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APRESENTAGAO

A colecédo “Ciéncias Saude: Teoria e Intervencdo” é uma obra que tem
como foco principal a discussao cientifica por intermédio de trabalhos diversos,
alicercados teoricamente, para a construgcdo do conhecimento, de forma a contribuir
para intervencgdes transformadoras neste campo.

A intencao do livro é apresentar a pluralidade de teorias e de intervencdes de
forma didatica e util aos varios profissionais, pesquisadores, docentes e académicos
da area da saude. Trata-se de um compilado de cento e dois artigos de variadas
metodologias e encontra-se estruturado em cinco volumes.

Neste segundo volume, os 25 capitulos abrangem temas relacionados as
doencas crénicas, as doengas agudas e a outros agravos a saude.

Deste modo, esta obra apresenta resultados teéricos bem fundamentados e
intervencdes realizadas pelos diversos autores. Espera-se que este e-book possa
contribuir para uma atuacdo mais qualificada nas ciéncias da saude.

Uma o6tima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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A FUMACA DO CIGARRO

Catanduva, SP, Brasil
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RESUMO: O processo inflamatério causado
pelo tabagismo esta relacionado a diferentes
tipos de doencas como enfisema pulmonar,
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC).
O objetivo da pesquisa foi avaliar os efeitos do
peptideo mimético Ac2-26 da proteina AnxAf1,
em modelo de tabagismo. Ratas Wistar foram
divididas em 3 grupos (n=10/grupo): expostos
ao fumo nao tratados (F) e tratados com o
peptideo (F+Ac2-26) e controles (C). Os grupos
de animais (CEUA n° 01/15) foram expostos
a queima de 10 cigarros comerciais, um apos
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 exposicdo ao cigarro. As analises
fisioldgicas mostraram perda de peso, aumento
da pressao arterial, reducbes da frequéncia e
ventilagdo pulmonares, bem como altera¢des
macroscopicas das dimensdes pulmonares por
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imagens de raio-X no grupo F. As analises histopatologicas mostraram maiores espagos
intra-alveolares e aumento do tecido linfoide no pulméo e perda dos cilios no epitélio
da traqueia no grupo F. Nas analises do LBA, foi observado aumento na quantidade de
linfécitos e macréfagos em F, com reducgao significante dessas células promovida apds
o tratamento. Nas quantificagcdes de células inflamatoérias nos tecidos, os macréfagos
e mastdcitos foram observados aumentados no grupo F. Nas imuno-histoquimicas do
pulméo e da traqueia mostraram menor expresséo de AnxA1, 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 pulmao, plasma sanguineo e LBA no grupo F e reducao
nos niveis desses mediadores em C e F+Ac2-26. Ainda, as dosagens bioquimicas do
sangue mostraram que o tratamento com o peptideo. Nossos resultados evidenciaram
a acao protetora do peptideo mimético Ac2-26 no modelo de DPOC.
PALAVRA-CHAVE: Tabagismo, AnxA1, LBA, mediadores inflamatérios, afeccbes
pulmonares, Ac2-26.

ABSTRACT:The inflammatory process caused by smoking is related to different types
of diseases such as pulmonary emphysema, chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). The objective of the research was to evaluate the effects of the mimetic
peptide Ac2-26 from the AnxA1 protein, in a smoking model. Wistar rats were divided
into 3 groups (n = 10 / group): exposed to untreated smoke (F) and treated with the
peptide (F + Ac2-26) and controls (C). The groups of animals (CEUA n° 01/15) were
exposed to the burning of 10 commercial cigarettes, one after the other, 2x / day, for 5
weeks. Group C was maintained in the same regime, but in the absence of cigarette
smoke and treatment. To evaluate the effectiveness of Ac2-26, animals F + Ac2-26
were administered intraperitoneally with the peptide (1mg/kg), 1x / day, before the first
exposure to cigarettes. Physiological analyzes showed weight loss, increased blood
pressure, reductions in pulmonary frequency and ventilation, as well as macroscopic
changes in pulmonary dimensions by X-ray images in group F. Histopathological
analyzes showed larger intra-alveolar spaces and increased tissue lymphoid in the
lung and loss of cilia in the tracheal epithelium in group F. In BAL analyzes, an increase
in the amount of lymphocytes and macrophages in F was observed, with a significant
reduction of these cells promoted after treatment. In the quantifications of inflammatory
cells in the tissues, macrophages and mast cells were observed increased in group
F. In immunohistochemistry of the lung and trachea, they showed less expression of
AnxA1, COX-2 and MMP-9 in animals C and F + Ac2-26 . Dosages of cytokines and
chemokine indicated an increase in the supernatant of lung macerate, blood plasma
and BAL in group F and a reduction in the levels of these mediators in C and F + Ac2-
26. Still, biochemical blood measurements showed that treatment with the peptide. Our
results showed the protective action of the mimetic peptide Ac2-26 in the COPD model.
KEYWORDS: Smoking, AnxA1, BAL, inflammatory mediators, pulmonary affections,

Ac2-26.
N
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11 INTRODUCAO

1.1 Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica

O processo inflamatério induzido pela inalagdo de particulas e gases nocivos
do cigarro esta relacionado ao desenvolvimento da Doeng¢a Pulmonar Obstrutiva
Crénica (DPOC) por causar alteragdes patoldgicas que incluem hipersecrecao da
mucosa, mudancas estruturais nas vias respiratérias e perda de alvéolos (COMPTON
et al., 2013; CARAMORI et al., 2014). Pacientes com DPOC exibem sintomas
sistémicos e comorbidades, incluindo fraqueza muscular, perda de peso, doenca
cardiovascular, osteoporose, hipertenséo, depressao e declinio cognitivo (GAN et
al., 2004), sendo que a doenca 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 AnxA1, antigamente designada lipocortina 1, € uma proteina de 37 kDa que
exibe sitios de ligagao ao calcio e aos fosfolipidios de membrana, e esta envolvida na
inibicdo das sinteses de eicosanoides e fosfolipase A, citosdlica (cPLA2), induzidas
por glicocorticoides (GCs), o que confere propriedades anti-inflamatérias a essa
proteina (D’ACQUISTO, PERRETTI E FLOWER, 2008).

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 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 propria 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 agua e racdo ad libitum. Os procedimentos experimentais foram realizados
na UDPE e no Laboratério Multidisciplinar (FIPA) e conduzidos de acordo com as
normas da Comissdo de Etica para o Uso de Animais (CEUA FIPA- Certificado n°
01/15).

2.2 Protocolo de exposicao a fumaca do cigarro e tratamento com o peptideo

mimético Ac2-26
Dois grupos de animais foram induzidos a fumacga do cigarro, em aparato proprio
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para exposicao ao fumo da UDPE-FIPA, por 5 semanas. O aparelho consiste em um
sistema de contencédo de animais e outro de liberacdo da fumaca do cigarro, com
um suporte externo para o cigarro, conectado a uma bomba de suc¢ao dinamica
(Figura 1). A bomba pode ser programada de modo que periodos de succ¢éo do
cigarro se alternem com periodos de succdo de ar limpo, para prevenir a asfixia
(KOZMA et al., 2014). As exposicoes foram padronizadas e os animais expostos a
qgueima de 10 cigarros comerciais (contendo 0,8 mg de nicotina, 10 mg de alcatréo
e 10 mg de monoxido de carbono), um apo6s o outro, duas vezes ao dia (total de 20
cigarros/dia).

A eficacia do peptideo mimético Ac2-26 da AnxA1, na protecdo contra os
processos inflamatérios causados pela exposicao ao fumo, foi avaliada em um dos
grupos expostos ao fumo (n=10) pela administracdo intraperitoneal (i.p) do Ac2-26
na dosagem de 1mg/Kg (GIROL et al., 2013), 1x/dia, antes da primeira exposi¢céo
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 1 - Aparelho especifico para a indugéo a fumaca do cigarro da UDPE. Seta indica a
bomba dinamica com capacidade de sucg¢ao a fumaca do cigarro na regido externa a caixa de
contencdo dos animais.

2.3 Anadlises fisioldgicas de pletismografia, pressao arterial e peso

Na ultima semana do protocolo de exposicdo a fumacga do cigarro, os grupos
exposto ao fumo foram avaliados quanto a pletismografia medindo a ventilagéo
pulmonar, a capacidade de respiragcdo, frequéncia e o volume inspirado pelos
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animais em aparelho especifico e adaptado ao uso (PowerLab, AD Instruments-Gas
Analyzer). Nesse mesmo periodo também foi aferida a pressao arterial pela cauda
de um modo néao invasivo (PowerLab, Transduter for rats, PanLab) e realizada a

pesagem das ratas de todos 0s grupos.

2.4 Analises por imagem de Raio X

Apbés o periodo de exposicdo os animais foram anestesiados e foram
realizadas imagens radiograficas da regiao do térax antero superior, indicando a via
respiratéria 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 variaveis consideradas foram a altura
retroesternal pulmonar do pulmé&o direito e os niveis de rebaixamento diafragmatico
direito e esquerdo (MARCOS et al. 2013).

2.5 Analises quantitativas do lavado broncoalveolar

Ao final do experimento, para a obtencéo do LBA, os animais tiveram a traqueia
canulada e o pulmao 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 bioquimicas e de citocinas e o
pellet foi ressuspenso em 500 ul de PBS e aliquotas de 10 ul corados em Turk
(1:10) para quantificacéo de células inflamatérias em cadmera de Neubauer (valores

como numero de células x 10%3/ml).

2.6 Analises histopatolégicas e imuno-histoquimicas

Apds coleta do LBA, o pulméao direito e traqueia foram retirados, fixados em
formol a 4% e processados para inclusdo em parafina. Seccdes de 5um foram
usadas para analises histopatolégicas, morfométricas e imuno-histoquimicas
no microscopio Leica (DM500) do Laboratério Multidisciplinar das FIPA. Para as
analises histopatoldgicas as seccdes foram coradas com Hematoxilina e Eosina
(HE).

Nos estudos imuno-histoquimicos foram avaliadas as expressdes das proteinas
AnxA1, COX-2 e MMP-9 e a identificacdo dos macrofagos. Para essas anélises as
seccdes foram processadas para recuperacdo antigénica com tampéo citrato pH
6,0 e bloqueio da atividade da peroxidase endbdgena e incubadas com os anticorpos
primarios policlonais rabbit: anti AnxA1 (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 revelacdo e, apés, as sec¢cdes foram
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contra coradas com Hematoxilina. As areas de cada tecido foram obtidas utilizando
o Leica Image Analysis Software.

2.6.1 Quantificagcdo de mastocitos

Os mastocitos 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 mastocitos foi avaliada nas condi¢cbes de imaturidade
e maturidade apds as respectivas coloragcdes com azul de Alcian (EasyPath, Alcian
Blue pH 2,5 PAS) e safranina a 2,5% (HALLGREN E GURISH, 2014). A quantificacao
dos mastdcitos foi realizada como descrito para os macrofagos no item 3.6.

2.7 Analises bioquimicas do sangue

O sangue foi coletado por puncédo cardiaca em seringas heparinizadas e
separado em aliquotas para analise 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 avaliagdes bioquimicas 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).

2.8 Dosagem de citocinas pelo MAGPIX

Os fragmentos dos pulmdes esquerdos dos grupos estudados foram macerados
em nitrogénio liquido e adicionados 500 pL de uma solu¢ao contendo inibidores de
protease e fosfatase (Merck, Millipore Corporation, EUA) seguindo as instru¢cdes do
fabricante. O material foi incubado durante 20 minutos a 4 °C sob agitacéo 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-13, IL-6, IL-10, TNF-a e 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 equipamento LUMINEX xMAP MAGPIX (Millipore Corporation,
EUA). Aconcentragao dos analitos foi determinada pelo software MAGPIX xPONENT
(Millipore Corporation, USA). Os resultados foram expressos como média + erro
padrao da média (S.E.M.) das concentracdes de citocinas (pg/ml).

2.9 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos previamente a analise descritiva e
determinacao da normalidade. Como as amostras apresentaram distribuicao normal,

foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Todos
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os valores obtidos foram expressos como média + S.E.M. e os valores de P menores
que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

3| RESULTADOS

3.1 Analises das imagens de Raio X

Nas imagens por radiografias (Figura 2) foram observadas reducdes
macroscopicas do pulmao e elevacao do diafragma no momento de inspiragao
nas ratas expostas ao fumo ndo tratadas (Figura 2B), em comparacéo aos grupos
controle (Figura 2A) e expostos ao fumo tratados (Figura 2C).

3.2 Analises fisiolégicas da pletismografia, pressao arterial e peso

As andlises 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 2F). A capacidade de
ventilacdo final também foi reduzida no grupo exposto ao fumo sem tratamento
(762,3+11,53) com relacdo aos grupos controle (943,2+34,19; p<0,05) e tratado
(1076+71,90; p<0,01; Figura 2H). Nao houve diferenca significante do volume
inspirado entre os grupos (Figura 5G).

Com relacao a pressao arterial, no final do protocolo de exposi¢cado 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 reducédo 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 2 — Analises fisiolégicas e radiograficas do pulmao — Nesses dados foram avaliadas
as regides do térax, comparando o pulmao 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 pulmé&o direito; niveis de rebaixamento diafragmatico direito

(ALBDIR) e esquerdo (ALBESQ). Andlises fisiol6gicas de pletismografia, pressao arterial e

peso — Analises da pressao arterial (D). Pesagem (E). Avaliagéo da frequéncia pulmonar por
minutos (F) e capacidade do volume de ar inspirado em ml por minutos (G), capacidade de
ventilagcdo 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.

3.3 Analises quantitativa do lavado bronco alveolar

Na andlise do LBA foi observado aumento significante dos macrofagos
(22,00+2,121) (p<0,001) (Figura 3H) e linfocitos (47,75+11,86) (p<0,01 e Figura
3l) no grupo exposto ao fumo sem tratamento comparado ao controle (macréfago:
3,250+1,652; linfocito: 2,250+1,109). Enquanto, os animais tratados mostraram

reducéo significante dessas células (macrofagos: 10,00+2,483 p<0,01; linfocitos:
20,20+3,338 p<0,05).

3.4 Analises histopatolégicas da traqueia e do pulmao

As analises histopatolégicas da traqueia (Figura 3D-F) mostraram alteracdes
no epitélio de revestimento causado pela exposi¢cao a fumacga do cigarro, com a
perda dos cilios de protecéo (Figura 3E) no grupo F com relagdo ao C (Figura 3D) e
F+Ac2-26 (Figura 3F), no qual foi observada a preservacéo do tecido epitelial.

Nas analises histopatolégicas (Figura 3A-C) e morfométricas do pulmao
(Figura 3G), foram observadas modificagbes nos espacos intra-alveolares, com
aumento nos grupos expostos ao fumo (24771+2929), comparado aos controles
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(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 3B)
e maior influxo de células inflamatérias no pulmao comparado aos outros grupos
(Figura 6A e C).

Os resultados das andlises histopatoldégicas e morfométricas indicaram a
preservacao dos tecidos nos grupos tratados com o peptideo durante o protocolo
de exposi¢ao a fumaca do cigarro.
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Figura 3 — Analise histopatolégica 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). Coloragéo: Hematoxilina-Eosina.

Barras: 10 ym. Morfometria dos espacos intra-alveolares (G). Resultados apresentados como

média + S.E.M. (n=10/grupo). Analise histopatolégica da traqueia —Controle (D), grupo
exposto ao fumo sem tratamento com alteracao no tecido e perda dos cilios (E) e grupo tratado
com o peptideo (F), com preservacgéo do tecido epitelial. Coloracao: Hematoxilina-Eosina.

Barras: 10 ym. Andlise quantitativa do lavado bronco alveolar — Quantificacao de macréfagos

(H) e linfocitos (I), 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.

3.5 Analises imuno-histoquimicas do pulmao e da traqueia

As expressbes das proteinas AnxA1, COX-2 e MMP-9 foram analisadas

no pulméo e traqueia dos grupos expostos ao fumo tratados ou ndo e controle. A

especificidade das imunomarcacgdes foi comprovada pelos respectivos controles de
reacao (Figura 4D, He L).

Os animais expostos ao fumo nao tratados mostraram expressdes aumentadas

da AnxA1 no pulméo (189,4+11,54; p<0,01; Figura 4B e M) e traqueia (176,1+15,46;




p<0,05; Figura 4P) comparadas ao grupo controle (pulméo: 169,5+7,238; Figura 4A,
traqueia: 152,3+14,83, Figura 4P). Diferentemente, o grupo F+Ac2-26 apresentou
reducdo na expressado da AnxA1 no pulmao (167+5,984; p<0,01; Figura 4C e M) e
traqueia (153,8+11,92; p<0,05; Figura 4P) com relagdo ao grupo F.

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

Analises da imunorreatividade para MMP-9 mostraram aumento significante
(p<0,001) na expressado da enzima no pulméo de animais expostos ao fumo néao
tratados (175,6+10,16; Figura 4J e O) e tratados (176,2+2,831; Figura 4K e O) com
relacdo aos animais controle (142,6+7,506; Figura 41 e O). Na traqueia, reducdes na
expressao de MMP-9 (p<0,001) foram observadas apés o tratamento com o peptideo
(159,9+12,94; Figura 4R) comparado aos animais néo tratados (171,7+4,777; Figura
4R).

F+Ac2-26

4 T
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(Unidades Arbitrarias)
(Unidades Arbitrarias)

@, ,

Bensitometria MMP-8 Pulm o

AnxA1 Traqueia

(Unidades Arbitrseias)

Densitometria COX-2 Traqueia

(Unidades Arbitrérias)

Densitometria MMP-S Traqueia
(Unidades Arbitririas)

Figura 4 — Expressao das proteinas AnxA1, COX-2 e MMP-9 no pulmé&o e traqueia: Menor
expressao das proteinas nos grupos controles (A, E e l), aumento da imunomarcagao no
grupo exposto ao fumo sem tratamento (B, F e J) e redugéo na expressao da AnxA1 e COX-
2 apés tratamento com o peptideo (C e G). Auséncia de marcagéo no controle de reagéo (D,
H e L). Contra-coloracdo: Hematoxilina. Barras 10 ym. Analises 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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3.6 Analises quantitativas de células inflamatérias no pulmao e traqueia
3.6.1 Macrofagos

A quantificacdo dos macréfagos 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 reacgéo.

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 reducéo dessas células
no grupo F+Ac2-26 (43,75+20,75) (p<0,001). Resultados semelhantes foram
observados na traqueia, com maior quantidade de macr6fagos nos animais nao
tratados (67,19+ 20,76; p<0,001; Figura 5F) com relagc&o ao controle (24,40+7,917)
e animais tratados com o peptideo (26,50 8,023; p<0,001).

3.6.2 Mastocitos

No pulméo, a exposicdo ao fumo promoveu aumento significante de
mastécitos 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 reducdo 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 5B). Dados semelhantes
foram encontrados nas observagdesrealizadas natraqueia (Figura5G), com aumento
significante de mastocitos 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 5C e H).

Os mastécitos também foram quantificados apds coloragcdo com safranina
e azul de alcian no pulméo e traqueia em todos os grupos (Figura 5D, E, | e J).
Nas andlises do pulmao, 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 analises dos mastoécitos na traqueia também indicaram
aumento dessas células, especialmente safranina positivas (p<0,01), nos animais
nao tratados (16,46+ 9,982) comparados aos controles (2,500+ 1,976) com redug¢ao
pela administracéo do peptideo (2,083« 2,041).
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Figura 5 — Macréfagos e mastocitos no pulméo e traqueia - Poucos macrofagos (Ae F) e
mastécitos (B-E, G-J) nos grupos controles. Aumento dessas células no grupo exposto ao fumo
sem tratamento e reducédo ap0s tratamento com o peptideo. (n=10/grupo). Contra-coloragéo:
Hematoxilina. Coloragéo: Azul de toluidina (B, C, G e H), azul de alcian (D e |) e safranina (E e
J). Barras 10 ym. 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.

3.7 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 6A). 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 6B) foram observados no grupo F (374,6+
99,27) com relacéo ao C (461,1+ 35,39), aumento significante no grupo F+Ac2-26
(477,0+ 64,11) comparado ao F.

Na dosagem de gama GT (Figura 6C) foi observado aumento (p<0,05) nas ratas
F (15,97+ 5,559) com relagdo as controles (7,644+ 2,049) e reducao significante
(p<0,01) com o tratamento (4,860« 3,519).

Reducdes dos niveis de colesterol (Figura 6D) e TGO (p<0,05) (Figura 6E)
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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 6 - 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 os 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.

3.8 Analises de citocinas pelo MAGPIX

No sobrenadante pulmonar dos animais F foram observados niveis elevados
das citocinas pré-inflamatérias IL-1B (p<0,01), IL-6 e TNF-a (p<0,001) e da
quimiocina MCP-1 (p<0,001) com reducdo nos animais controle (Figura 10 A, B,
D e E). Similarmente, foram encontrados aumentos nas dosagens de IL-1(3, IL-6
(p<0,001) e MCP-1 (p<0,01) no plasma sanguineo (Figura 10F, G e |) e de IL-1
(0,001) e MCP-1 (0,01) no LBA (Figura 7K e N).

A administracdo do peptideo promoveu reducéo significante nos niveis dos
mediadores proé-inflamatério no sobrenadante do macerado pulmonar (IL-13 e MCP-
1 p<0,01; IL-6 e TNF-a p<0,001) (Figura 7A, B, D e E), no plasma sanguineo (IL-13
e IL-6 p<0,001; TNF-a p<0,01) (Figura 7F, G e J) e no LBA (IL-1B p<0,001; TNF-a
p<0,05) (Figura 10K e O).

Diferentemente, nos animais expostos ao fumo nao tratados, niveis reduzidos
da citocina anti-inflamatéria IL-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 redugcdo nos sem
tratamento (Figura 7C, H e M).
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4 |1 DISCUSSAO

Inicialmente, analisamos os dados fisiolégicos relacionados a peso, presséao
arterial e ventilacdo pulmonar e, como esperado, ocorreu perda de peso, aumento
da presséo e reducao da frequéncia e capacidade de ventilacdo 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 redu¢des no perimetro
pulmonar no grupo exposto ao fumo sem tratamento comparado com os grupos
controle e exposto ao fumo e tratado, em concordancia com os obtidos da ventilagao
pulmonar. Estudos indicam que pacientes com paredes pulmonares mais espessas,
devido ao enfisema ou DPOC, apresentam quadro clinico grave e limitagcédo no fluxo
de ar, com comprometimento da funcédo pulmonar (HOESEIN et al, 2015). Desse
modo nossos resultados apontam que a limitagcdo do fluxo de ar ocorre devido a
reducéo do didmetro das vias aéreas em nivel baixo, em conformidade com dados
de literatura (VENEGAS, et al. 2005; DIUKSTRA, et al. 2011).

Nossas analises fisiologicas reforcam os efeitos prejudiciais e as comorbidades
que acompanham o habito tabagista (GAN et al., 2004; TERAMOTO, 2007; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION AND WORLD HEALTH ORGANIZATION:
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CONCERNS REGARDING TOBACCO USE, 2012; CARAMORI et al., 2014).
Contudo, nos animais tratados com o peptideo o peso, a presséo arterial, ventilagcao e
as dimensdes pulmonares foram semelhantes as encontradas nos animais controle,
evidenciando os efeitos benéficos do tratamento contra as acbes sistémicas da
exposicao ao fumo. Ainda, estdo de acordo com estudos que apontam o papel
protetor do Ac2-26 em afeccdes do pulméo (DAMAZO et al., 2011; CUNHA et al.,
2012).

Ataxa de hemoglobina no sangue dos animais expostos ao fumo foi investigada
e, novamente, verificamos o efeito protetor do peptideo no grupo tratado, o
qual manteve a concentragcdo de hemoglobina semelhante ao grupo controle, e,
diferentemente, elevada nos animais expostos ao fumo néo tratados. A alta taxa de
hemoglobina no grupo exposto ao fumo esta associada a glicoproteina eritropoietina
sérica (EPO) e na exacerbacdo de DPOC a EPO pode estar reduzida, indicando
gue na fase aguda da doenca, a associacdao hemoglobina/ EPO é inversa e esté
ligada ao aumento de IL-6, mostrando resisténcia da EPO por meio de mecanismos
que estdo associados ao aumento do processo inflamatério sistémico (SALA et al.
2010; MARKOULAKI et al., 2011; SINGH et al. 2016).

Nas outras analises bioquimicas, observamos aumento do colesterol no grupo
exposto ao fumo sem tratamento comparado ao controle e reducéo significante com
o tratamento. Outra investigacdo também indica 0 aumento de colesterol total e LDL
em pacientes fumantes comparado aos nao 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 nao tratado, comparado ao controle e tratados, e estéao
de acordo com estudos que observaram a redugdo de glicose em ratos expostos ao
fumo ndo obesos (MONTANO et al., 2016). Diferentemente, outros estudos indicam a
DPOC como um fator de risco para diabetes mellitus 2 em pacientes hiperglicémicos
ligado aos fatores de inflamacgéo 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 reducdo nos niveis
dessas enzimas observadas pela administracdo do peptideo da AnxA1 apontam,
novamente, o efeito protetor do tratamento.

O papel anti-inflamatério do Ac2-26 também foi observado pelas analises de
células inflamatérias no LBA, as quais mostraram maior quantidade de leucécitos,
especialmente linfécitos e mondcitos, nos animais expostos ao fumo néo tratados
e reducado pés-tratamento. A reducéo do influxo leucocitario promovida pelo Ac2-
26 também foi observada em diversos modelos experimentais (BOZINOVSKI,
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ANTHONY, VLAHOS, 2014; SUGIMOTO et al, 2016) e confirmaram o potencial
anti-inflamatério do peptideo.

As analises histopatolégicas do pulméo e da traqueia mostraram aumento dos
espacos intra-alveolares e influxo de células inflamatérias no grupo exposto ao fumo
comparado com 0s animais controles. A degeneracéo do parénquima pulmonar foi
mais acentuada nos animais expostos ao fumo nao tratados, nos quais foi observado
aumento de BALT. A reducéo do fluxo de ar e consequente dificuldade para respirar
podem estar relacionadas ao desequilibrio entre as proteases responsaveis pela
destruicao do parénquima pulmonar e antiproteases que inibem a acao das enzimas
proteoliticas, podendo ocasionar o enfisema pulmonar (RICHMOND et al., 1993;
RUFINO et al., 2006; KOZMA et al., 2014).

Nas quantificacbes teciduais das células inflamatérias identificamos por
imuno-histoquimica maior quantidade de macrofagos 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 disfun¢do das
vias aéreas em grupos expostos ao fumo (NUSSBAUMER-OCHSNER et al., 2015).
Os estudos histopatolégicos também evidenciaram numerosos mastocitos no
pulmao e traqueia, intactos e desgranulados, e também azul de alcian positivos e,
principalmente safranina positivos, nos grupos expostos ao fumo sem tratamento,
mas com redu¢ao acentuada dessas células pela administracdo do Ac2-26. Outras
investigagdes indicam que o tabagismo aumenta a liberagdo de histamina pelos
mastoécitos alveolares com sua subsequente desgranulacdo o que contribui para
a destruicao das paredes alveolares, recrutamento de neutréfilos e liberacdo de
citocinas e quimiocinas (KALENDERIAN et al.,, 1988; MORTAZ, FOLKERTS E
REDEGELD, 2011).

Na continuidade do trabalho, observamos a maior expressao da AnxA1 no
grupo exposto ao fumo sem tratamento no pulméo e na traqueia, comparado aos
demais grupos, indicando a participacdo da proteina enddégena no controle da
inflamacao e na preservacgao tecidual. O aumento na expressdo da AnxA1 também
foi observado em outras investigagdes, 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 reducédo da imunomarcacéao indicando o envolvimento da
AnxA1 na fisiologia das células epiteliais e inflamatérias do pulmé&o, comprovando
a acédo anti-inflamatoéria do Ac2-26. A reducado na expressdo da AnxA1 endogena,
possivelmente, esta associada a um processo de feed back negativo (GIROL et al.,
2013).

Nas analises de expressdo da COX-2 no pulméo e traqueia, também
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observamos maior imunorreatividade da enzima nos animais expostos ao fumo
nao tratados comparados aos controles e expostos ao fumo tratados. A expresséo
aumentada da COX-2 foi associada ao elevado grau de inflamacdo na DPOC e ao
cancer de pulmao (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 pulméo relatam que a atividade anti-inflamatoria do chéa
verde é mediada pela superexpressao da AnxA1 e redugcao na expressao da COX-2
e prostagladina 2 (LU et al., 2012; SEIDEL et al., 2012).

Ainda nas analises de imuno-histoquimica, identificamos maior imunorreagao
de MMP-9 no grupo exposto ao fumo sem tratamento no pulmédo e na traqueia,
indicando a participacao dessa enzima na destruicao do tecido. Outras investigacoes
associam varias MMPs, incluindo a MMP-9, as alteragcbes de tecidos em paciente
com enfisema pulmonar (MIYATA et al., 2015; OSTRIDGE et al., 2016) Em outro
estudo, a AnxA1 foi fortemente caracterizada como reguladora positiva da MMP-
9, por meio da via de NF-kB em casos de cancer de mama, apresentando papel
protetor contra a invaséo de células cancerosas (KANG, KO E JANG, 2012).

No contexto da inflamacao pulmonar, na fibrose cistica, a diminuicdo da
expressao endoégena da AnxA1 foi observada no LBA de pacientes (TSAO et al.,
1998) e em modelos animais (DALLI et al., 2014). A auséncia da proteina provocou
aumentos no grau de inflamacgéo, nos indices de fibrose e nos niveis de fator de
crescimento transformador beta-1 (TGF-1), interferon gamma (IFN-y) e TNF-a (JIA
et al., 2013). Contudo, o tratamento com o Ac2-26 melhorou os sinais de inflamacao
e fibrose. O efeito protetor do Ac2-26 também foi investigado em um modelo de
endotoxemia pulmonar pela administracdo local ou sistémica de LPS (DA CUNHA,
OLIANI E DAMAZO, 2012). O pré-tratamento com o peptideo foi capaz de regular a
inflamacao endotoxémica, por meio da diminui¢do do extravasamento de leucécitos
para o tecido conjuntivo e a cavidade alveolar, redu¢do da liberac&o das citocinas
pré-inflamatoérias no plasma sanguineo e aumento do mediador anti-inflamatério no
LBA e plasma sanguineo, corroborando com os dados do nosso trabalho.

A administracdo do peptideo mimético da AnxA1 em modelo de IR intestinal
foi benéfica, com atenuacao da migracao dos leucécitos para o pulmao e inducao
da liberacao da IL-10 para o sangue (DAMAZO et al., 2013).

Finalmente, sabendo da importancia das citocinas nos processos
inflamatérios, procedemos as analises das citocinas pré-inflamatéria IL1B, IL-6
e TNF-a, da quimiocina MCP-1 e da citocina anti-inflamatoéria IL-10. Nossos
resultados mostraram niveis elevados de IL-1B, IL-6 e TNF-a nas ratas expostas
ao fumo sem tratamento, no sobrenadante do pulmao, plasma sanguineo e LBA, e
corroboram com outros estudos que indicam a presenca elevada dessas citocinas
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em expostos ao fumo, pacientes asmaticos e/ou com DPOC (KLENIEWSKA et al.,
2016). Assim, a reducao 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 pulméo dos animais expostos ao fumo néo tratados e redug¢ao nos
expostos ao fumo tratados e estdo de acordo com a quantificacdo de macréfagos
pulmonares nesta investigacdo e com outros estudos que mostraram que o habito
tabagista prolongado, promove o aumento de MCP-1 e contribui para os perfis
inflamatorios (KASTELEI et al., 2015).

Nas dosagens da citocina anti-inflamatoria IL-10, identificamos diminuicédo
dessa citocina no grupo exposto ao fumo sem tratamento no pulméo 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 néao
expostos ao fumo, indicam que esta citocina é afetada pela exposicao a fumaca do
cigarro (ZHANG et al., 2013).

51 CONCLUSAO

Os resultados obtidos, nas condicbes propostas, permitem concluir que a
administracao do Ac2-26:

« Mantém as caracteristicas fisiol6gicas e radiograficas semelhantes aos con-
troles.

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

« Atenua o processo inflamatério pela reducao de linfécitos e monécitos no
LBA, e dos macréfagos e mastdcitos nos pulmdes e traqueia, com preserva-
¢éao tecidual das vias respiratorias.

« Reduz a expressao endogena de AnxA1, COX-2 e MMP-9 no pulméao e na
traqueia.

« Diminui a liberacdo de mediadores pré-inflamatérios como IL-13, IL-6, TNF-
-a e MCP-1 e estimula a producéao de IL-10 no plasma, LBA e sobrenadante
do macerado pulmonar.

Associados, nossos dados mostram que a administracao do peptideo mimético
da AnxA1 promove efeitos anti-inflamatoérios preventivos contra o desenvolvimento
da DPOC no modelo proposto.
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