]. Diante disso desenvolvemos protocolos de
exposicdo ao fumo em ratos e tratamento com ervas medicinais com propriedades anti-
inflamatdrias e topicos pela arvore respiratoria.

Nas anélises do lavado broncoalveolar, foram observados aumentos de células
mononucleares como os macréfagos e linfdcitos no grupo fumante néo tratado, relacionados a
destruicdo dos tecidos, provavelmente, na tentativa de reparar o dano causado pela fumaca do
cigarro. Os macrofagos ativados secretam varios mediadores da inflamacdo, os quais, se ndo
controlados, podem levar a destruicdo tecidual e fibrose caracteristicas desse tipo de
inflamacéo [31].

As analises histopatoldgicas do pulmao mostraram aumento dos espagos intra-
alveolares, influxo de células inflamatdrias e congestdo pulmonar causadas pela exposicdo a
fumaca do cigarro. Semelhante as alteragdes encontradas por outro pesquisador no mesmo
modelo e que indicam tendéncia de agravamento dos parametros de funcdo pulmonar no
grupo fumante [14].

Os resultados das analises histopatologicas da traquéia indicaram importante
modificagdo no grupo de fumantes néo tratados, com ocorréncia da metaplasia do tecido
epitelial pseudoestratificado cilindrico ciliado com células caliciformes, para o tecido epitelial
estratificado pavimentoso. Essa condicdo compromete a morfofisiologia do érgéo e propicia o
desenvolvimento de tumores [32].

Contudo, nossos resultados indicaram que o tratamento com fitoterapicos mostrou
efeitos protetores, reduzindo o influxo de células inflamatérias no LBA e pulméo e
preservando a arquitetura pulmonar e o epitélio da traquéia. O uso dos fitoterapicos A. lappa,
M. glomerata spreng., P major e E. spp aceleraram o processo anti-inflamatério, como
demonstrado em outros estudos de lesdo pulmonar [33].

Nas quantificagfes dos mastocitos, foi observada maior quantidade dessas células no

grupo fumante comparado aos grupos controle, fumante tratado e ex-fumante. Estudos
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indicam a participacdo dos mastdcitos nas resposta a lesdes e remodelagdo estrutural do tecido
[34]. Porém, os mastdcitos relacionados a exposi¢do da fumaca do cigarro, podem alterar o
ambiente celular e auxiliar na progressao da DPOC [35].

Desse modo, a reducdo no nimero de mastocitos causada pelo tratamento com o0s
fitoterapicos exerce papel protetor. Apds as avaliacBes histopatologicas e de células
inflamatorias, procedemos os estudos imuno-histoquimicos para verificar os perfis de
expressao da proteina AnxAl e do NFKB. A maior expressdao da AnxAl foi observada nos
grupos fumantes e ex-fumantes, comparados ao controle, fumante tratado e ex-fumante
tratado. O aumento da proteina durante o processo inflamatério também foi observada em
diferentes pesquisas [36] e esté relacionada com a agdo anti-inflamatoria da AnxAl [37].

A super expressdo da proteina AnxAl foi ainda associada a estudos como a
diminuicdo da expressdo de NFk-pB, e dos niveis de IL-6 [38]. A contribuicdo da AnxAl e do
receptor FPR2, foi investigada na regulacdo de respostas inflamatdrias em fibroblastos
pulmonares humanos normais. O silenciamento da expressdo da AnxAl nos fibroblastos pelo
pequeno RNA de interferéncia (siRNA) e o bloqueio do FPR2 foram associados a aumentos
significantes de TNF-a e IL-6, acompanhados da reducdo da atividade de quimase
reguladoras de sinal extracelular (ERK) e fator de transcri¢do nuclear KB (NF-kf). Estes
resultados sugerem que a AnxAl possui potencial terapéutico em doencas pulmonares
inflamatorias cronicas [39]

O NFk-B, também foi expresso com maior intensidade nos grupos fumantes e ex-
fumantes, comparados aos demais, o que mostra a eficiéncia da acdo anti-inflamatoria dos
fitoterapicos no modelo estudado. A eficiéncia na reducdo do NFk-B pelo tratamento com cha
verde, foi observada na uveite experimental e reforca os efeitos terapéuticos dos fitoterapicos
[40].

Na continuidade do trabalho avaliamos os niveis de mediadores inflamatorios no
plasma sanguineo. Niveis elevados das citocinas IL-1pB, IL-6 e TNF-a, e da quimiocina MCP-
1 foram observados no grupo fumante ndo tratado o que pode estar associado a continua
inflamacédo nos tecidos pulmonares, promovidas por células inflamatorias [41,42]. Reducdes
das dosagens de TNF-o também foram observadas nos grupos ex-fumantes que recebem
medicamentos anticolinérgicos [43]. Contudo, nos grupos tratados e ex-fumantes ocorreu
reducdo desses mediadores inflamatorios. Curiosamente a IL-10 que também mostrou
aumento no grupo fumante, e redugdo nos tratados e ex-fumantes, indica um mecanismo de

defesa do proprio organismo contra o processo inflamatorio do pulmao [44].
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Finalmente, as analises bioquimicas mostraram niveis elevados de gama GT no grupo
fumante ndo tratado, em comparacdo ao grupo fumante tratado com fitoterpicos, indicando
que o uso dos fitoterapicos ndo apresentou toxicidade [29]. Em conjunto nossos resultados
indicam os potenciais efeitos anti-inflamatdrios e protetores dos extratos de A. lappa, M.
glomerata spreng., P major e E. spp. Administrados em conjunto em modelo de DPOC e
apontam esses fitoterapicos como alternativa no combate aos danos causados pela exposicao

da fumaca do cigarro.
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Figura 1- Analise quantitativa do lavado bronco alveolar — Macrofagos (A) e linfécitos
(B). Resultados apresentados como média + S.E.M. (n=10), *** p<0,001 vs controle; **
p<0,01 vs fumante sem tratamento. Analises Bioquimicas do plasma sanguineo. Colesterol
total (C), Glicose (D), Gama GT. Dados como Média £ SEM. *** p<0,001 vs controle; ###

p<0,001 vs fumante n&o tratado.

ok 3 Controle

Tg' J N Fumante

8 204 % Fumante tratado

g 2 EEE Ex-fumante

5 -

E? i é =3 Ex-fumante tratado

g 104 =

2 c

- :

O -

100+ 500+ 20+ i
= 4004 -
T —
® 3 S
E m -
= £ -
0 0 o 104 e
% 8 200+ © s
e 2 B
8 @ 100- o

© ©,._| I ®, i




113

Figura 2. Analises Histopatologicas dos pulmdes. Pulméo controle com aspecto normal (A
e B) pulmdes das ratas fumantes ndo tratadas (C e D). Reducdo da inflamagéo e congestdo nos
pulmdes dos animais fumantes tratados com fitoterapicos (E e F). Ex-fumantes ndo tratadas
(G e H) e ex-fumantes tratadas com fitoterapicos (I e J). Coloracdo: HE. Barras: 10um.
Medida dos espacos intra-alveolares. Aumento significante nos grupos fumante e ex-
fumante, comparado ao grupo controle, e reducdo significante nos grupos tratados,
comparados ao sem tratamento (K). Dados como Média + SEM. * p<0,05 ** p<0,01 vs
controle; ## p<0,01 ### p<0,001 vs fumante n&o tratado; &&& p<0,001 vs fumante tratado e
aoo p<0,001 vs ex-fumante. Anélises Histopatologicas das traquéias. Controle com epitélio
respiratério normal (L). Metaplasia nos animais expostos ao fumo e nédo tratados (M) Epitélio
respiratério conservado, com presenca de cilios nos fumantes tratados (N), inicio de
metaplasia, com auséncia de cilios no grupo ex-fumante ndo tratado (O), Grupo ex-fumante
tratado com uma recuperacdo do tecido e preservacdo dos cilios (P). Os detalhes representam

ampliacdes das areas tracejadas. Coloracdo: HE. Barras: 10um.
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Figura 3 — Mastocitos nos grupos controle (A), Fumante (B), Fumante Tratado (C), Ex-
fumante (D) e Ex-fumante Tratado (E). Macrofagos por imuno-histoquimica nos grupos
controle (F), fumante (G), fumante tratado (H), ex-fumante (I), ex-fumante tratado (J) e
auséncia de reatividade no controle da reacdo (K). Contra-coloracdo: Hematoxilina. Barras:
50um. Quantificacdes dos mastocitos (L) e macrofagos intra-alveolares e presentes nos septos
teciduais (M e N). Valores obtidos expressos como média £ S.E.M. ** p<0,01 *** p<0,001 vs
controle; # p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs fumante.
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Figura 4 — Analise da expressdo da AnxAl e NFk-B, respectivamente, nos grupos controle (A
e F), grupo fumante (B e G), grupo fumante tratado (C e H), grupo ex-fumante (D e I), grupo
ex-fumante tratado (E e J). Auséncia de marcacdo no controle de reagdo (K). Contra-
coloracdo: Hematoxilina. Barras: 50um. Analises densitométricas de AnxAl (L) e NFk-B
(M). Valores obtidos expressos como média + S.E.M. * p<0,05; ** p<0,01 vs controle; #
p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs fumante a p<0,05 vs ex-fumante e &&& p<0,001vs

fumante tratado.
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Figura 5 — Analise de citocinas IL- 1B (A), IL-6 (B), IL-10 (C) e TNF-a (E), e Quimiocina
MCP-1 (D) pelo MAGPIX nos grupos controle, fumante, fumante tratado, ex-fumante, ex-
fumante tratado. Valores obtidos expressos como média + S.E.M. ** p<0,01; *** p<0,001 vs

controle; # p<0,05; ## p<0,01; ### p<0,001 vs fumante.
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