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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Doutorado em Biologia Celular e Molecular

PAPEL REGULATORIO DA ANEXINA-1 E DE SEU DERIVADO Ac2-26 SOBRE A
SILICOSE EXPERIMENTAL MURINA

Resumo

A silicose, uma doenca ocupacional causada pela inalacdo de particulas de silica
cristalina, € caracterizada por intensa resposta inflamatéria seguida de fibrose e
formacao de granulomas, e até o momento permanece sem tratamento efetivo. O
processo inflamatério € regulado fisiologicamente por agentes antiinflamatérios
endogenos que sao capazes impedir a sua exacerbagdo. Glicocorticéides
endogenos, cuja parte de suas acdes antiinflamatérias sdo mediadas pela proteina
anexina-1 (ANX-1), fazem parte desse contexto. No presente estudo, investigamos o
papel da proteina ANX-1, e de seu derivado peptidico Ac2-26 (50 - 200 ug), na fase
aguda da silicose. O esterdide classico, dexametasona (25 pg; Dexa), foi utilizado
como controle. A instilacdo intranasal de silica (10 mg) em camundognos Swiss-
Webster desencadeou a ocorréncia de aumento no nivel basal de resisténcia e
elastancia pulmonar, e hiperreatividade das vias aéreas ao agente colinérgico
metacolina. Este quadro mostrou-se associado um intenso infiltrado inflamatério e
deposicao de colageno, com formagdo de granulomas. O tratamento com Ac2-26
inibiu acentuadamente o infiltrado leucocitario, a deposicdo de colageno e a
formacao de granulomas nos animais silicéticos, condicbes que foram apenas
parcialmente afetadas pela Dexa. A geragdo de citocinas (TNFa e TGFB) e
quimiocinas (KC e MCP-1) foi reduzida pelo peptideo, porém néo pela Dexa. O
aumento da resisténcia e da elastancia pulmonar, assim como a hiperreatividade a
metacolina, foram inibidos tanto pelo peptideo como pela Dexa. In vitro, os
fibroblastos pulmonares estimulados com IL-13 e TGFp tiveram a produgdo de
colageno e MCP-1 inibida pelo peptideo Ac 2-26, resposta dependente de sua acao
em receptores FPR1 e FPR2. A proliferacao celular nao foi afetada pelo peptideo.
De forma paralela, vimos que 0s animais nocautes para a proteina ANX-1 e
silicticos apresentaram intensificacdo do infiltrado inflamatério, deposicdo de
colageno e produgao de citocinas (KC, MIP-2 e TNFa) no parénquima pulmonar. A
deficiéncia da ANX-1 ndo alterou a resisténcia pulmonar de animais silicéticos,
porém a elastdncia mostrou-se exacerbada. Verificamos, ainda, que os animais
nocautes para ANX-1 controles mostraram-se mais responsivos a estimulagdo com
metacolina, porém ndo a serotonina, fendmeno verificado também quando da
avaliacao da resposta contratil de anéis de traquéia ex-vivo. Em conjunto, nossos
resultados mostram, de forma original, que o peptideo Ac 2-26 foi capaz de inibir o
componente inflamatorio e fibrético da fase aguda da silicose, indicando ser este um
composto promissor para utilizagdo no tratamento de doencas inflamatérias
fibréticas como a silicose. Além disso, demonstramos que a auséncia da ANX-1
exacerbou a fase aguda da silicose, reforcando achados prévios que apontam para
a atividade antiinflamatéria desta proteina também ao nivel de fisiopatologias
pulmonares.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Doutorado em Biologia Celular e Molecular

THE REGULATORY ROLE OF ANNEXIN-1 AND DERIVED Ac2-26 ON MURINE
MODEL OF ACUTE SILICOSIS

Abstract

Silicosis is an occupational disease caused by inhalation of crystalline silica particles
and is characterized by an intense inflammatory response followed by fibrosis and
granuloma formation. There is no effective treatment for silicosis until now. The
inflammatory process is physiologically regulated by endogenous antiinflammatory
agents that are able to prevent its exacerbation. Endogenous glucocorticoids, which
have part of their antiinflammatory actions mediated by the protein annexin-1
(ANX1), are very important in that context. We investigated the role of ANX1, and its
derived peptide, Ac2-26 (50 - 200 pg) on the acute silicosis. The classical steroid
dexamethasone (25 pg; Dexa) was used as a control. The intranasal instillation of
silica (10 mg) in mice induced an increase of the baseline of pulmonary resistance
and elastance and airways hyperreactivity to bronchoconstrictor methacholine,
associated with an intense inflammation and collagen deposition with granuloma
formation. Treatment with Ac2-26 inhibited markedly leukocyte infiltration, collagen
deposition and granuloma in silicotic Swiss-Webster mice, phenomena partially
affected by Dexa. The generation of cytokines (TNFa and TGFB) and chemokines
(KC and MCP- 1) was inhibited by Ac2-26 but not by Dexa. Increased lung resistance
and elastance as well as airways hyperreactivity to methacholine were abolished by
Dexa and Ac2-26. In vitro, incubation of lung fibroblasts with Ac2-26 inhibited IL-13
and TGFB collagen and MCP-1 production, a response mediated by FPR1 and FPR2
receptors. Cell proliferation was not affected by the peptide. In parallel, we found that
silicotic ANX1 knockout mice showed more intense inflammatory infiltrate, collagen
deposition and mediator production (KC, MIP-2 and TNFa) in the lung parenchyma.
ANX1 deficient mice deficient showed exacerbation of elastance, but not of
pulmonary resistance. Airways hyperreactivity in silicotic mice was more intense
under condition of stimulation with methacholine. Interestingly, we showed that the
ANX1 knockout mice were more responsive to methacholine stimulation, but not to
serotonin, a phenomenon also observed in the system of tracheal ring contraction ex-
vivo. Taken together, our results show that the Ac2-26 peptide was able to inhibit the
inflammatory and fibrotic components of the acute phase of silicosis, indicating that
this compound is a promising tool for future use in the treatment of inflammatory
diseases such as silicosis. Furthermore, we demonstrated that the absence of ANX1
exacerbated the acute phase of silicosis, reinforcing previous findings and showing
that the antiinflammatory activity of this protein is also extended to the respiratory
system. A potential regulatory role of ANX1 of the contractile response of the airways
was also proposed.

Vii



1. Introducao

A maioria das doencas, de modo geral, € desencadeada pelo estabelecimento
de um processo inflamatério, acompanhado pelo fendmeno fisiolégico de reparo
tecidual. A reparacédo tecidual esta associado ao desenvolvimento da fibrose, a qual
se caracteriza pela exacerbacdo da producao de matriz extracelular e proliferacéo
de células mesenquimatosas, o que acarreta muitas vezes na perda da funcéo
tecidual. Neste contexto se enquadram diversas doencas pulmonares caracterizadas
pela alteragdo da fungé@o pulmonar, devido a mudangas na arquitetura do tecido e
consequentemente da troca gasosa.

1.1. Sistema respiratoério

O sistema respiratério desempenha importante papel na manutencédo do
organismo vivo através da realizacdo da troca gasosa entre o ar inspirado e o
sangue. Este sistema garante a manutencdo dos demais tecidos permitindo a
oxigenacdo dos mesmos e mantendo o equilibrio acido - base. Outras funcdes
também sdo atribuidas ao sistema respiratério como a fonacéo, producédo de sons
pela passagem de ar através das pregas vocais, além de importante acdo na defesa
do organismo, com a participacdo de macréfagos alveolares, células epiteliais
ciliadas e a producéao de muco (Levitzky MG, 2004).

O sistema respiratério é subdividido em duas regides: (I) zona de conducao
e (Montes, IlI) zona respiratéria. A primeira € constituida pela traquéia, brénquios,
bronquiolos e bronquiolos terminais e tem como funcéao levar o ar inspirado até as
regibes de troca gasosa. A zona respiratéria € composta pelos bronquiolos
respiratérios, ductos alveolares e sacos alveolares, e corresponde a area onde
ocorre a troca gasosa entre o sangue e o ar (West J, 2002).

Por possuir contato direto com o meio externo através da entrada de ar pelas
vias de conducado, o sistema respiratério € susceptivel a inUmeras doencas
desencadeadas pela inalagdo de particulas e agentes estranhos, entre eles diversos
antigenos e particulas de poeira contendo minerais, como a silica. A intensa
exposicdo dos pulmdes a corpos estranhos carreados pela inspiracdo de ar
contaminado pode induzir diversas patologias. Estas podem variar de acordo o tipo
de estimulo externo, a quantidade de particulas inspiradas e o tempo de exposigéo.

Muitas das doencas do trato respiratério sdo de carater ocupacional, devido a
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exposicdo continua do trabalhador a poeira, e sao classificadas como
pneumoconioses (Levitzky MG, 2004).

1.2.Pneumoconioses

O termo pneumoconiose foi inicialmente cunhado para caracterizar as
alteragdes pulmonares parenquimatosas consequentes da inalacdo de poeira
contendo particulas minerais. Atualmente, esse termo engloba doencas ocasionadas
por particulas organicas e inorganicas, além de fumos e vapores quimicos (Lido AV,
2008; Robbins S, 2005). As alteragcbes patogénicas observadas nas
pneumoconioses variam de acordo com a quantidade de poeira inalada e retida no
pulm&o e nas vias aéreas, o tamanho, a solubilidade e a reatividade fisico-quimica
das particulas, além de depender de efeitos adicionais de outros irritantes como o
tabaco. Sao conhecidas diversas pneumoconioses, dentre elas se destacam a
antracose, lesao pulmonar induzida por pé de carvao, a asbestose, ocasionada pela
inalacdo de asbesto, e a silicose causada por particulas de silica. Esta ultima é a
doenca ocupacional crénica mais prevalente no mundo (Robbins S, 2005).

1.3. Silicose

1.3.1. Silica

A silica, também denominada diéxido de silicio (SiO), € um composto natural
encontrado em grande propor¢ao na crosta terrestre. Sua molécula é formada pelos
elementos quimicos oxigénio e silicio, podendo ser encontrada principalmente nas
formas amorfa e cristalina, sendo a primeira a menos téxica (Terra Filho M, 2006). A
inalagao continua de poeira contendo particulas de silica cristalina recém geradas
em operacdes como jateamento de areia, perfuracdo de rochas, escavacédo de
tuneis e moagem, induz grande toxicidade para as células do pulméao. Esse dano se
da inicialmente devido a geracao de radicais de oxigénio na superficie da particula,
tais como anion superéxido (O..)) e radicais hidroxilas ((OH) que sao altamente
reativos na presenca do cation ferro bivalente (Fe?*) e tracos de outros metais
(Fubini B, 2003; Terra Filho M, 2006). A silica cristalina tem a sua molécula
arranjada na forma de um cristal tetraédrico tridimensional com radicais dispostos

em sua superficie, os quais sdo capazes de interagir com oxigénio e nitrogénio
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presentes nas membranas celulares. Essa interacdo resulta na perda da integridade
das membranas levando a lesdo tecidual. Assim, o dano continuo promovido pela
inalacdo de particulas de silica cristalina acarreta no desenvolvimento da silicose
(Castranova V, 2004).

1.3.2. Epidemiologia

A silicose é uma das mais antigas doencas ocupacionais. Ha relatos da
ocorréncia dessa doenca pulmonar desde a Antiguidade, no Egito, Grécia e Roma,
em individuos envolvidos em atividades de mineracdo, construcdo e producao de
pecas decorativas. No entanto, o risco de exposicdo a silica aumentou com o
advento da industrializacdo no século XVII. Durante a segunda guerra mundial
houve um acréscimo no numero dos casos de silicose, devido a intensificacdo dos
trabalhos em estaleiros. O brusco aumento no niumero de casos de silicose ao longo
do tempo resultou na criacdo de leis que visavam o cuidado com a saude do
trabalhador, tanto na Europa quanto nos Estados Unidos (Greenberg MI, 2007; Terra
Filho M, 2006).

A exposicao a silica ainda continua sendo de grande incidéncia, tanto em
paises em desenvolvimento como nos desenvolvidos. Nos Estados Unidos, por
exemplo, cerca de 1,7 milhdes de trabalhadores sao potencialmente expostos a
silica. Enquanto que em paises como india e China cerca de 3 milhées de individuos
sao expostos (Rees D, 2007). No Brasil ndo ha um estudo epidemiolégico conclusivo
a respeito da incidéncia da silicose, mas estima-se que cerca de 6 milhdes de
trabalhadores brasileiros sédo expostos a silica (Algranti E, 1998).

Segundo estudo de Ribeiro e colaboradores (2008), as atividades econémicas
no Brasil de maior prevaléncia de exposicao a particulas de silica sdo a construcao
civil com 62% de expostos; extracdo mineral com 61%; industria de minerais nao
metalicos, como ceramica, vidro e cimento, com 55% e a metalurgica com 23% de
expostos. De acordo com esse estudo a prevaléncia total de trabalhadores expostos
foi de 5,3%, considerando uma situacao mais grave quando comparado a da Uniao
Européia que foi de 3,9% na Finlandia e 3,5% na Republica Checa.

Como a silicose é uma doenga de desenvolvimento lento e pode progredir
independente da exposicdo continuada, boa parte dos casos € diagnosticada

somente anos apos o trabalhador estar afastado da exposicdo. Em 1978 estimou-se
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que o numero de casos de silicose no pais seria proximo a 30.000 casos, através de
uma busca ativa de casos de silicose em sanatérios de tuberculose (Mendes R,
1979). Foram descritos inUmeros casos graves de silicose em escavagao de pogos e

jateamento de areia na industria naval (Holanda MA, 1995).

1.3.3. Classificacao clinica e diagnostico

A silicose é uma doenca pulmonar restritiva caracterizada por um processo
inflamatério granulomatoso e fibrose nodular. A gravidade e a progressao da doenga
estdo associadas com o tempo de exposicdo e a quantidade de particulas as quais o
individuo é exposto. Desta forma a silicose é classificada em trés formas clinicas: a
silicose aguda, acelerada e crénica (Ding M, 2002). A forma aguda ocorre, em geral,
apds meses ou poucos anos de exposicao a elevadas quantidades de particulas de
silica recentemente divididas, como ocorre nas atividades de jateamento de areia e
perfuragdo de rochas. Nesta forma clinica, o individuo apresenta intensa dispnéia,
astenia, perda de peso e hipéxia. E observado através de radiografia infiltrado
alveolar bilateral difuso, podendo haver ou ndo a formacédo de granuloma (Terra
Filho M, 2006). A silicose acelerada desenvolve-se de maneira mais lenta que a
forma aguda, porém apresenta alguns aspectos semelhantes a esta forma. Ocorre o
desenvolvimento de lipoproteinose alveolar exsudativa associado com inflamacéao
cronica. Além disso, ha a formagdo de granulomas com a presenga de células
mononucleares, fibroblastos e acumulo de fibras de colageno com orientagéo
circular (Castranova V, 2004). A forma crbnica é a manifestacdo mais comum e se
desenvolve apds longos periodos de exposicdo, mais de dez anos. Nesta forma é
observada a formacdo classica de granulomas com presenga concéntrica de
colageno e regiao central hialinizada (Terra Filho M, 2006).

O diagnostico da silicose tem como base a observacdo de alteracoes
radioldgicas juntamente com a histéria de exposicao do individuo a silica. O raio x de
térax revela normalmente a presenca de opacidades e, dependendo da gravidade da
silicose, a presenca da ndédulos na regido apical do pulmdo. A tomografia
computadoriza também constitui um importante auxilio no diagnéstico da silicose,
permitindo avaliar a evolugdo dos nodulos e a deteccao de regides enfisematosas.
Testes de fungdo pulmonar também auxiliam no diagndstico, principalmente nas

formas mais graves e avangadas da doenca (Terra Filho M, 2006).
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1.3.4. Fisiopatologia

Embora a patogénese da silicose seja complexa e ndo totalmente esclarecida,
acredita-se que a doenca resulte de um ciclo de leséo celular, geracao de oxidantes,
inflamacéao e fibrose. Essa proposta envolve a citotoxicidade direta da particula de
silica sobre células residentes como macréfagos alveolares e células epiteliais do
tipo Il. A ativacao desses dois tipos celulares resulta na producgéo e liberagdo de
citocinas e quimiocinas inflamatérias. Como resultado ocorre a ativagédo e a
migracao de leucécitos para o local da lesao, que acarreta na intensificacao da lesao
devido a producédo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio no parénquima
pulmonar (Castranova V, 2004; Fubini B, 2003).

Devido as propriedades de superficie, a silica cristalina induz a ativagdo de
macréfagos alveolares através de sua atuacao em receptores do tipo “scavengers”,
como MARCO (2008; Hamilton RF, Jr., 2006). A particula de silica ao ser fagocitada
promove a ativagdo da cascata de sinalizacdo evolvendo a estimulacédo da proteina
quinase C (PKC) e subsequente fosforilagcdo de MAPK, ERK-1 e ERK-2 e ativagao
do fator de transcricdo AP-1. As espécies reativas de oxigénio, produzidas em
resposta a fagocitose da particula de silica, também levam a estimulagao de vias de
sinalizagédo para ativagdo de NF-kB com consequente indugéo da sintese de TNFa
(Castranova V, 2004). Além disso, a silica estimula outros tipos celulares como
células epiteliais e fibroblastos induzindo a ativacao da via de sinalizacdo do NF-kB
(Fubini B, 2003; Huaux F, 2007).

Recentemente, foi descrito a importante participacdo do inflamossoma NALP3
no desenvolvimento da silicose. O NALP3 constitui um receptor citoplasmatico
pertencente a familia dos receptores NOD simile. Estes sofrem o processo de
oligomerizacdo quando ativados e se transformam no inflamossoma NALP3, que
promove a ativagao da caspase-1 e consequente clivagem de prélL-1 e préIL-18 a
IL-1B e IL-18, respectivamente (Petrilli V, 2007). Os cristais de silica, quando
fagocitados, induzem dano ao lisossoma resultando na desestabilizagdo da
membrana, levando a consequente ativacdo do inflamossoma NALP3 (Cassel SL,
2008; Hornung V, 2008).

A inflamagao granulomatosa induzida pela silica é caracterizada pelo acumulo
de macréfagos com particulas minerais nos noédulos. A resposta inflamatéria é
seguida por um processo fibrético com proliferacdo de fibroblastos e acumulo de
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matriz extracelular, incluindo colageno intersticial e elastina insoluvel (Corbel M,
2002; Perez-Ramos J, 1999).

Os macroéfagos alveolares exercem uma importante acado no desenvolvimento
e progressao da silicose através da liberacdo de diversos produtos, tais como:
enzimas e espécies reativas do oxigénio, que promovem dano pulmonar; citocinas e
quimiocinas capazes de ativar e recrutar células inflamatdrias, como neutrdfilos,
mondécitos e linfocitos; e fatores fibrogénicos, os quais induzem a proliferagdo de
fibroblastos e sintese de colageno (Castranova V, 2000; Huaux F, 2007; Rimal B,
2005). Os mecanismos que levam ao acumulo de colageno e a proliferacdo da
matriz extracelular no modelo de silicose ainda ndo estdo totalmente esclarecidos.
Algumas citocinas fibrogénicas tém importante agdo em modelos de silicose e na
doenga em humanos. Foi demonstrado que o fator de necrose tumoral o (TNFa) tem
sua expressao aumentada em macréfagos alveolares na fibrose induzida por silica
(Gossart S, 1996), e que o anticorpo anti-TNFo é capaz de prevenir o
desenvolvimento da fibrose (Piguet PF, 1990). O fator transformador de crescimento
B (TGFB) também tem sua expressdo aumentada e associada com populagdes de
células dispersas no granuloma, principalmente em macréfagos, fibroblastos e
epitélio alveolar hiperplédsico (Jagirdar J, 1996; Mariani TJ, 1996). Neutrdfilos
também se encontram associados aos macréfagos, e constituem a primeira etapa da
fase aguda da inflamacdo. Além disso, exercem importante agdo no processo
fibrético, uma vez que sao capazes de liberar espécies ativas do oxigénio e
metaloproteinases de matriz (MMPs), principalmente MMP-2 e MMP-9, que
participam do remodelamento da matriz extracelular promovendo a sua degradacao
(2002; Corbel M, 2003). As MMPs promovem a lesdo de células endoteliais e
pneumdécitos tipo | e hipertrofia e hiperplasia de pneumdcitos tipo Il. Estas células
juntamente com células epiteliais e macréfagos produzem citocinas fibrogénicas,
como TGFp, IL-13 e TNFa, que promovem a ativagao de fibroblastos, resultando na
producdo de liberacdo de colageno, e assim, contribuindo para a formacdo de
granulomas (Fubini B, 2003; Hamilton RF, Jr., 2008). A silica cristalina também
apresenta capacidade de ativar diretamente fibroblastos pulmonares, promovendo o
aumento da proliferagdo dos mesmos, além de promover a ativagao dessas células,
permitindo 0 aumento da producdo de colageno e citocinas através da acdo de



citocinas provenientes de macrofagos, como TNFa e TGFB (Arcangeli G, 2001)

(Esquema 1.1).

1.3.5. Prevencao e tratamento

Atualmente o controle e a regulamentacado da exposicdo de profissionais a
particulas minerais como a silica, constituem as principais medidas de prevencao a
silicose. Dentre essas medidas destaca-se o controle da fonte de poeira através da
eliminacéo ou substituicdo de materiais, processos e equipamentos e a utilizacao de
métodos umidos. Além disso, a utilizacdo de equipamentos de protecédo individual
(EPIs), como capacetes e 6culos de protecao, constituem medidas para amenizar a
exposicao e o risco do trabalhador as particulas de silica e consequentemente ao
desenvolvimento da doenca (Greenberg MI, 2007; Terra Filho M, 2006).

No entanto, até 0 momento poucos avangos ocorreram com a intencao de
obter estratégias terapéuticas para a cura da silicose. Na clinica € empregado no
tratamento o uso de corticoides e imunossupressores, porém sem muito sucesso.
Nos casos de silicose crbnica, na tentativa de melhorar o quadro clinico do paciente,
€ realizada a lavagem broncoalveolar, para a remocado de particulas de silica
depositadas nas vias aéreas e tecido pulmonar. Em situacbes mais extremas é
sugerido o transplante pulmonar (Terra Filho M, 2006). Entretanto, alguns trabalhos
utilizando modelos animais tém sugerido algumas abordagens terapéuticas e de
prevencdo da doencga, como o uso de antioxidantes, inibicdo da producédo de TNFa e
IL-1, além da inibicdo de fosfolipases (Mossman BT, 1998). Tendo em vista a
auséncia de tratamento efetivo e a necessidade de garantir melhor qualidade de vida
a individuos afetados pela silicose, mais estudos sdo necessarios para entender a
fisiopatologia da doenca.



FIN} Ly g g by :: i

[ ol o .] / Fibroblasto
Celulas \ \
epiteliais Mediadores . Mediac{o_res
infAamaterios inflamatdrios e o 2B % & o
fibrogénicos F A
I8 oy ¢
g Saales
: __’_______,._>| Metaloproteinases | Fibrose
Macréfago \

\ | “Hipertrofia e
'\\v hiperplasia
@l Neutrdfilos JJ Pneumécito ||

Linfocitos Pneumacito |

Esquema 1.1: Esquema do processo inflamatério induzido pela inalagdo de
particulas de silica. Esta representada a ativacao de células residentes (células
epiteliais e macrofagos alveolares) por particulas de silica. Essas células
ativadas liberam mediadores inflamatérios e fibrogénicos que induzem o
recrutamento de leucocitos para o local da lesdo e a ativacdo de fibroblastos
pulmonares. A produgado metaloproteinases pelos leucdcitos induz a hipertrofia e
hiperplasia de pneumdcitos do tipo | e Il, que por sua vez liberam citocinas

fibrogénicas, resultando na indugéo da fibrose.



1.4. Anexina-1 e Peptideo Ac2-26

A resposta inflamatéria possui uma fina regulagédo e controle que impede a
sua exacerbacao e perpetuacado. Nesse sentido, mediadores pro-inflamatoérios atuam
em paralelo com agentes anti-inflamatérios, o que permite o inicio, manutencao e fim
do processo inflamatério (Dufton N, 2010). Os mediadores anti-inflamatérios
exercem seus efeitos em diversos estagios da inflamacdo, como a estimulacao da
apoptose e da fagocitose de células apoptéticas. Dentre esses mediadores se
destacam os glicocorticéides que constituem a primeira classe de anti-inflamatérios
endogenos utilizados com sucesso na terapéutica (Perretti M, 2009). Estudos
mostraram que parte das ac¢des anti-inflamatdrias dos glicocorticéides € mediada por
uma proteina enddégena de 37 kDa denominada anexina-1 (Kamal AM, 2005; Perretti
M, 2003).

A anexina-1 é o primeiro membro caracterizado da familia das anexinas, as
quais sao proteinas capazes de se ligarem aos fosfolipideos de membrana, através
de um modo dependente de calcio, e de promover a inibicado da PLA; e da sintese
de eicosanodides. Embora ndo seja detectada no plasma, a anexina-1 é encontrada
constitutivamente em altas concentragdes no citoplasma de diversas células, como
neutréfilos, monécitos e macréfagos, além de tecidos (pulmdo, intestino e medula
Ossea) (Lim LH, 2007; Perretti M, 2009). Em resposta a ativacao celular, a anexina-1
€ mobilizada para a membrana celular e posteriormente liberada. O mecanismo de
secrecao da anexina-1 varia de acordo o tipo celular. Em macréfagos o sistema
transportador ABC (“ATP-binding cassette transporter”) é responsavel pela secrecao
da proteina, enquanto que em neutréfilos, nos quais grande parte da anexina-1 (>
60%) € estocada em granulos de gelatinase, a liberagdo ocorre através da fusao dos
granulos com a membrana celular em resposta a estimulos quimiotaticos ou a
adesdo as células endoteliais. Além disso, a anexina-1 também pode ser
translocada para a membrana celular apds a fosforilacdo da serina 27 no residuo
amino—terminal em células da pituitaria (Perretti M, 2009) (Esquema 1.2). O
processo de translocacao da anexina-1 para a membrana celular também depende
da concentracdo de célcio. O calcio (Ca®!) intracelular promove uma mudanca
conformacional da molécula protéica, permitindo que a regidao N-terminal seja

exposta, gerando a forma ativa da anexina-1 (Gerke V, 2005).



Apbs a sua exposicao na superficie celular ou secrec¢ao, a anexina-1 pode
exercer sua funcao de trés formas: () atuando de modo autdcrino, no qual a
anexina-1 atua na propria célula de onde € liberada; (Montes, Il) modo paracrino,
atuando em outra célula alvo apdés a sua secrecao; e (lll) justacrino, o qual
corresponde a interacdo da anexina-1, ligada a membrana celular da célula da qual
foi sintetizada, com a célula alvo (Esquema 1.2) (Perretti M, 2009).

Ativacao
paracrina

Mondcito

Ativacdo Ativaca
s . cao

glitezrina @ Granulo justacrina

c
\__ Anexina-1 @ @
=~
Inducéo da Inducéo da
expressao da ANX1 expresséo de ALXR

por glicocorticoide por glicocorticoide

Esquema 1.2: Mobilizacdo da anexina-1 em células ativadas e seu modo de
acao. Apdés a ativacao celular a anexina-1 € mobilizada para a membrana
celular através de trés mecanismos diferentes, dependendo do tipo celular: (a)
através do transportados ABC; (b) pela fosforilagdo do residuo de serina N-
terminal; (c) pela fusdo de granulos com a membrana celular. Apds sua
liberacdo a anexina-1 pode atuar de modo autécrino, paracrino e justacrino
(Adptado de Perretti M, 2009).
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Estudos utilizando modelos experimentais de inflamagdo em camundongos
mostraram que a anexina-1 inibe o recrutamento de neutréfilos. Esse efeito esta
associado com o desprendimento de neutréfilos aderidos ao endotélio, resultando na
reducao do numero de células que migram para o local da lesdo. Essas acdes sao
reproduzidas por peptideos derivados da regidao N-terminal da proteina, dentre eles
o peptideo Ac2-26 (Lim LH, 1998).

Além dos efeitos sobre a migragéo leucocitaria, a anexina-1 também promove
a inibicdo de vias de transducédo de sinal que leva a proliferagdo de fibroblastos
pulmonares, bem como da fagocitose de imunocomplexos por macréfagos, além de
induzir a apoptose de células inflamatérias (Croxtall JD, 2003; Kamal AM, 2005). Em
adicao, foi demonstrado que a anexina-1 e derivados peptidicos sao liberados por
células apoptéticas atuando como um sinal para a fagocitose dessas células
promovendo a depuragdo das mesmas, e desta forma auxiliando no processo de
resolucado da inflamacgédo (Scannell M, 2007). Foi demonstrado que a anexina-1 e
seus derivados peptidicos exercem suas acgdes através da sua interacdo com
receptores formilados (FPR) (Ernst S, 2004; Walther A, 2000).

1.4.1. Receptores formilados (FPR)

Os receptores formilados pertencem a uma pequena familia de receptores
acoplados a proteina G, especialmente Gi, cujos membros sdo: FPR1, FPR2/ALX e
FPRS3. Esta familia de receptores foi caracterizada nos anos 80 como sendo capaz
de se ligar a sequéncias altamente conservadas de peptideos contendo N-formil
metionina que ocorrem naturalmente, como produtos bacterianos, ou peptideos
sintetizados (n-formil-metionil-fenilalanina - fMLP) (Ye RD, 2009). A interacdo entre
receptores FPR e seus ligantes resulta na ativagdo de diversas vias de sinalizacao,
dentre elas: influxo de calcio, cascata de proteinas quinases e polarizacao da
membrana (Dufton N, 2010; Perretti M, 2009).

O FPR1 foi o primeiro receptor da familia a ser identificado e clonado. E
caracterizado pela alta afinidade pelo peptideo sintético fMLP (n-formyil-metionil-
fenilalanina), e esta associado com a defesa do hospedeiro, promovendo a migracao
leucocitaria, producao de citocinas e ions superdxido e a degranulagdo de células
fagociticas (Dufton N, 2010). O receptor FPR2 é capaz de interagir com diversos

produtos naturais incluindo a lipoxina A4 (ALXA4), anexina-1, proteina soro amiléide
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(SAA) e peptideos do HIV, além de peptideos sintéticos (peptideo-W) e compostos
quimicos (composto C43). Assim como o FPR1, o receptor FPR2 também esta
implicado na defesa do organismo, porém apresenta importante papel na via anti-
inflamatéria. A sua expressdo € induzida tanto por estimulos pré-inflamatérios
(TNFa) como anti-inflamatérios (glicocorticéides) (Dufton N, 2010; Sawmynaden P,
2006). O ultimo membro caracterizado da familia é o receptor FPR3. Este nédo é
expresso em neutréfilos, porém é encontrado em mondcitos, macrofagos e células
dendriticas. Diferente dos demais receptores, o FPR3 nao responde a peptideos
formilados, possuindo um Unico ligante endégeno conhecido, o peptideo F2L (Dufton
N, 2010; Perretti M, 2009).

Walther e colaboradores (2000) associaram os efeitos da anexina-1 aos
receptores da familia FPR. Posteriormente, foi observado que a anexina-1
apresentava co-localizacdo com receptores FPR2/ALX na superficie de neutrofilos
de humanos (Perretti M, 2002). Em adicdo, estudos de “binding” competitivo
utilizando anexina-1 e derivados peptidicos mostraram a preferéncia da proteina
integra pelo receptor FPR2/ALX, enquanto o peptideo Ac2-26 ativou tanto o receptor
FPR1 como o FPR2 (Hayhoe RP, 2006).

Apés a interacdo com seus receptores, a anexina-1 e o peptideo Ac2-26 sao
capazes de induzir a ativacdo da cascata de sinalizacdo da MAPK, induzindo a
fosforilacdo de ERK-1 e ERK-2 (Hayhoe RP, 2006), o que resulta em mudancas no
célcio intracelular e no “shedding” de L-selectina em neutréfilos, promovendo desta
maneira alteracdo da migracdo celular e consequente reducdo da resposta
inflamatéria (Solito E, 2003).

Estudos tém demonstrado o possivel envolvimento de receptores FPR em
diversas doengas, como Alzheimer, asma, artrite reumatoide, periodontites e cancer
(Dufton N, 2010). Estas evidéncias fortalecem a importancia dessa familia de
receptores como possiveis alvos na terapéutica desses disturbios. Tendo em vista a
significante participacdo desses receptores no contexto da inflamacgao, juntamente
com a anexina-1 e o derivado peptidico Ac2-26, verificamos nesse estudo o papel
desse sistema sobre a doenca pulmonar induzida por particulas de silica.
Destacando o fato de que a silicose constitui uma doenga de grande abrangéncia

mundial que permanece sem cura e sem tratamento eficaz.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Tendo em vista as agdes anti-inflamatérias da anexina-1, neste estudo
investigamos o papel da ANX1 na resposta inflamatéria pulmonar crénica induzida
por particulas de silica em camundongos. Buscando atender a necessidade da
identificacdo de um agente eficaz no tratamento da silicose, em paralelo
investigamos o efeito do peptideo Ac2-26, derivado da porcao N-terminal da

anexina-1 sobre o modelo de silicose experimental.

2.2. Objetivos especificos

o Investigar o efeito do tratamento com derivado da anexina-1, peptideo Ac2-
26, na funcao pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas de animais silicoticos;

o Investigar o efeito do peptideo Ac2-26 sobre o infiltrado inflamatério e
formagdo de granulomas no pulmdo de animais silicéticos, através da andlise
histoldgica;

o Investigar o efeito do peptideo Ac2-26 sobre a producao de citocinas pro-
inflamatérias e pro-fibréticas;

J Avaliar a expressdo de F4/80 e a-SMA no pulmdo de animais silicoticos
tratados com peptideo Ac2-26;

o Verificar o efeito do peptideo Ac2-26 sobre proliferagdo e ativacao de
fibroblastos pulmonares in vitro, bem como caracterizar o envolvimento dos
receptores FPR1 e FPR2 nessa resposta;

. Avaliar o papel da anexina-1 enddgena na fungéo pulmonar e hiperreatividade
das vias aéreas de camundongos silicoticos;

J Avaliar o papel da anexina-1 enddgena sobre o infiltrado inflamatério,
deposicao de colageno e formacédo de granulomas no pulmdo de camundongos
silicoticos;

o Avaliar o papel da anexina-1 enddgena na producdo de mediadores
inflamatérios e pro-fibréticos no tecido pulmonar de animais silicéticos e sobre a
producdo de citocinas por macréfagos peritoneais in vitro, bem como sobre

fibroblastos pulmonares de camundongos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos (18 — 20 g), machos e fémeas, da cepas
Swiss-Webster, BALBc (ANX**) e nocautes para o gene da anexina 1 (ANX1")
provenientes do Centro de Criacdo de Animais (CECAL) da Fundacao Oswaldo
Cruz, além das cepas C57BL6 (FPR1** e FPR2"*) e nocautes para o gene dos
receptores FPR1 (FPR1”) e FPR2 (FPR2"), do biotério do The William Harvey
Institute, Londres, UK. Todos os procedimentos realizados neste estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA; L-034/09) e de acordo
com as regras estabelecidas pelo Home Office (Guidance on the Operation of
Animals, Scientific Procedures Act,1986) e diretrizes da Unido Européia. Os animais
foram mantidos sob condigdes de temperatura entre 25 e 28°C, ciclo de luz definido
em 12 h de claro e 12 h de escuro e livre acesso a racao e agua.

3.2. Inducao da silicose e tratamento

Os animais foram submetidos a anestesia inalatéria com halotano (0,5%)
(Tanohalo, Cristalia, Sao Paulo) até sedacao completa. Em seguida, foram instilados
por via intranasal, com 10 mg silica (SiO,; S-5631 Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, USA, tamanho de particula: 0,5 -10 um) diluidos em 50 ul de salina estéril. Os
animais do grupo controle receberam igual volume de salina estéril intranasal. As
andlises foram realizadas 7 dias apoés a instilagéo.

Para verificacdo do efeito do peptideo Ac2-26 (Cambrigde Research
Biochemicals, UK) sobre a resposta inflamatéria induzida por particulas de silica, os
animais foram divididos em seis grupos: salina, silica, silica + dexametasona (25 ug),
silica + peptideo Ac2-26 (50 ug), silica + peptideo Ac2-26 (100 pg) e silica +
peptideo Ac2-26 (200 ug) por via intranasal. Foram utilizados doses crescentes de
peptideo Ac2-26 (50, 100 e 200 pg/animal), enquanto a dexametasona foi utilizada
na dose de 25 pg/animal, considerada eficaz em outros modelos experimentais
(Bandeira-Melo C, 2005). O peptideo Ac2-26 e a dexametasona foram diluidos em
50 e 25 pl de salina, respectivamente, imediatamente antes do uso. A administracéo
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dos farmacos foi realizada diariamente, durante 7 dias consecutivos, iniciando 6 h

apoés a instilacdo de silica, conforme demonstrado no esquema 3.1.

1 2 3 4 5 6 ¥ 8
I ; f i i f f |
] \ J
Silica :
Peptideo Ac2-26
l 6h ou Analises
Dexametasona
Peptideo Ac2-26
ou
Dexametasona

Esquema 3.1: Esquema de inducdo da silicose, tratamento e analise de parametros

inflamatérios.

3.3. Avaliacao da funcao pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas

Para avaliacdo da fungdo pulmonar foram utilizados seis camundongos por
grupo. Os animais foram submetidos a andlise através de um plestimdgrafo de corpo
inteiro invasivo (Sistema Buxco, UK), permitindo a analise dos parametros de
resisténcia das vias aéreas (cmH>O/mL/s) e elastancia pulmonar (mL/cmH.0). Os
animais foram anestesiados com 60 mg/kg de pentobarbital (i.p.) e curarizados com
brometo de pancurdnio (Pavulon®, 1 mg/kg).). Em seguida os animais foram
traqueostomizados para introducdo de uma canula e posteriormente posicionados
em uma cama aquecida, para manutencao da temperatura corporal. A canula
traqueal foi conectada a um ventilador respiratério, onde parametros, como fluxo
(200 pL) e volume corrente (2 - 5 mL), foram mantidos constantes. Foi introduzido,
por via oral, um cateter preenchido com agua para captura da pressao esofagiana. O
pneumotacografo acoplado a cdmara do plestimografo coletou o fluxo respiratério e
um transdutor ligado a camara permitiu que os dados de pressdo esofagiana e
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pressao resultante do fluxo fossem transferidos para um computador. Através do
“software” BioSystem XA foram processados os sinais de fluxo e pressao, permitindo
o registro dos parametros de resisténcia e elastancia.

Para avaliagdo da hiperreatividade das vias aéreas foi realizada aerolizagao
de concentracdes crescentes e cumulativas do agente broncoconstritor metacolina
(3 - 27 mg/mL) por um periodo de 5 minutos para cada dose. Em camundongos
ANX1" também foi verificada a hiperreatividade das vias aéreas induzida pela

serotonina (5 — 50 mg/mL).

3.4. Avaliacao da contracao de anéis de traquéia em banho de 6rgao
isolado

Camundongos ANX1** e ANX1"" foram sacrificados em camara de CO. para
retirada da traquéia. O térax foi aberto para cuidadosa remog¢do do pulmao e
posterior isolamento da traquéia, a qual foi rapidamente imersa em solucao nutritiva
de Krebs (118 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,17 mM MgSOQy, 2,5 mM CaCl2.6H,0, 1,2
mM NaH.PO4 , 25 mM NaHCOQOg3, 5,5 mM glicose). Foram introduzidas 2 hastes de
sustentacdo na luz do anel da traquéia que, em seguida, foi transferido para uma
cubeta de 10 mL contendo solugédo de Krebs mantida a 37°C e aerada com mistura
carbogénica (95% de O, e 5% de CO,). Uma das hastes fixou a traquéia na base da
cuba e a outra a ligou ao transdutor isométrico (Ugo Basile) que foi conectado a um
sistema de amplificacdo, digitalizacao e registro de dados (LETICA, “Software” Proto
5, versao 7.33). A preparacdo permaneceu em repouso por cerca de 30 min antes
da estimulagédo com 2,5 uM de carbacol para estabilizacdo da sua linha de base. Os
anéis de traquéias foram inicialmente contraidos com 2,5 uM de carbacol para que a
viabilidade destes anéis fosse verificada. Quando as contracdes atingiram um platé,
cada segmento foi lavado até o total relaxamento da musculatura lisa. Ap6s foram
adicionadas concentracdes crescentes de carbacol (10® a 10* M) ou serotonina
(10® a 10™* M). Todos os resultados foram expressos como percentual de contracdo

produzida por 2,5 uM de carbacol.
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3.5. Analise histopatolégica

Apo6s a andlise da funcdo pulmonar os animais foram eutanasiados com
tiopental de sédico (500 mg/kg, i.p). A perfusao foi realizada por meio de uma cénula
intracardiaca com solucao de salina e EDTA (10 mM) para a retirada do sangue. O
pulméo direito foi entédo retirado, fragmentado, congelado e armazenado em freezer
-80°C para posterior quantificacdo de mediadores inflamatérios e colageno. O
pulm&o esquerdo foi perfundido com uma solucao de paraformaldeido tamponado a
4% e fixado em formol tamponado a 10% (24 h), desidratado em solugdes
crescentes de etanol, clarificado em xileno e incluido em parafina. Cortes
histol6gicos de 5 um de espessura foram realizados utilizando-se blocos de parafina
contendo fragmentos do tecido pulmonar, e submetidos a coloragdo com
Hematoxilina-Eosina (HE) para analise da estrutura do tecido pulmonar, Picrus sirius
para avaliacao da deposicao de colageno e imunohistoquimica. Os cortes foram
observados em microscopio de luz (Olympus U-TV1X) acoplado a uma céamera
(Olympus Q Color 3 — 0044C-194) e a captura da imagem feita mediante o uso de
um “software” de analise (Q Capture).

3.6. Analise Morfométrica

A andlise morfométrica foi realizada através da técnica de contagem de linhas
e pontos (Cruz-Orive LM, 1990; Sakae RS, 1994). Para isso foi utilizado um reticulo
contendo 100 pontos e 50 linhas paralelas (Figura 3.2) fixado na ocular do
microscopio. Em aumento de 200x, foram avaliados dez campos aleatérios e nao
coincidentes por lamina. Em seguida o numero de pontos contados foi dividido pelo
namero total de pontos do reticulo, obtendo-se assim a fracdo da area do tecido
pulmonar ocupado por granuloma, sendo o resultado expresso sob a forma de

percentual.
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Esquema 3.2: Esquema do reticulo de 50 linhas e 100 pontos utilizado para a

analise morfométrica.

3.7. Imunohistoquimica

Para verificar a expressao das proteinas F4/80 de macro6fagos e a-SMA para
marcacao de miofibroblastos utilizamos a técnica de imunohistoquimica. Apds a
desparafinizacao, os cortes foram hidratados com TBS (Tris/HCI 0,05M + NaCl 0,5M,
pH 7,6), bloqueados com H»O, a 3% em metanol por 15 minutos. Posteriormente as
laminas foram lavadas 3 vezes com TBS e bloqueadas com Tris-HCI + BSA 5% por
1 h. Os anticorpos primarios anti-F4/80 (MCAP497, Serotec, USA) ou anti-a-SMA
(A2547, Sigma, USA) foram diluidos com Tris-HCI + BSA 1% na proporgéo de 1:100
e 1:400, respectivamente. As laminas foram incubadas com o anticorpo primario por
12 h a 4°C. Em seguida, as laminas foram lavadas duas vezes com TBS. O
anticorpo secundario, anti-lgG conjugado com HRP (anti-lgG de cabra - STAT72,
Serotec, USA - para F4/80 e anti-lgG de camundongo - HAF007, R&D, USA - para -
o-SMA), foi diluido em Tris-HCI na proporcdo de 1:80 e incubado por 2 h. A
revelagao foi feita com 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) por aproximadamente 15 min.
Posteriormente as laminas foram lavadas com agua destilada, contra-coradas com
hematoxilina de Mayer e montadas em meio aquoso contendo gelatina.
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3.8. Quantificacao de colageno

Para a analise quantitativa de colageno foi utilizada a técnica de Sircol (Kit
Biocolor, UK), a qual foi utilizada para quantificacdo em tecido pulmonar e
sobrenadante de cultura celular. Para a determinacdo de colageno no tecido, os
pulmdes foram processados em solucao de Tris (0,05 M) + NaCl (1 M). O material foi
centrifugado a 15000 xg por 1 h a 4°C, em seguida, retirado uma aliquota do
sobrenadante e a esta foi adicionado, o reagente Sirius Red. Ap6s 30 min, o material
foi novamente centrifugado, o sobrenadante descartado e ao “pellet” foi adicionado o
reagente Alkalin. As amostras foram colocadas em placas de 96 pocos e a
absorbancia determinada no comprimento de 590 nm, sendo o resultado expresso
como pg de colageno/pulmao direito ou pg de colageno/mL (sobrenadante de cultura

celular).

3.9. Quantificacao de citocinas e quimiocinas por ELISA

Foram utilizadas placas de 96 pocos, as quais foram adicionados 100 pL/poco
do anticorpo de captura diluido em tampao (NaCl 1,5 M ,H;BO4 0,5 M e NaOH 1 N)
durante 12 h a 4°C. Em seguida, os pocos foram lavados 3 vezes (200 uL/pog¢o) com
tampao 1 (timerosal, KPO4, 1 M e Tween 20 0,005%). Apds esta etapa, para bloqueio
de sitios inespecificos, a placa foi preenchida (250 ulL/poco) com PBS/albumina
sérica bovina (BSA, 1%) por 1 h a 20°C. Em seguida, os pocos foram lavados 3
vezes com tampao 1 (200 pL/poco). As amostras e os padrdes foram diluidos em
tampao 2 (2% de soro fetal bovino - SFB em PBS) e adicionados aos pocos (100
ML/poco). Apos o periodo de incubacgao (2 h a 37°C), procedeu-se a nova seqliéncia
de 3 lavagens (200 uL/poco) com tampao 1. A seguir foi acrescentado (100 uL/poco)
o anticorpo detector biotinilado (50 ug/mL), sendo mantida a incubacéo por 1 h a
20°C. Os pocos foram lavados com o tampéao 1 (200 pL/poc¢o), seguindo-se a etapa
de incubacao por 1 h a 20 °C (50 uL/pogo) com a mistura neutravidina-horseradish
peroxidase (HRP) diluido no tampao 2. Apds a ultima lavagem com tampao 1 (200
ML/poco), foi feita a adicdo do substrato (K-Blue®) (50 pL/poco) para o
desenvolvimento da reacao colorimétrica (aproximadamente 5 a 30 min), que foi
interrompida apos o acréscimo de 50 plL/poco de H.SO, (0,19 M). A analise
espectrofotométrica foi realizada em leitora de placa no comprimento de onda de
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450 nm. Os resultados obtidos foram expressos em quantidade de mediador (pg) por
mililitro (mL).

A quantificagdo dos mediadores inflamatérios incluiu as citocinas (TNF-q,
TGF-B, INFy) e quimiocinas (KC, MCP-1, MIP-2). Foram utilizados kits comerciais
(R&D System, Estados Unidos), sendo seguidas as recomendagdes do fabricante.
As amostras analisadas foram provenientes de sobrenadante de cultura celular e de
tecido pulmonar. Este Ultimo passou pelo processo de homogeneizacdo em 1 mL de
PBS contendo um coquetel de inibidores de proteases (Hoffmann-La Roche Ltd,
Basel, Suicga), seguido de centrifugacdo a 2019 xg por 15 min e o sobrenadante foi
recuperado para posterior quantificacado de mediadores.

3.10. Obtencao de macréfagos peritoneais

Apoés a eutanasia de camundongos ANX1** e ANX1" em camara de CO,, foi
removida a pele da regido abdominal, mantendo-se intacto o periténio. Com o auxilio
de seringa e agulha foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal com 3 ml de PBS
e EDTA (10 mM), massageando suavemente o abdémem. Em seguida, toda solugéo
injetada foi recolhida com pipeta Pasteur e, entdo, colocada em tubo estéril. O
lavado peritoneal obtido foi centrifugado a 504 xg durante 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e o “pellet” de células ressuspenso em 1 ml de meio
RPMI sem soro para a contagem das células em camara de Neubauer. As células
foram plagueadas na densidade de 5 x10° por poco, utilizando placas de 24 pocos.
Foram feitas quadruplicatas para cada grupo experimental, sendo as células
incubadas com meio RPMI sem soro no volume final de 500 uL, em atmosfera de
5% de CO, a 37°C. Apds 1 h as células foram estimuladas com LPS (0,1 pg/ml) e
silica (50 pg/ml). Passadas 6 h, foi recolhido o sobrenadante para posterior
quantificacao de citocinas (TNFa e IL-6) por ELISA.

3.11. Cultura primaria de fibroblastos pulmonares

Apoés a eutanasia em camara de CO,, os animais foram perfundidos com PBS
estéril e os pulmodes retirados. Para a obtencao de cultura primaria de fibroblastos
pulmonares foi realizada a digestdo enzimatica dos pulmdes utilizando colagenase

tipo | (1 mg/ml) durante periodo de 2 horas. O digerido obtido foi centrifugado a 504
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Xg, a 4°C durante 10 min. O “pellet” foi ressuspenso e plagueado em garrafas
médias com meio Iscoves suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB).

3.12. Ensaio de proliferacao celular

Para andlise da proliferacao de fibroblastos pulmonares foi utilizado a técnica
de incorporacdo de timidina-H. Para tanto foram plaqueadas 5 x 10* células por
poco, utilizando placas de 24 pocos. Vinte e quatro horas apés, as células foram
incubadas com diferentes concentragdes de peptideo Ac2-26 (7,5 - 60 uM) e depois
de 1 h estimuladas com IL-13 (40 ng/ml) e TGFB (10 ng/ml). Passadas 20 h foi
adicionado a cada poco 0,5 PCi de timidina-*H (Methyl-*H-Thymidine; Amershan).
Apébs 4 h as placas foram lavadas com PBS (3 vezes), para retirada do excesso de
timidina-*H . Em seguida foi adicionado 1 ml de triton (1%) & cada poco e recolhido
todo o volume para “vials” contendo 3 ml de liquido de cintilagdo para posterior
leitura em contador beta (Beckman, Série LS-6500).

Para a verificacdo da taxa proliferativa de fibroblastos pulmonares de
camundongos ANX1™", seguiu-se o protocolo conforme descrito acima, no entanto,

as células receberam apenas as estimulacées com IL-13 (40 ng/ml) e TGFB (10
ng/ml).

3.13. Quantificacdo de colageno e MCP-1 no sobrenadante de

fibroblastos

Fibroblastos pulmonares obtidos de camundongos Swiss-Webster foram
plaqueados na densidade de 25 x 10* células por poco, em placas de 6 pogos. Vinte
e quatro horas apdés, as células foram incubadas com diferentes concentracées de,
C peptideo Ac2-26 (1 - 30 uM) e depois de 1 h estimuladas com IL-13 (40 ng/ml) e
TGFB (10 mg/ml). O sobrenadante foi recolhido 24 h apds a estimulagdo para
quantificacdo de colageno e da quimiocina MCP-1, através de protocolos descritos
anteriormente (Sircol e ELISA).

Para os ensaios com fibroblastos provenientes de camundongos FPR1” e
FPR2" foi seguido o protocolo acima descrito. Em um primeiro momento essas
células foram estimuladas com concentragées crescentes de IL-13 (20 — 80 ng/mL) e
TGFB (5 — 20 mg/mL), verificando-se posteriormente a producdo de MCP-1 e
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colageno. Em outro bloco de experimentos, os fibroblastos FPR1” e FPR2” foram
tratados com peptideo Ac2-26 (15 e 30 uM) e, ap6s 1 h, estimulados com IL-13 (40
ng/ml) e TGFB (10 ng/ml), recolhendo-se o sobrenadante 24 h depois.

Para verificacdo do papel da anexina-1 endbgena sobre a produg¢do de MCP-
1 em fibroblastos pulmonares, células de animais ANX1** e ANX1” foram

plagueadas conforme descrito e estimuladas com IL-13 (40 ng/ml) e TGFB (10

ng/ml).
3.14. PCR em tempo real

O RNA total foi extraido de fibroblastos pulmonares (2,5 x 10° células/poco)
provenientes de camundongos C57BL6, utilizando reagente Trizol (Invitrogen Life
Technologies). Em seguida, foi adicionado as amostras cloroférmio e realizada a
centrifugacdo das mesmas formando duas fases (uma aquosa e outra organica). A
fase aquosa, contendo o RNA, foi adicionado alcool isopropilico resultando na
precipitacdo do RNA, o qual foi tratado com DNase | (Turbo DNAse Treatment,
Ambion ®, Applied Biosystems). Cerca de 3 a 5 pg de RNA tratado foi incubado com
oligo dT (50 uM; Invitrogen) e dNTP (10 mM; Biolina) a 65°C por 5 min e em
seguida em gelo por 1 min. Posteriormente, o RNA foi incubado com a solucéao
Mastermix (Fisrt Strand Buffer 5x — Invitrogen; DTT 0,1 M — Invitrogen; RNAse out e
SuperScript Il — Invitrogen) a 50°C por 15 min e em seguida a 70°C por 15 min.
Utilizando o produto da transcriptase reversa, o PCR foi conduzido utilizando os
seqguintes primers para determinar niveis de RNAm em fibroblastos pulmonares:
para FPR1, sense (5-CAGAATTCCAGCCATGGACACCAACATGTCTC-3') e anti-
sense (5-GCGAATTCTTTACATTGCATTTAAAGTG-3'); e para FPR2, sense (5'-
GTCAAGATCAACAGAAGAAACC-3') e anti-sense (5'-
GGGCTCTCTCAAGACTATAAGG-3'). Todas as condicoes de PCR foram
conduzidas a 94°C por 2 min e 30 s, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 58°C por
60 s e 72°C por 60 s, com uma extensao final de 72°C por 15 min. A expressao da
quantificacdo do RNAm para ambos receptores foi calculada e normalizada de
acordo com a expressdo do RNAm de a-actina.
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3.15. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrao da média (EPM) e
analisados estatisticamente através de analise de variancia (ANOVA), seguida de
teste de comparacdo multipla de Newman-Keuls-Student. Para comparacao entre
dois grupos experimentais, foi utilizado o teste t de Student para amostras nao-
pareadas. No caso da andlise da area de granuloma os parametros apresentados
em forma percentual foram submetidos a transformacao arcoseno, a fim de tornar
sua distribuicdo préxima ao normal, permitindo, assim, a realizacdo dos testes de
variancia descritos acima. Foram considerados, nos testes acima citados, valores

significantes quando p < 0.05.
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4. Resultados

4.1. Efeito do peptideo Ac2-26 sobre a resposta inflamatéria pulmonar
induzida por particulas de silica em camundongos

4.1.1. Analise da funcao pulmonar e hiperreatividade da vias aéreas de
camundongos silicéticos

O atividade anti-inflamatéria da proteina anexina-1 esta associada a regiao
N-terminal da molécula. No presente estudo investigamos o efeito do peptideo Ac 2-
26, composto derivado dessa porcdo da proteina e com reconhecida propriedade
anti-inflamatéria, utilizando o modelo de silicose experimental. Inicialmente
avaliamos a funcdo pulmonar com foco sobre os parametros de resisténcia e
elastancia pulmonar. Verificamos que camundongos Swiss-Webster tornados
silicticos, mediante instilagdo intranasal de particulas de silica (10 mg),
apresentaram nivel basal de resisténcia pulmonar aumentado quando comparados
aos animais do grupo controle instilado com salina (Figura 4.1 A). Ao serem
submetidos a aerolizacdo com concentracbes crescentes do agente
broncoconstrictor metacolina (3 - 27 mg/mL), tanto os animais controles como
aqueles silicéticos apresentaram aumento da resisténcia pulmonar, sendo que estes
ultimos mostraram-se claramente mais reativos frente a estimulagao (Figura 4.1 A).
O tratamento diario com o corticdide dexametasona (25 pg) nao interferiu com o
aumento no nivel basal de resisténcia pulmonar nem com a resposta de
hiperreatividade das vias aéreas observados nos camundongos silicéticos (Figura
4.1 A). Na condicdo de tratamento com o peptideo Ac2-26 (50, 100 e 200 Q)
verificamos que o nivel basal de resisténcia pulmonar dos animais silicoticos estava
proximo ao do grupo controle, assim como foi detectada clara diminuicdo da
hiperreatividade das vias aereas, resposta evidenciada de forma mais acentuada
quando foram utilizadas as menores concentragées de metacolina.

Ao analisarmos o parametro de elastancia pulmonar, verificamos que os
camundongos silicoticos apresentaram também nivel basal mais elevado, em
comparagdo ao grupo controle, assim como uma resposta mais intensa quando
submetidos a estimulacdo com a metacolina, reforcando de forma clara a condicao
de hiperreatividade das vias aéreas na silicose (Figura 4.1 B). O tratamento dos
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camundongos silicoticos com dexametasona reduziu apenas a resposta produzida
pela maior concentragcdo de metacolina (Figura 4.1 B), enquanto que o peptideo
Ac2-26 apresentou efeito inibitorio nas doses de 100 e 200 ug.

4.1.2. Analise morfolégica e morfométrica do pulmao de camundongos
silicéticos

A silicose é reconhecidamente uma doenca de carater inflamatério restritivo.
Dessa forma, como préximo passo avaliamos a morfologia dos pulmdes dos
camundongos silicéticos tratados ou ndo com o corticéide e o peptideo Ac2-26.

Com base na coloracdo por HE, verificamos que os pulmdes dos animais
controles (salina) apresentaram parénquima com arquitetura preservada e integra,
septos alveolares bem definidos, sem espessamento ou qualquer indicio da
presenca de processo inflamatério (Figura 4.2 A). Ao analisarmos os pulmdes dos
animais silicéticos detectamos a presenca de um infiltrado inflamatério
acompanhado de marcada resposta fibrotica granulomatosa (Figura 4.3 B),
fenbmeno comumente observado na fase aguda da silicose. O tratamento com
dexametasona diminuiu o componente inflamatério e a formagédo de granulomas
(Figura 4.2 C). Ao tratarmos os animais silicéticos com o peptideo Ac2-26
observamos, com as doses de 100 e 200 pg, uma importante redugao do infiltrado
inflamatério e da formagcdo de granulomas pulmonares. A dose de 50 ug nao se
mostrou eficaz em interferir com o tamanho dos granulomas (Figura 4.2 D, E, F),
porém granulomas apresentando-se com menor densidade e presenca de infiltrado
celular foram observados.

De forma a confirmar os achados acima descritos, partimos para a realizacao
de uma avaliacdo morfométrica, que tem como base a quantificacdo da
porcentagem da d&rea de parénquima pulmonar ocupada por granulomas.
Verificamos que os animais silicéticos mostraram possuir 30% da area do
parénquima pulmonar ocupado por granulomas. Na condicdo do tratamento com
dexametasona verificamos redugdo deste quadro (Figura 4.3). Efeito inibit6rio foi
também observado na condicdo do tratamento com o peptideo Ac2-26, nas
concentragdes de 100 e 200 pg. De forma coerente ao anteriormente visto, a dose
de 50 ug do peptideo foi destituida de atividade (Figura 4.3).
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Figura 4.1: Andlise da funcdo pulmonar e hiperreatividade das vias aereas de
camundongos instilados com salina e silica (10 mg). Os parametros de resisténcia
(A) e elastancia (B) pulmonar foram avaliados na condi¢do de aerolizacdo com PBS
e metacolina (3 - 27 mg/mL), 7 dias apds a provocagao com silica. Os animais foram
tratados por 7 dias consecutivos com dexametasona (Dexa; 25 pg) e o peptideo
Ac2-26 (50 - 200 pg). As colunas representam a média * erro padrao da média de
no minimo 5 animais por grupo. Os simbolos * e * indicam p < 0,05 em comparagao

ao grupo salina e silica, respectivamente.

26



Figura 4.2: Analise morfologica de pulmdes de camundongos instilados com salina
e silica (10 mg), submetidos ao tratamento com dexametasona (25 ug) e peptideo
Ac 2-26 (50 — 200 pg) por 7 dias consecutivos. Os grupos incluem salina (A), silica
(B), dexametasona (C), e o peptideo Ac2-26 50 pg (D) 100 pg (E) e 200 pg (F). Os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e as imagens capturadas e
analisadas em microscopio de luz. O * indica o granuloma. Foram utilizados no

minimo 6 animais por grupo. Aumento de 200 x.
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Figura 4.3: Analise morfométrica de pulmdes de camundongos instilados com salina
e silica (10 mg), submetidos ao tratamento com dexametasona (Dexa, 25 ug) e com
peptideo Ac 2-26 (50 - 200 ug) por 7 dias consecutivos. Os cortes foram corados
com hematoxilina e eosina (HE) e as imagens capturadas e analisadas em
microscopio de luz. Aumento de 200 x. Os valores representam a média £ erro
padrao da média de no minimo 6 animais por grupo. O simbolo * denota p < 0,05 em

comparacao ao grupo silica.
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Considerando ser a silicose uma doencga fibrotica na qual se verifica intensa
deposicao de componentes da matriz extracelular, de forma prioritaria na regiao
correspondente a resposta granulomatosa, partimos para investigar o efeito do
peptideo Ac2-26 sobre a deposicao de colageno. Para isso cortes dos pulmdes
foram submetidos a coloracdo com picrus sirius, corante marcador de fibras
colagenas.

Verificamos que o grupo controle salina apresentou parénquima pulmonar
com aspecto normal, evidenciando-se apenas a marcacao basal associada a
presenca de colageno constitutiva nos vasos sanguineos e nas vias aéreas (Figura
4.4 A). Por outro lado, uma intensa marcacao de fibras colagenas foi evidenciada
nos pulmodes silicéticos, sendo essa marcacdo predominante nas areas de
granuloma (Figura 4.4 B). O tratamento com dexametasona reduziu a intensidade de
marcacao no pulmao dos animais silicéticos (Figura 4.4 C). O peptideo Ac2-26
reduziu de forma significativa a intensidade de marcacdo com o corante nas trés
doses (Figura 4.4 D, E e F). Estes achados foram confirmados quando da
quantificacdo do conteudo de colageno pelo método colorimétrico de Sircol. Vimos
um marcado aumento na quantidade de colageno no pulmao dos animais silicéticos
em comparacao com os controles, conforme esperado (Figura 4.5). A dexametasona
inibiu a deposicao de colageno, assim como o peptideo Ac2-26, sendo que este
ultimo mostrou-se mais eficaz. Todas as trés doses testadas foram efetivas. Em
conjunto estes resultados revelam de forma clara a propriedade do peptideo Ac2-26
em modular negativamente o componente inflamatério e fibrotico da silicose

experimental murina.
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Figura 4.4: Marcacao de fibras de colageno em pulmdes de camundongos instilados
com salina e silica (10 mg), submetidos ao tratamento com dexametasona (25 ug) e
peptideo Ac 2-26 (50 — 200 pg) por 7 dias consecutivos. Os grupos incluem salina
(A), silica (B), dexametasona (C), e o peptideo Ac2-26 50 ug (D) 100 ug (E) e 200 ug
(F). Os cortes foram corados com picrus sirius € as imagens capturadas e
analisadas em microscépio de luz. As setas indicam a marcacdo de fibras de
colageno em vermelho. Foram utilizados no minimo 6 animais por grupo. Aumento
de 200 x.
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Figura 4.5: Quantificacdo do conteudo de colageno em pulmdes de camundongos
instilados com salina e silica (10 mg), submetidos ao tratamento com dexametasona
(Dexa, 25 pg) e com peptideo Ac 2-26 (50 - 200 pg) por 7 dias consecutivos. Os
valores representam a média * erro padrao da média de no minimo 6 animais por
grupo. Os simbolos * e + denotam p < 0,05 em comparagdao aos grupos salina e

silica, respectivamente.
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4.1.3. Anadlise da producao de mediadores inflamatorios no pulmao de

camundongos silicoticos

Tomando por base os achados acima descritos, evidenciamos que a maior
dose do peptideo Ac2-26 (200 pg) foi a mais eficaz em reduzir todas as alteracdes
do quadro inflamatério gerado pela instilagao de particulas de silica. Dessa maneira,
esta foi a dose de escolha para as analises futuras.

Para investigar o mecanismo de acdo potencialmente envolvido no efeito
inibitério do peptideo Ac2-26, partimos para andlise de algumas citocinas e
quimiocinas relevantes na silicose. Foram avaliadas as quimiocinas KC (Figura 4.6
A) e MCP-1 (Figura 4.6 B), assim como das citocinas TNFa (Figura 4.6 C), TGFp
Figura 4.6 D) e IFNy (Figura 4.6 E). Os niveis de todas as proteinas apresentaram-
se elevados no pulmao de camundongos silicéticos em comparacao com aqueles
verificados nos controles (Figura 4.6 C). Conforme pode ser observado na figura 4.6,
o tratamento dos animais silicéticos com dexametasona diminuiu parcialmente
apenas a geragao de MCP-1, enquanto que o peptideo Ac2-26 inibiu a producéo de
KC, MCP-1, TNFa e TGF, porém nao de IFNy.

4.1.4. Avaliacao da expressao de F4/80 e o-SMA no pulmao de
camundongos silicéticos

Durante o processo inflamatério pulmonar desencadeado pelas particulas de
silica ha a participagdo de dois importantes tipos celulares, os macréfagos
alveolares e os fibroblastos. Estes ultimos quando ativados passam a expressar a
proteina a-actina de musculo liso (a-SMA), recebendo a denominacdo de
miofibroblastos. Nesta etapa foi utilizada a técnica de imunohistoquimica, sendo
realizada a identificacdo dos antigenos F4/80 e a-SMA para macréfagos ativados e
miofibroblastos, respectivamente.

Analisando os pulmdes do grupo controle, verificamos uma marcacao
praticamente inexistente para macréfagos (Figura 4.7 A), enquanto que os animais
silicoticos mostraram intensa resposta, principalmente nas areas de formacao de
granuloma e regiées adjacentes, onde ha intenso infiltrado inflamatério (Figura 4.7
B).
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Figura 4.6: Quantificacdo de quimiocinas e citocinas em pulmdes de camundongos
instilados com salina e silica (10 mg). Os animais foram tratados com dexametasona
(Dexa; 25 pg) e com peptideo Ac2-26 (200 ug) por 7 dias consecutivos. Foram
avaliadas KC (A), MCP-1 (B), TNFa (C), TGFB (F) e INFy (D). Os valores
representam a média * erro padrao da média de no minimo 6 animais por grupo. Os

*

simbolos * e + denotam p < 0,05 em comparacdo aos grupos salina e silica,

respectivamente.
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Figura 4.7: Anadlise da presenca de macrofagos (F4/80) no parénquima pulmonar de
camundongos instilados com salina e silica (10 mg), submetidos ao tratamento com
dexametasona (25 ug) e peptideo Ac2-26 (200 pg) por 7 dias consecutivos. Os
grupos incluem salina (A), silica (B), dexametasona (C) e peptideo Ac2-26 200 ug
(D). A técnica utilizada foi de imunohistoquimica, tendo como controle negativo a
omissao do anticorpo primario (figura inserida - CT). Foram utilizados no minimo 6
animais por grupo. Aumento de 200 x.
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Figura 4.8: Andlise da presenca de miofibroblastos (a-SMA) no parénquima
pulmonar de camundongos instilados com salina e silica (10 mg), submetidos ao
tratamento com dexametasona (25 pg) e peptideo Ac2-26 (200 pg) por 7 dias
consecutivos. Os grupos incluem salina (A), silica (B), dexametasona (C) e peptideo
Ac2-26 200 ug (D). A técnica utilizada foi de imunohistoquimica, tendo como controle
negativo a omissao do anticorpo primario (figura inserida - CT). Foram utilizados no
minimo 6 animais por grupo. Aumento de 200 x.
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O tratamento com dexametasona demonstrou ser capaz de inibir, pelo menos em
parte, a marcacdo para F4/80 (Figura 4.7 C). Por outro lado, verificamos que o
peptideo Ac2-26, em sua maior dose (200 pg), promoveu reducdo de forma
acentuada de macréfagos no pulmao dos animais silicoticos (Figura 4.7 D). Na
analise dos miofibroblastos, que os animais silicéticos apresentaram intensa
marcacao de o-SMA (Figura 4.8 B) em comparagdo aos animais controles.
Semelhante ao observado no caso da avaliagdo de macréfagos, o tratamento com
dexametasona foi capaz de reduzir a marcagao para a-SMA (Figura 4.8 C). Essa
resposta mostrou-se marcadamente inibida pelo tratamento com o peptideo Ac2-26
(Figura 4.8 D).

4.1.4.1. Efeito do peptideo Ac2-26 sobre a proliferacao e a secrecao de
fibroblastos pulmonares in vitro

Para investigar melhor o efeito do tratamento com o peptideo Ac2-26 sobre
fibroblastos pulmonares, nosso préximo passo foi avaliar a potencial acao direta do
composto sobre estas células em sistema de cultura primaria em monocamada.

Inicialmente, avaliamos a resposta de proliferacdo celular induzida pelas
citocinas pré-fibréticas IL-13 e TGFB. Observamos que tanto a IL-13 (40 ng/mL)
(Figura 4.9 A) como o TGFB (10 ng/mL) (Figura 4.9 B) induziram uma resposta
proliferativa em comparacdo ao grupo controle (incubado com meio). A incubacéo
dos fibroblastos com o peptideo Ac2-26 (7,5 a 30 uM) nao foi capaz de interferir com
a resposta proliferativa induzida por ambas as citocinas (Figura 4.9 A e B).

Sabendo que fibroblastos sao células de extrema importancia no processo de
fibrose, uma vez que produzem e liberam colageno, além de citocinas pré-fibréticas,
como a MCP-1, nosso préximo passo foi verificar o efeito do tratamento com
peptideo Ac2-26 sobre a producdo de colageno e MCP-1. Quando os fibroblastos
foram estimulados com IL-13 (Figura 4.10 A) e TGFp (Figura 4.10 B), observamos
aumento significativo da quantidade de colageno liberado. Essa resposta foi inibida
de forma concentracdo-dependente pelo pré-tratamento com peptideo Ac2-26, a
partir de 5 pM, verificando-se uma importante reducdo com as maiores

concentracoes.
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Figura 4.9: Efeito do peptideo Ac2-26 sobre a proliferacdo de fibroblastos

provenientes do pulmdo de camundongos Swiss-Webster. As células foram
incubadas com peptideo o Ac2-26 (7,5 - 60 uM), 1 h antes da estimulagdo com IL-13
(40 ng/ml) (A) e TGFB (10 ng/ml) (B). O simbolo * denota p<0,05 quando comparado

ao grupo nao estimulado. Os valores representam a média * erro padrdo da média

de triplicatas. n=3.
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Figura 4.10: Efeito do peptideo Ac2-26 sobre a producao de colageno (A, C) e
MCP-1 (B, D) a partir de fibroblastos provenientes do pulmdo de camundongos
Swiss-Webster. As células foram incubadas com peptideo Ac2-26 (1 - 30 uM) 1 h
antes da estimulagédo com IL-13 (40 ng/ml) (A e B) ou TGFpB (10 ng/ml) (C e D). Os
valores representam a média = erro padrao da média de ftriplicatas. n=3. Os

*

simbolos * e + denotam p<0,05, quando comparado ao grupo nao estimulado e

estimulado néo tratado com peptideo Ac2-26, respectivamente.
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Posteriormente, avaliamos o efeito do peptideo Ac2-26 sobre a producao de
MCP-1. Verificamos um aumento na producao desta quimiocina induzido pela IL-13
(Figura 4.10 C) e TGFp (Figura 4.10 D). Assim como verificado no caso do colageno,
o peptideo também foi capaz de reduzir a producdo de MCP-1 de maneira
dependente de concentracdo (Figura 4.10 C, D). Em conjunto esses achados
indicam que embora o peptideo ndo seja ativo em interferir com a proliferacédo dos
fibroblastos, este apresenta importante efeito direto sobre a ativacdo dessas células.

4.1.4.2. Envolvimento dos receptores FPR1 e FPR2 no efeito do peptideo
Ac2-26 sobre fibroblastos in vitro

O peptideo Ac2-26 exerce seus efeitos anti-inflamatérios através da ligacéao
aos receptores FPR1 e FPR2, que sao acoplados a proteina G e estao expressos na
superficie da membrana celular. Em um primeiro momento, através da técnica de
PCR em tempo real, verificamos a expressao do RNAm para ambos os subtipos de
receptores em fibroblastos estimulados ou ndo com IL-13 e TGFB. Conforme pode
ser observado na tabela 4.1, a expressdao do RNAm para os receptores FPR1 e
FPR2 mostrou-se significativamente aumentada quando da estimulacdo dos
fibroblastos com a IL-13 (40 ng/ml), porém ndo com TGFf (10 ng/ml).

Na sequéncia, utilizamos como ferramenta de estudo camundongos nocautes
para os genes determinantes dos receptores FPR1 (FPR17) e FPR2 (FPR2"). Ao
estimular fibroblastos provenientes de animais FPR1”, com diferentes
concentragdes de IL-13 (20 a 80 ng/mL) e de TGFB (5 a 20 ng/mL), verificamos
aumento na producédo de colageno e MCP-1 de forma concentragdo-dependente,
assim como observado com as células dos animais FPR1** (Figura 4.11). Quando
fibroblastos de animais FPR1** foram incubadas com o peptideo Ac2-26 (15 e 30
UM), observamos inibicdo da producao de coladgeno e de MCP-1, de forma
concentragdo dependente. Na condicdo das células provenientes de animais FPR1™”
,vimos que o tratamento com o peptideo nao interferiu com a geragao de colageno e
MCP-1 (Figura 4.12).
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Tabela 4.1: Efeito da estimulagdo com IL-13 ou TGFP sobre a expressao

de RNAm para receptores FPR1 e FPR2 em fibroblastos pulmonares de

camundongos C57BLS6.
AACt (real time — PCR)
Fpri Fpr2
Controle 25,789+ 0,042 28,531+0,235

IL-13 [40 ng/mL]

27,754 + 0,100*

30,982 + 0,338*

TGFR [10 ng/mL]

25,982 + 0,040

29,144 + 0,250

Os valores representam a média * erro padrdo da média de triplicatas. n=4. O

simbolo * denota p<0.05 em comparacao ao grupo nao estimulado.
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Figura 4.11: Producdo de colageno e MCP-1 por fibroblastos pulmonares de
camundongos FPR1** e FPR1”. O colageno (A, B) e MCP-1 (C, D) foram
quantificados a partir do sobrenadante recolhido 24 h ap6s a estimulagdo com IL-13
(20 - 80 ng/mL) e TGFB (5 - 20 ng/mL). Os valores representam a média * erro
padrdao da média de triplicatas. n=4.0 simbolo * denota p<0.05 em comparacao ao
grupo nao estimulado.
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Figura 4.12: Efeito do peptideo Ac2-26 sobre a produgao de colageno e MCP-1 por
fibroblastos pulmonares de camundongos FPR1** (A, C) e FPR1” (B, D)
estimulados com IL-13 (40 ng/mL) e TGFB (10 ng/mL). Os valores representam a
média + erro padrdo da média de triplicatas. n=4. O simbolo * denota p<0,05 em
comparagdo ao grupo nao estimulado (linha pontilhada), enquanto + representa
p<0,05 quando comparado ao grupo estimulado na auséncia do peptideo Ac2-26.

42



Posteriormente, avaliamos o envolvimento do receptor FPR2. Observamos
que a estimulagdo fibroblastos pulmonares de animais FPR2"* com diferentes
concentragdes de IL-13 e TGFp induziu um significativo aumento na produgao de
colageno e de MCP-1, resposta mantida quando as células foram provenientes de
camundongos FPR2" (Figura 4.13).

Fibroblastos de animais FPR2"* tratados com peptideo Ac2-26 mostraram
reducado dos niveis de colageno, bem como de MCP-1, tanto frente a estimulagéao
com IL-13 como com TGFp, sendo essa inibicdo dependente da concentragao do
composto. Por outro lado, as células de animais FPR2” n&o tiveram a producéo de
colageno afetada pelo peptideo, permanecendo os niveis préximos aqueles do
grupo estimulado com IL-13 e TGFf). Contudo, a producéao de MCP-1 foi sensivel ao
peptideo, sendo detectados valores proximos ao do grupo controle nao estimulado
(Figura 4.14). Esses resultados sugerem o envolvimento do receptor FPR1 na
resposta inibitéria promovida pelo peptideo Ac2-26 sobre a produgédo de colageno e
MCP-1 por fibroblastos pulmonares estimulados com IL-13 ou TGFB. Enquanto que
o receptor FPR2 parece ser apenas importante na producdo de colageno por essas
células, mas ndo de MCP-1.
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Figura 4.13: Producdo de colageno e MCP-1 por fibroblastos pulmonares de
camundongos FPR2** e FPR2”. O colageno (A, B) e MCP-1 (C, D) foram
quantificados a partir do sobrenadante recolhido 24 h ap6s a estimulagdo com IL-13
(20 - 80 mg/mL) e TGFB (5 - 20 ng/mL). Os valores representam a média + erro
padrdao da média de triplicatas. n=4. O simbolo * denota p<0.05 em comparacéo ao
grupo nao estimulado.
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Figura 4.14: Efeito do peptideo Ac2-26 sobre a producéo de colageno e MCP-1 por
fibroblastos pulmonares de camundongos FPR2Y* (A, C) e FPR2” (B, D)
estimulados com IL-13 (40 ng/mL) e TGFB (10 ng/mL). Os valores representam a
média + erro padrdo da média de triplicatas. n=4. O simbolo * denota p<0,05 em
comparagdo ao grupo nao estimulado (linha pontilhada); + representa p<0,05
quando comparado ao grupo estimulado na auséncia do peptideo Ac2-26.
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4.2. Avaliacao do papel da proteina anti-inflamatéria anexina-1 na
resposta inflamatéria induzida por particulas de silica

4.2.1. Funcao pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas em animais

silicoticos

Tomando por base o efeito supressor verificado na condicdo do tratamento de
animais silicéticos com o peptideo Ac2-26, em uma segunda parte deste trabalho
tivemos por interesse investigar o papel da anexina-1 no contexto da silicose
experimental murina. Para tanto foram utilizados camundongos nocauteados para o
gene codificante da anexina-1. Conforme ilustrado na figura 4.15, confirmamos
achados prévios de que camundongos selvagens silicoticos (ANX1**) apresentaram
niveis de resisténcia (painel A) e elastancia (painel B) basais superiores aos dos
controles. Resposta similar foi observada no caso dos camundongos nocautes para
anexina-1 (ANX1") silicéticos em relagdo a seus respectivos controles. Apds
provocacdo com metacolina, os animais ANX1** silicéticos responderam de forma
exacerbada tanto para resisténcia como elastancia, fenbmeno também verificado
com os animais ANX1" silicéticos comparados a seus controles normais.
Verificamos, ainda, que os camundongos nocautes silicéticos apresentaram
resposta de resisténcia pulmonar similar a dos selvagens, porém mostraram niveis
mais elevados de elastancia basal e mais reativos a metacolina em sua menor
concentragdo. Além disso, foi evidenciado que muito embora os animais ANX1" nao
tenham apresentado diferenca significativa no basal de resisténcia e elastancia,
estes se mostraram claramente mais reativos quando da estimulagcdo com a
metacolina (Figura 4.15).

Na tentativa de compreender melhor o fenbmeno de maior reatividade dos
camundongos ANX1"" ao agonista colinérgico metacolina, avaliamos a reatividade
destes animais & serotonina. Os animais ANX1"" apresentaram resposta similar a
dos ANX1** para ambas resisténcia e elastancia (Figura 4.16). Utilizando o sistema
ex vivo de érgdo isolado, verificamos que anéis de traquéia de camundongos ANX17
, quando provocadas com concentragcoes crescentes do agonista colinérgico
carbacol (10® - 10* M), apresentaram maior sensibilidade conforme atestado pelo
deslocamento da curva para direita e por valores menores de ECsp (0,26 + 0,1 mM)
em comparacdo aos ANX1** (ECso: 0,3 + 0,07 mM). Foram detectados valores de
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Figura 4.15: Andlise da fungdo pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas de
camundongos ANX1** e ANX1” instilados com salina e silica (10 mg). Os
parametros de resisténcia (A) e elastancia (B) pulmonar foram avaliados na
condicao de aerolizagdo com PBS e metacolina (3 - 27 mg/mL), 7 dias ap6s a
provocacao com silica. As colunas representam a média * erro padrdo da média de

*

no minimo 5 animais por grupo. O simbolo * denota p<0,05 em comparagao ao
grupo salina, enquanto + e # representam p<0,05 quando comparado ao grupo

ANX1** salina e ANX1** silica, respectivamente.
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Figura 4.16: Andlise da fungdo pulmonar e hiperreatividade das vias aéreas de
camundongos ANX1** e ANX17". Os parametros de resisténcia (A) e elastancia (B)
pulmonar foram avaliados na condicao de aerolizagdo com PBS e serotonina (5 - 50
mg/mL). Os valores representam a média + erro padrao da média de no minimo 7
animais por grupo. O simbolo * denota p<0,05 em comparacao ao basal do grupo

controle.
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Figura 4.17: Andlise da contracdo de anéis de traquéias de camundongos ANX1** e
ANX17. Os anéis de traquéia foram provocados com carbacol (102 - 10* M) (A) e
serotonina (108 - 3 x 10° M) (B). Os valores representam a média + erro padrdo da
média (n=4) do percentual de contracdo produzida por 2,5 uM de carbacol. O
simbolo * denota p<0,05 em comparacdo ao grupo ANX1*"*.
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efeito maximo (Emax) superiores no caso de animais nocautes (154,02 £ 11,7) do que
nos controles (116,08 = 5,4) (Figura 4.17 A). De forma coerente com o observado in
vivo, traquéias de animais ANX1** e ANX1” apresentaram nivel de resposta similar,
com valores de ECsy de 0,42 + 0,13 e 0,47 £ 0,13 uM, respectivamente, quando
provocadas com concentragdes crescentes de serotonina (10® - 10 M) (Figura 4.17
B).

4.2.2. Analise morfoldgica e morfométrica do pulmao de camundongos
silicéticos

Para a verificagdo da arquitetura do parénquima pulmonar foi realizada a
andlise histolégica dos animais selvagens e nocautes, instilados ou ndo com
particulas de silica (Figura 4.18). Utilizando a coloracdo de hematoxilina e eosina
observamos ter o parénquima pulmonar dos animais selvagens controles a presenca
de arquitetura preservada septos alveolares bem definidos e auséncia de
espessamento (Figura 4.8 A). Por outro lado, a histologia dos pulmdes de animais
ANX1** silicoticos revelou a presenca de intenso infiltrado inflamatério com a
formacao de granulomas caracteristicos da silicose (Figura 4.18 B). Os pulmdes dos
animais ANX1" salina, assim como os dos selvagens, apresentaram arquitetura
normal sem alteragdes (Figura 4.18 C), enquanto que os pulmdes dos animais
ANX1" silicéticos mostraram intensa resposta inflamatéria com presenca de
granulomas (Figura 4.18 D). Ao realizar a analise morfométrica dos pulmdes dos
animais ANX1** e ANX17 silicéticos, ndo observamos diferenca na porcentagem de
area do parénquima pulmonar ocupada por granulomas entre os dois grupos (Figura
418 E). No entanto, apesar de nao haver diferenca quanto a formacdo de
granulomas, entre camundongos nocautes e selvagens silicoticos, observamos que
os animais ANX1"" apresentaram maior infiltrado celular no parénquima pulmonar.

Para avaliacdo mais especifica do conteudo de colageno, partimos para a
analise histolégica de cortes de pulmao submetidos a coloracdo com Picrus sirius.
Verificamos que os pulmdes dos animais ANX1** e ANX1" salina mostraram uma
marcacao de colageno, devido a presenca dessa proteina na membrana basal de
vasos sanguineos e de vias aéreas, permanecendo o parénquima sem alteracoes

(Figura 4.19 A e C). Nos pulmdes dos camundongos ANX1** e ANX1™ silicéticos
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(Figura 4.19 B e D, respectivamente) notamos intensa marcagcdo das fibras de
colageno presente, principalmente, nas regidées dos granulomas, sendo que na
auséncia da anexina-1 observamos um discreto aumento da marcacao. Para
confirmacao desse dado foi realizada avaliacdo quantitativa através da determinacao
do conteudo de colageno no tecido pulmonar pela técnica colorimétrica de sircol.
Com isso, verificamos o aumento na quantidade de colageno no parénquima
pulmonar de animais ANX1** silicéticos em comparagdo ao seu respectivo controle.
O grupo ANX1" silica mostrou aumento mais acentuado do colageno em relagéo
aos animais selvagens. Niveis de colageno do grupo ANX1”" salina permaneceram
iguais aos do grupo selvagem (Figura 4.19 E). Esses dados sugerem um importante
papel da anexina-1 enddgena no processo de deposicdo de colageno no tecido

pulmonar induzido por particulas de silica cristalina.

4.2.3. Andlise da producao de mediadores inflamatorios no pulmao de

camundongos silicoticos

Avaliando a geracdo das quimiocinas KC e MIP-2, verificamos que os
camundongos ANX17" apresentaram aumento nos niveis desses mediadores em
comparagdo com os animais ANX1*"* silica (Figura 4.20 A e B). O grupo ANX1**
silicotico também apresentou niveis elevados da quimiocina MCP-1, quimiotética
para mondcitos, sendo este aumento observado de maneira similar nos pulmédes de
animais ANX1"" silicéticos (Figura 4.20 C). Quando quantificamos TNFa e INFy,

1** silica,

verificamos também o aumento dos niveis dessas citocinas no grupo ANX
enquanto que nos pulmdes dos animais nocautes silicéticos observamos um
aumento mais expressivo dessas citocinas (Figura 4.20 D e E). Desta forma,
verificamos que a proteina anti-inflamatéria anexina-1 exerce importante papel na
regulacdo da producdo de citocinas durante o processo inflamatério pulmonar

induzido por particulas de silica em camundongos.
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Figura 4.18: Andlise morfolégica e morfométrica de pulmbes de camundongos
ANX1** e ANX1" instilados com salina e silica (10 mg). Os cortes foram corados
com hematoxilina e eosina (HE) e as imagens capturadas e analisadas em
microscopio de luz. Aumento 100x. Os grupos incluem ANX1** salina (A), ANX1**
silica (B), ANX1” salina (C) e ANX1" silica (D). A andlise morfométrica esta
representada (E). Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e as
imagens capturadas e analisadas em microscépio de luz. O * indica o granuloma.

Valores representam a média + erro padrao da média de no minimo 8 animais.
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ANX1*"* silica (B), ANX1” salina (C) e ANX1” silica (D). Os cortes foram corados

com picrus sirius e as imagens capturadas e analisadas em microscépio de luz.

salina (A),

Aumento 200x. A quantificagdo de colageno (E) esta representada como média +
erro padrdao da média de no minimo 8 animais. Os simbolos * e + denotam p<0,05
em comparacdo ao grupo salina e ANX1** silica, respectivamente.
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Figura 4.20: Quantificacdo de citocinas em pulmdes de camundongos ANX1** e
ANX1" instilados com salina e silica (10 mg). Foram avaliadas KC (A), MIP-2 (B),
MCP-1 (C), INFy (D), TNFa (E) e TGF (F). Os valores representam a média + erro
padrdo da média de no minimo 8 animais por grupo. Os simbolos * e + indicam

p<0,05 em comparagdo ao grupo salina e ANX1** silica, respectivamente.
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4.2.3.1. Influéncia da anexina-1 sobre a producao de citocinas por
macrofagos peritoneais de camundongo

Verificando o papel da anexina-1 enddgena sobre a producdo de citocinas
inflamatérias produzidas por macréfagos peritoneais de camundongos, observamos
aumento na liberagéo das citocinas TNFa (Figura 4.21 A) e IL-6 (Figura 4.21 B) por
células de animais ANX1** e ANX1™", estimuladas com LPS (1 pg/mL) e silica (50
Hg/mL) em comparagdo ao grupo nao estimulado. No entanto, macrofagos de
animais ANX1” produziram niveis de TNFa e IL-6 mais acentuados que as células
ANX1** (Figura 4.21). Esses dados mostram a importante participacdo da anexina-1
endoégena como agente regulador da liberagdo de TNFa e IL-6 por macréfagos

quando estimulados por LPS ou silica.

4.2.3.2. Papel da anexina-1 sobre fibroblastos pulmonares

Analisando o efeito da anexina-1 enddgena sobre fibroblastos pulmonares,
verificamos que células ANX1** e ANX1” estimuladas com as citocinas
fibrogénicas, IL-13 (40 ng/mL) e TGFB (10 ng/mL), apresentaram taxa proliferativa
mais acentuada que o grupo nao estimulado (Figura 4.22). No entanto, fibroblastos
ANX1™" proliferaram significativamente menos que as células ANX1** quando
estimuladas com IL-13. Além disso, observamos que fibroblastos pulmonares
ANX1** e ANX1" estimulados com IL-13 produziram altas concentracdes de MCP-1
em comparacao ao grupo nao estimulado, ndo havendo diferenca nos niveis dessa
quimiocina entre os dois tipos celulares (Figura 4.23). Esses dados mostram que a
anexina-1 endogena parece exercer importante papel na regulagdo da proliferacao
de fibroblastos pulmonares, mas nao sobre a producao de MCP-1 por essas células,
quando estes foram estimulados com IL-13.
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Figura 4.21: Avaliacado da producao de TNFa e IL-6 por macréfagos peritoneais de
camundongos ANX1** e ANX1". O TNFa (A) e IL-6 (B) foram quantificados a partir
do sobrenadante recolhido 6 h ap6s a estimulagdo com LPS (1 ug/mL) e silica (50
ug/mL). Os valores representam a média * erro padrdo da média de triplicatas. n=3.
Os simbolos * e + denotam p<0,05 quando comparado ao grupo nao estimulado

(NE) e ANX1*"* estimulado, respectivamente.
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Figura 4.22: Avaliagdo da proliferagéo de fibroblastos pulmonares de camundongos
ANX1** e ANX1". A taxa proliferativa dos fibroblastos foi determinada 24 h apés a
estimulagdo com IL-13 (40 mg/ml) e TGFB (10 ng/ml). Os valores representam a
média * erro padrdo da média de triplicatas. n=3. Os simbolos * e + denotam p<0,05
quando comparado ao grupo ndo estimulado (NE) e ANX1** estimulado,

respectivamente.
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Figura 4.23: Avaliagdo da producdao de MCP-1 por fibroblastos pulmonares de
camundongos ANX1** e ANX1". A quantificacdo de MCP-1 foi realizada a partir do
sobrenadante recolhido 24 h apds a estimulagdo com IL-13 (40 ng/ml). Os dados
estdo representados como média * erro padrdao da média de triplicatas. n=3. O

simbolo * denota p<0,05 quando comparado ao respectivo grupo nao estimulado.
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5. Discussao

Nossos dados mostram que os animais silicoticos apresentaram alteragéo nos
parametros de mecanica respiratéria expressa por aumento de resisténcia e
elastancia pulmonares, e por uma resposta de hiperreatividade das vias aéreas
quando estimulados com aerossol do agente broncoconstritor colinérgico
metacolina. Esses resultados ratificam achados prévios de nosso grupo que
revelaram a ocorréncia de alteragdes obstrutivas e restritivas nos animais silicéticos.
A resposta de hiperreatividade apresenta-se de forma interessante e em
concordancia com o verificado em pacientes silicéticos (Forastiere F, 2002; Montes,
[I, 2004). Entretanto, devido ao reduzido numero de estudos, mais ensaios sédo
necessarios no sentido de elucidar o mecanismo envolvido neste processo.
Trabalhos mostram que a exposicdo a altas concentracbes de silica cristalina
promove uma intensa resposta inflamatéria acompanhada de proliferacao celular e
excessiva deposicdo de colageno e demais componentes da matriz extracelular
acarretando no desenvolvimento da fibrose (Mossman BT, 1998). Desta maneira, a
alteracdo da funcao pulmonar observada nos animais silicoticos esta diretamente
relacionada com as alteragées morfolégicas observadas no parénquima pulmonar
desses animais, que por sua vez reflete a presenca de um intenso infiltrado
inflamatério e formacéao de granulomas.

Controlar a exposicdo as particulas de silica e remover individuos
sintomaticos do local de trabalho ainda constituem as principais medidas para a
prevencao da silicose. No entanto, até o presente momento poucos foram os
avancos para se obter uma estratégia terapéutica para a silicose. Conhecendo o
potencial anti-inflamatério do peptideo derivado da proteina anexina-1, Ac2-26,
analisamos o efeito do mesmo sobre a inflamacgao pulmonar induzida por particulas
de silica. Em adicdo, verificamos o possivel efeito anti-fibrético do peptideo sobre a
fibrose pulmonar induzida pela silica, evento este ainda n&o investigado.

Neste trabalho verificamos que o peptideo Ac2-26 foi capaz de reduzir de
maneira muito importante a inflamagao pulmonar induzida por particulas de silica em
camundongos. Observamos com o tratamento a melhora da funcdo pulmonar de
animais silicéticos, bem como a reversdo do quadro inflamatério com reducado da
formacao dos granulomas, da deposicdo de colageno e producao de citocinas. Em

adicao, através de experimentos in vitro, verificamos que o peptideo Ac2-26 exerce
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um importante papel inibitério sobre a reatividade de fibroblastos pulmonares,
células de grande relevancia no contexto da fibrose, reduzindo a producao de
coldgeno e da quimiocina MCP-1. Além disso, verificamos a participacdo dos
receptores FPR1 e FPR2 na resposta inibitéria promovida pelo peptideo Ac2-26 em
fibroblastos.

O peptideo Ac2-26 € um derivado da por¢do N-terminal da proteina anexina-
1, regido a qual esta associada a agéo anti-inflamatoria da mesma na sua forma
integra. Considerando o fato de que parte das agdes anti-inflamatérias dos
glicocorticéides é mediada pela anexina-1 (Parente L, 2003), utilizamos o tratamento
com o corticéide classico dexametasona como droga controle nos experimentos
realizados in vivo.

Inicialmente avaliamos a funcdo pulmonar dos animais silicéticos tratados
com o peptideo Ac2-26, por via intranasal, e observamos redugcado da resisténcia
pulmonar basal e da elastancia, bem como marcada supressdo da resposta de
hiperreatividade das vias aéreas a metacolina em ambos os casos. No entanto, o
tratamento com dexametasona reduziu apenas parcialmente esses parametros. A
analise histolégica revelou que o tratamento com peptideo Ac2-26 foi capaz de
reduzir de maneira eficaz a infiltracdo de células inflamatérias, bem como a
formacao de granulomas, enquanto que o glicocorticoide reduziu apenas
parcialmente essas respostas. A melhora da condicdo do parénquima, devido a
reducdo da infiltragdo celular e da formacédo de granulomas, promovida pelo
peptideo, e parcialmente pela dexametasona, pode ter contribuido para o
restabelecimento da funcdo pulmonar dos animais silicoticos tratados. Getting e
colaboradores (1998) demonstraram que a dexametasona €& capaz de inibir a
infiltracdo de neutréfilos e mondcitos no modelo de inflamagao aguda induzida por
zimosan através de um mecanismo mediado pela proteina anexina-1. Além disso, o
mesmo estudo demonstrou que o peptideo Ac2-26 exerce importante papel anti-
inflamatério também inibindo a migracao de neutréfilos e mondcitos. Desta maneira,
acredita-se que parte do efeito inibitério desencadeado pela dexametasona nos
animais silicéticos pode ser mediado pela anexina-1.

Em nosso estudo também observamos que o tratamento com o peptideo Ac2-
26 reduziu de forma significativa a producédo das quimiocinas KC e MCP-1 e da
citocina INFy no pulmdo dos animais silicoticos. Esta resposta pode estar

contribuindo para diminuicdo da resposta inflamatéria verificada na condicdo do
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tratamento com o peptideo Ac2-26, uma vez que as quimiocinas KC e MCP-1 sao
importantes no recrutamento de neutrofilos e mondcitos, respectivamente. Estes
dados também justificam a reduzida marcacdo para macréfagos (F4/80) nos
pulmdes dos animais tratados com o peptideo, devido a redugdo da migracao e
ativacao dessas células para o local da lesdo. Entretanto, o tratamento local com
dexametasona nao interferiu com a producao de KC e afetou apenas em parte a de
MCP-1, inibindo parcialmente a presenca de neutréfilos e de macréfagos no tecido
pulmonar. Além disso, verificamos que o peptideo Ac2-26 mostrou-se eficaz em
inibir a deposicao de colageno, bem como a marcagcao de a - SMA, no pulméao de
animais silicéticos, fato este que se relaciona com a inibicdo da geracao de citocinas
pro-fibroticas TNFa e TGFP, observadas no trabalho. Estudos anteriores
demonstraram que a proteina integra da anexina-1 e o peptideo derivado da mesma
mostraram ser eficazes em inibir a proliferacao de células epiteliais humanas, A 549
(Croxtall JD, 1998).

Particulas de silica sdo capazes de estimular diretamente fibroblastos
pulmonares (Arcangeli G, 2001; Baroni T, 2001), que atuam como importante fonte
de colageno e de quimiocinas como MCP-1 (Galindo M, 2001; Hao L, 2003). Tendo
em vista a grande relevancia dos fibroblastos pulmonares no desencadeamento da
fibrose induzida por particulas de silica, verificamos a ag¢ao direta do peptideo Ac2-
26 sobre os fibroblastos pulmonares. Ao contrario do esperado, o tratamento com o
peptideo ndo alterou a taxa proliferativa dessas células quando estas foram
estimuladas com IL-13 ou TGFf, porém inibiu de modo dependente de concentracao
a producao de colageno e MCP-1 por estas células. Estes resultados entram em
acordo com os dados obtidos de ensaios in vivo, onde verificamos reducdo de
ambos, colageno e MCP-1, no tecido pulmonar. Os dados obtidos sugerem que o
peptideo exerce maior efeito sobre a ativacao dos fibroblastos pulmonares, do que
sobre a proliferagéao, levando a inibicao da producao de mediadores inflamatorios e
componentes de matriz extracelular, contribuindo desta forma para a reducdo do
processo fibrotico induzido pela silica.

A anexina-1 exerce seus efeitos através da sua interacdo fisica com
receptores acoplados a proteina G pertencentes a familia dos receptores formilados
(FPR), os quais estdo presentes na superficie celular de leucécitos (Perretti M,
2002). Assim como a proteina integra, o peptideo Ac2-26 exerce seu efeito inibitorio
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sobre a migracdo de leucdcitos através da sua ligagdo aos receptores FPR,
colaborando com a melhora do quadro inflamatério (Hayhoe RP, 2006; Walther A,
2000). A anexina-1, bem como seus receptores, tem sua expressao aumentada em
leucocitos polimorfonucleares e mondcitos quando estes sao tratados com
glicocorticéides (Damazo AS, 2006; Goulding NJ, 1990; Sawmynaden P, 2006).
Observando a importante acao inibitéria do peptideo Ac2-26 sobre a produgédo de
colageno e MCP-1 por fibroblastos pulmonares, quando estimulados pelas citocinas
IL-13 e TGFB, nosso proximo passo foi verificar o envolvimento dos receptores FPR1
e FPR2 nessa resposta. Inicialmente, verificamos a expressdo do RNAm para esses
receptores em fibroblastos pulmonares de camundongos. Pela primeira vez
relatamos a expressdo do RNAm para os mesmos neste tipo celular. Em adigao,
observamos o aumento da expressdo do RNAm para os receptores FPR1 e FPR2
quando as células foram estimuladas com IL-13, mas nédo pelo TGFf. Fato este que
precisa ser melhor investigado.

Posteriormente, utilizando fibroblastos pulmonares provenientes de
camundongos deficientes do gene para receptores FPR1 e FPR2, verificamos a
producéo de colageno e MCP-1 por essas células quando estimuladas com IL-13 e
TGFB. Os dados obtidos mostram que células deficientes de receptor FPR1 quando
tratadas com o peptideo Ac2-26 nao apresentaram reducdo da producdo de
colageno e MCP-1, diferente do observado nas células de animais selvagens. No
entanto, o peptideo foi capaz de inibir a produgcdo de MCP-1 por fibroblastos
provenientes de animais nocautes para FPR2, mas ndo a de colageno. Esses dados
mostram que ambos receptores, FPR1 e FPR2, medeiam a resposta inibitdria
promovida pelo peptideo Ac2-26 sobre a producédo e liberacdo de colageno por
fibroblastos pulmonares. Porém, apenas o receptor FPR1 parece mediar o efeito
inibitério induzido pelo peptideo sobre a produgdo da quimiocina MCP-1. Os
resultados indicam haver mecanismos distintos para a inibicdo induzida pelo
peptideo sobre a producdo de coldageno e MCP-1 em fibroblastos pulmonares
estimulados com IL-13 ou TGF.

No presente estudo, em outro bloco de experimentos observamos que a
delecdo do gene codificante para a proteina anexina-1 ndo modificou a resposta de
aumento da resisténcia pulmonar e da hiperreatividade das vias aéreas verificadas

nos animais silicéticos. Entretanto, de forma bastante interessante, notamos que
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muito embora os camundongos nocautes tenham apresentado niveis basais de
resisténcia pulmonar equivalentes aos dos animais selvagens, um quadro de
exacerbacdo da resposta brococonstritora frente a estimulacdo com o agente
colinérgico metacolina foi notada. Estes resultados sugerem que a proteina anexina-
1 possa exercer uma regulacdo importante sobre o sistema colinérgico ao nivel
pulmonar, dado que sera discutido mais a frente. Por outro lado, ao analisarmos a
elastancia pulmonar, verificamos uma resposta basal exacerbada nos animais
deficientes de anexina-1 silicoticos, em comparacao a dos selvagens, fenébmeno
este que se manteve presente na condicao da aerolizacdo com a metacolina. Assim
como observado no grupo ANX1** silica, a anélise histolégica dos pulmdes dos
animais ANX1" silicéticos revelou a presenca de granulomas caracteristicos do
quadro de fase aguda da silicose. Nao foi detectada alteracéo na area de ocupacao
do parénquima pelos granulomas entre ambos 0s grupos experimentais. Porém,
verificamos um maior acumulo de células inflamatérias no parénquima pulmonar dos
animais ANX1"" silicéticos quando comparado ao grupo ANX1** silica. Essa
resposta indica que a auséncia da anexina-1 pode determinar a exacerbagdo do
processo inflamatério induzido pela silica. Anteriormente foi relatado que o efeito
anti-inflamatério da anexina-1 se da em parte pela inibicdo do recrutamento de
leucécitos, principalmente neutréfilos, para o local da lesdo (Perretti M, 1998).
Corroborando com estes achados, em nosso estudo verificamos que a auséncia
dessa proteina proporcionou um aumento na producdo das citocinas quimiotaticas
para neutrofilos, KC e MIP-2, o que poderia estar contribuindo para o aumento do
infiltrado inflamatério verificado no pulmao dos animais nocautes.

Em uma analise complementar, observamos que a anexina-1 também parece
influenciar de forma importante na resposta fibrética associada ao quadro silicético,
uma vez que a sua auséncia proporcionou exacerbacao da deposicao de colageno
nos pulmdées de animais silicoticos. Estes resultados sdo suportados por estudos
anteriores que demonstraram o importante papel da anexina-1 sobre a ativacao de
fibroblastos pulmonares mediando os efeitos de glicocorticbides e também
controlando o metabolismo lipidico dessas células (Croxtall JD, 2003; Kamal AM,
2005). Entretanto, embora tenhamos visto um aumento na deposicao de colageno
no caso dos animais nocautes silicéticos, nao foi detectada alteracdo no tamanho
dos granulomas, o que indica uma interferéncia com a reatividade dos fibroblastos,

proporcionando um aumento na sintese e liberacdo de colageno, porém nao na
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atividade proliferativa destas células. Na tentativa de responder melhor essa questao
realizamos experimentos in vitro utilizando cultura primaria de fibroblastos
pulmonares de animais nocautes para anexina-1. Observamos nesses ensaios que
a auséncia da anexina-1 nao interferiu com a proliferagcdo dessas células quando
estas foram estimuladas com TGFB. No entanto, a resposta proliferativa foi menor
nas células ANX1" quando estimuladas com IL-13. Esses dados sugerem que a
proliferacao de fibroblastos induzida por IL-13 ocorre por mecanismo dependente de
anexina-1, enquanto que o efeito proliferativo induzido pelo TGFP nao parece ser
mediado exclusivamente pela anexina-1. Por outro lado, ao investigar a reatividade
dos fibroblastos pulmonares frente a estimulagdo com IL-13, ndo observamos
alteracao na liberacdo de MCP-1 na auséncia de anexina-1. Esses dados diferem
daqueles que observamos com o tratamento de fibroblastos com peptideo Ac2-26,
onde verificamos a reducao de MCP-1, sem alteracdo da taxa proliferativa. Porém
alguns autores demonstraram que o peptideo Ac2-26 parece exercer efeitos mais
pronunciados que a proteina integra anexina-1 (Hayhoe RP, 2006; Perretti M, 2001),
0 que poderia justificar em parte essa divergéncia de dados. Contudo, mais ensaios
sa0 necessarios para investigar a real influéncia da anexina-1 endoégena sobre os
fibroblastos pulmonares.

A silica cristalina através da inducao da geracao de citocinas pro-fibréticas
como PDGF, IL-1, TNFa e TGFB, a partir de macréfagos ativados, estimula o
recrutamento e proliferacdo de fibroblastos pulmonares, que passam a sintetizar
mais coldgeno acarretando o desenvolvimento da resposta fibrética (Fujimura N,
2000; Rimal B, 2005). Observamos que na condicdo de auséncia da anexina-1
houve um aumento da producgéo da citocina pré-fibrética TNFa no tecido pulmonar
de animais silicoticos. Utilizando macréfagos peritoneais, também mostramos
aumento da producao de TNFa na auséncia de anexina-1 quando as células foram
estimuladas com LPS ou silica, estando de acordo com os dados in vivo. Em adicao,
verificamos aumento da secrecao de IL-6 pelos macrofagos peritoneais deficientes
de anexina-1 em resposta aos mesmos estimulos. Esses dados estdao de acordo
com os observados por Yona S e colaboradores (2006) que ao utilizar macréfagos
derivados de medula 6ssea de camundongos ANX1” estimulados com LPS,
liberaram significativamente mais TNFa e IL-6 em comparacdo as células dos

camundongos ANX1**. Esse conjunto de dados sugere que a maior disponibilidade
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de TNFa, e possivelmente IL-6, nos pulmdes de animais silicéticos, pode contribuir
para a maior estimulacdo de fibroblastos e consequente aumento na deposi¢ao de
colageno no pulméo dos animais nocautes.

Entretanto, ndo foi observada alteracdo na producdo da quimiocina MCP-1,
agente quimiotatico de mondcitos, no grupo ANX1” silica. Porém, houve aumento
na producao de INFy, citocina pré-inflamatéria envolvida na indugdo da fagocitose
em macréfagos, nos pulmées dos animais ANX17 silicéticos. Estudos demonstraram
que mediadores derivados de macrofagos, como TNFa, PGE2 e éxido nitrico,
podem ser inibidos por glicocorticoides através de uma acao mediada pela anexina-
1 (Kamal AM, 2005). Além disso, essa proteina também parece atuar inibindo a
fagocitose de imunocomplexos por macréfagos (Perretti M, 1998).

Em conjunto, os dados obtidos com o peptideo Ac2-26 e animais ANX1™"
reforcam a relevancia da anexina-1 no contexto da inflamacédo pulmonar induzida
pela silica, bem com a ativacdo de fibroblastos e conseqlientemente a processos
envolvendo resposta de fibrose. No caso do tratamento com a dexametasona, vimos
apenas uma inibicao parcial da resposta inflamatéria e fibrotica causadas pela silica,
efeito que poderia ser, em parte, mediado pela anexina-1. O glicocorticéide nao foi
capaz de interferir com a produgédo das citocinas inflamatérias analisadas, o que
sugere menor eficiéncia, em comparacdo ao peptideo Ac2-26, na redugdo do
processo inflamatério induzido pela silica.

Em paralelo aos estudos com peptideo Ac2-26 e camundongos nocautes para
anexina-1 no modelo da silicose, investigamos a alteracdo na funcdo pulmonar
observada nos animais nocautes para anexina-1 apds receberem a aerolizacdo do
agente broncoconstritor colinérgico metacolina. Verificamos que o grupo de
camundongos ANX1” ndo silicoticos respondeu de maneira exacerbada a
metacolina quando comparado ao grupo selvagem. Esta resposta mostrou ser
especifica ao estimulo colinérgico, uma vez que nao se observou diferenga entre
animais ANX1** e ANX1" quando estes foram submetidos & aerolizacdo com
serotonina. Para melhor investigar essa resposta submetemos anéis de traquéia a
concentracdes crescentes de carbacol em sistema de érgao isolado. Observamos
que os anéis de traquéia de animais ANX1" foram mais sensiveis ao agente
colinérgico que os de camundongos ANX1**. No entanto, ndo se verificou diferenca

entre 0os dois grupos quando submetidos a provocacées com serotonina. Esses
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dados em conjunto com o observado anteriormente na funcdo pulmonar in vivo
sugerem um importante papel regulatério da anexina-1 sobre o sistema colinérgico,
pelo menos ao nivel pulmonar. Até o momento n&o ha relatos na literatura a respeito
de uma interacao entre a proteina anexina-1 e o sistema colinérgico.

Em estudos preliminares nao mostrados neste trabalho, verificamos, assim
como observado com anéis de traquéias, que brdénquios isolados de camundongos
ANX1" responderam de maneira mais exacerbada ao carbacol, mas ndo a
serotonina. Tendo em vista a importante interacdo entre mastocitos e sistema
parassimpatico colinérgico nas vias aéreas, em um estudo inicial investigamos o
possivel envolvimento dessas células na contracdo de traquéias e bronquios dos
animais ANX17". Observamos que ao pré-tratar traquéias e brénquios de animais
deficientes de anexina-1 com o estabilizador de mastécitos, cromoglicato, a
contratilidade exacerbada das vias aéreas ao carbacol foi revertida para valores
préximos dos camundongos selvagens. Além disso, traquéias de camundongos
ANX1"" apresentaram uma tendéncia a ter maior nimero de mastécitos que as de
animais ANX1** (dados nao mostrados). Esses dados preliminares sugerem que a
anexina-1 atua como reguladora do sistema colinérgico nas vias aéreas de
camundongos, cujo mecanismo parece ter o importante envolvimento mastoécitos.

Na patogénese de doengas inflamatérias crénicas e na fibrose ha o
importante envolvimento de mastécitos. Estas células estéo localizadas na mucosa
das vias aéreas proximas a membrana basal e superficie epitelial, posicao
estratégica que permite a ativacdo das mesmas por antigenos ou outros agentes
inalados (Reinheimer T, 2000). Devido a sua posi¢ao justaposta aos nervos pés-
ganglionares parassimpaticos, os mastécitos ativados liberam diversos mediadores
(como serotonina e leucotrienos) que interagem diretamente com 0s neurdnios
parassimpaticos, estes por sua vez liberam acetilcolina que consequentemente
induz a contracdo das vias aéreas (Kajekar R, 2003; Myers AC, 1991; Weigand LA,
2009). Em adicdo, mastocitos de mucosa de vias aéreas de humanos também
expressam em sua superficie receptores muscarinicos do tipo M1, os quais
medeiam uma via inibitéria limitando a liberacdo de mediadores pro-
inflamatérios(Kajekar R, 2003; Reinheimer T, 2000).

Com a intencao de melhor caracterizar o possivel papel regulatério exercido
pela anexina-1 sobre o sistema colinérgico ao nivel pulmonar, os estudos acima

mencionados, relacionando a participacdo de mastdcitos, precisam ainda ser
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concluidos. Em adicao, estudos de “binding" para receptores muscarinicos
presentes no parénquima pulmonar e vias aéreas (traquéia e bronquios) também
estdo sendo realizados para contribuir para o esclarecimento dessa resposta,
verificando-se a possivel ocorréncia de alteracdo no numero de receptores e da
afinidade dos mesmos ao agente colinérgico.

Este trabalho mostra o importante papel regulatério exercido pela proteina
anexina-1 na resposta inflamatéria induzida por particulas de silica no pulmao de
camundongos. Os dados obtidos sugerem ainda que o peptideo Ac2-26,
possivelmente através da atuacao em receptores FPR1 e FPR2, leva a reducédo da
producdo de citocinas quimiotaticas e fibroticas, o que acarreta na inibicdo da
migracao de leucécitos e da deposicao de colageno no parénquima pulmonar. Desta
forma, ha melhora no quadro fibrético e inflamatério que consequentemente resulta
no restabelecimento da funcdo pulmonar desses animais, o que indica uma
correlacdo farmacoldgica que possibilita o desenvolvimento de um agente
terapéutico para a silicose.

Em paralelo a esses achados, observamos que na auséncia da anexina-1 os
animais apresentaram resposta muito mais acentuada ao estimulo colinérgico, ao
receberem aerolizagdes de metacolina. Esta resposta foi comprovada com ensaios
em sistema de 6rgdo isolado utilizando anéis de traquéias. Estudos preliminares
sugerem o possivel envolvimento de mastocitos nessa resposta, porém ainda
necessitando de comprovagdes. Com isso, verificamos que a proteina anexina-1
pode estar atuando com reguladora do sistema colinérgico em vias aéreas de
camundongos através de um mecanismo ainda nao esclarecido. Para tanto, mais
estudos se fazem necessarios para o melhor entendimento e caracterizacao desse

fendbmeno.
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7. Conclusao

Esse conjunto de resultados mostra que:

v O peptideo Ac2-26 foi capaz de reduzir de maneira importante a
inflamacédo pulmonar induzida por particulas de silica em camundongos,
promovendo melhora do comprometimento da funcdo pulmonar, bem como a
reversdo do quadro inflamatério e da fibrogénese além da diminuicdo da producao
de citocinas. Em adicdo, o peptideo Ac2-26 apresentou efeito inibitério sobre a
reatividade de fibroblastos pulmonares através de um mecanismo mediado pelos
receptores FPR1 e FPR2;

v A proteina anexina-1 mostrou-se participante na regulagdo negativa da
inflamacéo e fibrose verificadas na silicose, atuando através da inibicdo da producao
de mediadores inflamatérios e fibroticos. De forma interessante, evidéncias apontam
para um papel regulatério da anexina-1 sobre a resposta contratil associada a

estimulacao colinérgica das vias aéreas de camundongos;

Em conjunto, nossos dados mostram que o peptideo Ac2-26 se coloca como
uma estratégia promissora para utilizacdo no tratamento de doencas pulmonares
fibréticas como a silicose, demonstrando maior eficiéncia que o classico
glicocorticdide dexametasona. De forma original demonstramos que a anexina-1
apresenta papel supressor sobre a resposta inflamatoria pulmonar causada pela
silica. Evidéncias preliminares indicam, ainda, que a anexina-1 parece exercer papel
no processo de regulacdo da resposta contratil da musculatura lisa pulmonar na
condicao da estimulacao colinérgica.Esse conjunto de resultados mostra que:
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ANEXO

Parte desses resultados integram um trabalho cientifico a ser publicado que se

encontra na versao preliminar em anexo.
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Abstract

Silicosis is an occupational lung disease caused by inhalation of crystalline silica
particles, which remains without an effective treatment. It is characterized by intense
inflammatory response followed by fibrosis and granuloma formation. The
inflammatory response is regulated by endogenous antiinflammatory agents, which
prevent the exacerbation of this response. Endogenous glucocorticoids are an
example of these agents, whose antiinflammatory actions are in part mediated by
annexin-1. In this study it was investigated the antiinflammatory and antifibrotic effect
of annexin-1 derived peptide, Ac2-26, in acute silicosis. The classical steroid,
dexamethasone, was used as control. For induction of silicosis, swiss-webster mice
were instilled (intranasally) with silica (10 mg). The treatment with Ac2-26 peptide (50
- 200 pg; Ac2-26) or dexamethasone (25 pg; Dexa) was giving intranasally for 7
consecutive days, starting 6 h after instillation of silica. The analysis was initiated on
the 7™ day after silica. Lung function (resistance and elastance) and hyperreactivity
of airways to methacholine (3 - 27 mg/ml) were obtained from whole-body
plethysmograph invasive. The morphological changes were analyzed by histological
techniques including hematoxylin-eosin and picrus sirius to assess granuloma and
collagen deposition, respectively. Cytokines and chemokines were quantified by
ELISA and collagen by sircol method. In in vitro experiments lung fibroblasts from
FPR1” and FPR2" mice were incubated with IL-13 and TGFp, after treatment with
Ac2-26 to assess the Collagen and MCP-1 production by these cells. Silicotic
animals showed increased baseline of airway resistance and elastance, as well as
hyperreactivity to bronchoconstrictor methacholine. These responses were abolished
by Ac2-26 and Dexa. Local treatment with Ac2-26 also inhibited markedly the
leukocyte infiltrate, collagen deposition and granuloma formation in silicotic mice,
conditions that were partially affected by Dexa. The generation of cytokines (TNFa
and TGFpB) and chemokines (KC and MCP-1) was inhibited by Ac2-26 but not by
Dexa. Lung fibroblasts incubated with Ac2-26 showed a reduction on production of
collagen and MCP-1, but not on cell proliferation, induced by stimulation with IL-13
and TGFB. It was showed that FPR1 and FPR2 receptors mediate the effect of Ac2-
26 on collagen and MCP-1 production. This set of results shows that the Ac2-26
peptide was able to inhibit the inflammatory and fibrotic component of the acute

phase of silicosis, showing to be a promising compound for the treatment of silicosis.



Introduction

Silica, also known as silicon dioxide (SiO,), is the most abundant compound
on earth. It is found mainly in the amorphous and crystalline forms, the first one is
less toxic form. The crystalline silica particles have on their surface oxygen free
radicals that result in toxicity. Inhalation of these particles leads to the development
of a severe lung disease, which is known as silicosis (Terra Filho M, 2006). It is an
occupational disease that affects mainly workers in the ceramic industry, glass,
metals, metal casting and sandblasting (Lido AV, 2008). Silicosis is a disease
characterized by a granulomatous inflammatory process followed by fibrosis. Even
though the pathogenesis of silicosis is complex and not completely understood, it has
been known that due to surface properties, crystalline silica leads to activation of
alveolar macrophages (acting on "scavengers" receptors as MARCO), epithelial cells
and fibroblasts (Fubini B, 2003; 2008; Hamilton RF, Jr., 2006; Huaux F, 2007). The
granulomatous inflammation induced by silica is characterized by accumulation of
macrophages with mineral particles in the nodules. The inflammatory response is
followed by a fibrosis with the important participation of lung fibroblasts, which
proliferate and produce extracellular matrix, including interstitial collagen and
insoluble elastin (Corbel M, 2002; Perez-Ramos J, 1999).

It has been known that during inflammation there are some antiinflammatory
pathways that act regulating this response allowing the initiation, maintenance and
end. The anti-inflammatory mediators may exert their effects at different stages of
inflammation, and stimulating apoptosis and phagocytosis of apoptotic cells. There
are several examples of anti-inflammatory agents, and the endogenous
glucocorticoids are an example of these compounds. Studies have shown that part of
the anti-inflammatory actions of glucocorticoids is mediated by an endogenous
protein of 37 kDa named annexin-1 (Kamal AM, 2005; Perretti M, 2003). This protein
is the first characterized member of the family of annexins, which are proteins that
bind to phospholipid membrane through a calcium-dependent manner, and to
promote the inhibition of PLA, and eicosanoid synthesis. The annexin-1 is found in
many cells and tissues (lung, intestine and bone marrow) and corresponds to about
4% of total protein in the cytoplasm of neutrophils, which is also found in their
granules of gelatinase(Lim LH, 2007).



The antiinflammatory actions of annexin-1 are reproduced by peptides derived
from the N-terminal region of the protein, including the peptide Ac2-26. This peptide,
as well as the whole protein, exerts their effects through the activation of formylated
receptor, FPR1 and FPR2 (Ernst S, 2004; Walther A, 2000). Besides the effects on
leukocyte migration, the annexin-1 and its derivatives promote the inhibition of
proliferation of fibroblasts and epithelial cells as well as phagocytosis of immune
complexes by macrophages, and induce apoptosis of inflammatory cells (Kamal AM,
2005).

In this study we verified the effect of Ac2-26 peptide on pulmonary
inflammatory response induced by silica particles, in vivo, and the effect of peptide
on lung fibroblasts in vitro. We observed that annexin-1 derived peptide was able to
relief the lung function of silicotic mice, as well reduced the granuloma formation and
collagen accumulation in the lung parenchyma. To verify the effect of Ac2-26 peptide
on fibrosis response we evaluated the role of peptide on fibroblasts primary culture
from lungs of mice. The peptide reduced the production of collagen and MCP-1 from
these cells, although did not affect the proliferation. Besides we observed the
participation of FPR1 and FPR2 receptors on response induced by Ac2-26 peptide in
lung fibroblasts.



Materials and Methods

Animals

Swiss—Webster mice male weighing 28 to 30 g were obtained from the
Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Janeiro, Brazil) breeding unit. And FPR1 and
FPR2 null mice and wild -type littermate controls (C57BL6) were coming from The
William Harvey Research Institute, Queen Mary University of London (London, UK).
The animals were maintained on a 12-h light/dark cycle with water and food ad
libitum until use. Animal work was performed in accordance with the U.K. Home
Office regulations Animals (Scientific Procedures) and the Ethics Committee for Care
and Use of Animals of the Oswaldo Cruz Foundation approved the experimental

protocols employed in this study (License L-034/09).

Silicosis induction and Ac2-26 peptide treatment

Silicosis was induced in halothane (Tanohalo, Cristalia, Sao Paulo)
anesthetized mice. Animals were then instilled intranasally with silica particles (10
mg/ 50 pL; Sigma — Aldrich, 0,5 -10 um) and the control group receibed similar
volume of sterile saline. Analyses were performed 7 days after the instillation. The
Ac2-26 peptide (50, 100 or 200 pg/mouse; Cambrigde Research Biochemicals, UK)
or dexamethasone (25 pg/mouse; Sigma—Aldrich) were giving by intranasal route
every day during 7 consecutive days, starting 6 h after silica provocation. Analyses
were performed 24 h after the last treatment of drugs.

Lung function and airways hyperreactivity

The lung function was measured 24 h after the last treatment with drugs. The
mice were anesthetized with pentobarbital sodium (60 mg/kg, i.p.) and
tracheostomized and placed to a small ventilator in a whole body invasive
plestimograph (Buxco system, UK). Airway hyperresponsiveness, resistance and
elastance were assessed after aerosolization of methacholine (0, 3, 9 and 27 mg/ml;
Sigma).



Histology and morphometric analyze

To perform the morphological analyze animals were perfused through an
intracardiac cannula with saline solution supplemented with EDTA (20 mM). The left
lung was separated and immersed in fixing solution of Milloning (48 h). Then the
material was dehydrated in solutions of increasing concentrations of ethanol, clarified
in xylene and embedded in paraffin. Histological sections of 5 um thick were made
and stained by haematoxylin-eosin and picrus sirius.

Morphometric analysis was performed a system consisting of a grid with 100
points and 50 lines (known length) coupled to a conventional light microscope
(Olympus BX51, Olympus Latin America Inc., BRA) (Cruz-Orive LM, 1990; Sakae
RS, 1994). The area of pulmonary parenchyma occupied by the granuloma was
determined using the point-counting technique across 10 random non-coincident
microscopic fields at a magnification of 200x.

Isolation of lung fibroblasts

FPR1 and FPR2 null mice and wild-type control were euthanized with CO,,
and the lungs are perfused under aseptic conditions and subjected to enzymatic
digestion by collagenase | at 37°C for 2 h. The cells obtained were maintained in
DMEN medium supplemented with fetal bovine serum (20%) and penicillin and
streptomycin. After reaching confluence state, it was made the passage of lung
fibroblasts using trypisin/EDTA and the cells were transferred to new bottles until

third passage.

Cell proliferation

The lung fibroblasts were obtained from 4 to 5 wild-type mice and FPR1 or
FPR2 null mice. Were plated 5 x 10* cells per well, using 24-well plates. Twenty-four
hours later, the cells were treated with different concentrations of Ac2-26 peptide (5,
10, 15 or 30 uM) and after 1 h fibroblasts were stimulated with IL-13 (40 ng/ml) or
TGFB (10 ng/ml). Twenty hours later it was added to each well 0.5 puCi of thymidine-
3H (Amershan Biochemicals) and after 4 h the plates were washed with PBS (3
times) and it was added 1 ml of triton 1% to each well. The solution containing cells



were collected to vials with 3 ml of scintillation liquid and it was read in a beta counter
(Beckman, LS-6500).

Real-Time PCR

To quantify specific mMRNA levels, RNA was isolated from 2,5 x 10° wild type
lung fibroblasts using TRIzol reagent (Invitrogen Life Technologies). Contaminating
genomic DNA was removed using DNase | (Turbo DNAse treatment, Ambion @,
Applied Biosystems). The RNA was reverse-transcribed using oligo dT (50 pM;
Invitrogen) and dNTP (10 mM; Bioline) at 65°C for 5 min, then in ice for 1 min. The
RNA was incubed with Mastermix solution (Fisrt Strand Buffer 5x — Invitrogen; DTT
0,1 M — Invitrogen; RNAse out and SuperScript Il — Invitrogen) at 50°C for 15 min
and after at 70°C for 15 min. The synthesized cDNA was used for real-time PCR. The
cDNA was amplified by real time PCR using primers specific for the receptor FPR1
and FPR2. FPR1, forward (5-CAGAATTCCAGCCATGGACACCAACATGTCTC-3")
and reverse (5'-GCGAATTCTTTACATTGCATTTAAAGTG-3'); and for FPR2, forward
(5'-GTCAAGATCAACAGAAGAAACC-3) and reverse (5'-
GGGCTCTCTCAAGACTATAAGG-3'). The PCR reaction was performed at 94°C for
2 min and 30 s followed by 30 cycles of 94°C for 30 s, 58°C for 60 s, and 72°C for 60
s with a final extension of 72°C for 15 min. The mRNA expression for both receptor

subtypes were calculated and normalized according to mRNA expression of g-actin.
Collagen and mediators quantification

To measure the collagen in mice lungs the tissue was macerated in Tris-NaCl
solution (0.05 M: 1M) containing inhibitor of protease. After centrifugation, the
supernatant obtained was used to quantify the collagen, which was performed using
the colorimetric kit of Sircol (Kit Biocolor, UK).

The measure of cytokines (KC, MCP-1, TNFq, TGFB and INFy) produced in
lung tissue was performed by ELISA. Lungs were macerated in PBS containing
inhibitors of protease and kept at 4°C overnight. Then the samples were centrifuged
and the supernatant was separated for quantification by ELISA, which was realized
according manufacturer’s instructions (R&D System, USA).



To evaluate the generation of inflammatory mediator (MCP-1) and secretion of
collagen by lung fibroblasts, it was collected the supernatant from these cells 24 h
after stimulation with IL-13 or TGFp. The cells were treated with Ac2-26 peptide1h
before of each stimulus. The fibroblasts were plate on 6 wells plates at concentration
of 25 x 10* cells in each well. Cytokines and chemokines quantitation was realized by
ELISA system and collagen was measured by colorimetric method of Sircol.

Statistical analysis

Results were expressed as mean * standard error of mean (SEM) and
statistically analyzed using analysis of variance (ANOVA) followed by multiple
comparison test of Newman-Keuls-Student. The "t" Student test for unpaired samples
was used to compare two experimental groups. The morphometric analysis was
expressed as percentage of parenchyma occupation by the granuloma. These data
were changed into arcoseno in order to make their distribution close to normal,

allowing the test of variance. Values were considered significant when p <0.05.



Results

Inhibitory effect of Ac2-26 peptide on lung function and airway hyperreactivity of

silicotic mice

The anti-inflammatory effect of annexin-1 is associated with the N-terminal
region of molecule, in this study we used a derivative of that portion, the Ac2-26
peptide, whose anti-inflammatory activity has been demonstrated in several
experimental models. We found that Swiss-Webster silicotic mice showed higher
baseline pulmonary resistance when compared to saline group. After aerosolization
of bronchoconstrictor agent methacholine, mice exhibited an increase in the airway
resistence, which shows a higher reactivity of the silicotic animals to a cholinergic
stimulus in comparison to saline animals. When a group of silicotic mice were treated
with Ac2-26 peptide, it was observed a reduction in pulmonary resistance, which did
not have difference between concentrations of peptide (50, 100 or 200 pg). This
response was also evident in animals treated with dexamethasone (25 pg), however,
the glucocorticoid reduced only partially the airways reactivity of silicotic animals,
whereas the Ac2-26 peptide promoted a reduction close to saline group (Figure 1 A).

Looking to pulmonary elastance, we observed that silicotic mice had an
increase in this basal response when compared to saline group. When the
bronchoconstrictor agent was administered, the silicotic group showed an
exacerbation of elastance. This response was reduced by treatment with Ac2-26
peptide at higher concentrations (100 and 200 pg). While the steroid showed an
inhibitory effect only after aerosolization of higher concentration of bronchoconstrictor
(Figure 1 B).

Morphological analysis of lungs from silicotic mice treated with Ac2-26 peptide

Our next step was to check the morphology of the fibrotic lungs of silicotic
mice treated with peptide Ac2-26, in order to verify the effect of this drug on the
inflammatory response induced by particles of silica. The saline group showed lungs
with normal morphology with intact parenchyma and alveolar architecture well
defined without any sign of inflammation (Figure 2 A). However, when we analyzed
the lungs of silicotic animals, we observed the presence of intense inflammation with

granuloma formation, commonly observed in acute silicosis (Figure 2 B). The



treatment with dexamethasone also reduced the granuloma (Figure 2 C). Similarly,
the treatment with Ac2-26 peptide at highest concentrations (100 and 200 pg)
reduced the inflammatory infiltrate and granuloma formation in pulmonary
parenchyma of silicotic animals. While, the lowest peptide concentration (50 pg) did
not cause any change in granuloma formation and cellular infiltration (Figure 2 D, E,
F).

To confirm the morphological data observed by HE staining, we performed a
morphometric analysis by checking the percentage of area of pulmonary parenchyma
occupied by granuloma. We found that animals with silicosis have shown 30% of the
lung parenchyma occupied by granulomas. In the condition of dexamethasone
treatment it was noticed reduction of this response. An Inhibitory effect was also
observed in the condition of treatment with Ac2-26 peptide at concentrations of 100
and 200 pg. In accordance with previously data, the dose of 50 ug of peptide was
devoid of activity (Figure 2 G).

Silicosis is a fibrotic disease characterized by intense fibrosis and deposition
of collagen, in which there is intense deposition of extracellular matrix components.
We set out to investigate the effect of Ac2-26 peptide on collagen deposition. For that
sections of lungs were stained with Picrus Sirius, which is a dye marker of collagen
fibers. We found that the saline group showed lung parenchyma with normal
appearance, showing only the markup associated with the basal constitutive
presence of collagen in blood vessels and airways (Figure 3 A). However, an intense
staining of collagen fibers was observed in silicotic lungs, predominantly in the areas
of granuloma (Figure 3 B). Dexamethasone treatment reduced the intensity of
staining in the lungs of silicotic mice (Figure 3 C). While, Ac2-26 peptide at higher
doses (100 and 200 pg), significantly reduced the intensity of staining of Picrus Sirius
(Figure 3 E and F). The effect observed with a dose of 50 mg was less pronounced
(Figure 3 D). These findings were confirmed by quantification of collagen content
using the colorimetric method of Sircol. We have seen a marked increase in the
amount of collagen in the lungs of silicotic animals compared with controls, as
expected (Figure 3 G). Dexamethasone inhibited the collagen deposition, as well as
the peptide Ac2-26, but the latter proved more effective. All three doses tested were
effective. Different from that observed with morphological analysis, the lowest dose of
peptide was effective in inhibiting collagen deposition (Figure 3 G). Together these



results show clearly the property of Ac2-26 peptide in to modulate negatively the

inflammatory and fibrotic components of murine experimental silicosis.
Analysis of production of inflammatory mediators in lungs from silicotic mice

Based on the findings described above, we proved that the highest dose of
peptide Ac2-26 (200 pg) was more effective in reducing all of the inflammatory
parameters generated by particles of silica. Thus, we choose this dose to next
analysis.

To investigate the mechanism of action potentially involved in the inhibitory
effect of Ac2-26 peptide, we analyzed some of cytokines and chemokines that are
relevant in silicosis. We evaluated the chemokines KC (Figure 4 A) and MCP-1
(Figure 4 B), as well as the cytokines TNFa (Figure 4 C), TGFp (Figure 4 D) and IFNy
(Figure 4 E). All of these proteins shown to be elevated in the lung of silicotic mice
compared to controls. The treatment of silicotic mice with dexamethasone induced
only partially decreased on the generation of MCP-1, whereas the Ac2-26 peptide
inhibited the production of KC, MCP-1, TNFa and TGFp, but not IFNy.

Expression of F4/80 and a-SMA in mouse lung silicosis

During the development of pulmonary inflammatory process triggered by
particles of silica there are the important participation of two cell, alveolar
macrophages and lung fibroblasts. When the last ones are activated they start to
express a-smooth muscle actin (a-SMA), receiving the name of myofibroblasts. At
this stage we used immunohistochemistry, and we performed the identification of
antigens F4/80 and a-SMA for macrophages and myofibroblasts, respectively.
Analyzing the lungs of the control group, we found a virtually non-existent labeling to
macrophages (Figure 5 A). While silicotic mice showed intense fibrotic response,
especially in the areas of granuloma formation and adjacent regions, where there is
intense inflammatory infiltrate (Figure 5 B).

Dexamethasone treatment has been shown to inhibit, at least in part, the
labeling for F4/80 (Figure 5 C). In other hand, we found that the Ac2-26 peptide in its
highest dose (200 ug), promoted an intense decrease of macrophages in the lungs of
silicotic animals (Figure 5 D). Looking to myofibroblasts, the silicotic animals were
highly positive to a-SMA (Figure 5 B) compared to controls. Similarly to what



observed in the assessment of macrophages, treatment with dexamethasone was
able to reduce the labeling for a-SMA (Figure 5 C). This response was markedly
inhibited by treatment with Ac2-26 peptide (Figure 5 D).

Effect of Ac2-26 peptide on proliferation and secretion of pulmonary fibroblasts in

vitro

To further investigate the effect Ac2-26 peptide on lung fibroblasts, our next
step was to evaluate the action of compound on these cells using a primary culture in
monolayer. Initially, we evaluated the response of cell proliferation induced by pro-
fibrotic cytokines IL-13 and TGFB. We observed that both IL-13 (40 ng/mL) (Figure 6
A) and TGFp (10 ng/mL) (Figure 6 B) induced a proliferative response compared with
the control group (incubated with medium). Incubation of fibroblasts with Ac2-26
peptide (7.5 to 30 mM) was unable to interfere with the proliferative response
induced by both cytokines (Figure 6 A and B).

Fibroblast are extremely important in the process of fibrosis, since they
produce and release collagen, and pro-inflammatory cytokines such as MCP-1. Thus,
we investigated the effect of treatment with Ac2-26 peptide on production of collagen
and MCP-1. When fibroblasts were stimulated with IL-13 (Figure 7 A) and TGFB
(Figure 7 C), we observed significant increase in the amount of collagen released.
This response was inhibited in a concentration-dependent manner by pretreatment
with Ac2-26 peptide from 5 yuM and there was a significant reduction with higher
concentrations.

Subsequently, we assessed the effect of Ac2-26 peptide on production of
MCP-1. We observed an increase in the production of this chemokine induced by IL-
13 (Figure 7 B) and TGFp (Figure 7 D). As observed with collagen, the peptide was
also able to reduce the production of MCP-1 in a concentration-dependent manner
(Figure 4.10 B, D). Together these findings indicate that although the peptide is not
active in interfering with the proliferation of lung fibroblasts, it has important direct

effect on the activation of these cells.

Involvement of receptors FPR1 and FPRZ2 on the effect of Ac2-26 peptide on

fibroblasts in vitro



Similarly to annexin-1, the Ac2-26 peptide exerts its anti-inflammatory effects
by binding to FPR1 and FPR2 receptors, which are coupled to G protein and are
expressed on the surface of cell membrane. By the first time, using real-time PCR,
we detected expression of mMRNA for both receptor in lung fibroblasts stimulated or
not with IL-13 and TGFB. The mRNA expression for FPR1 and FPR2 receptors was
significantly increased when the fibroblasts were stimulated with IL-13 (40 ng/ml), but
not with TGFB (10 ng/ml) (Table 4.1).

Using knockout mice for genes that determine receptors FPR1 (FPR17) and
FPR2 (FPR2") we studied the involvement of these receptors on effect of Ac2-26
peptide. Lung fibroblasts from FPR1” mice stimulated with different concentrations of
IL-13 (20 - 80 ng/mL) and TGFB (50 - 20 ng/mL) increased production of collagen
and MCP- 1 in a dose-dependent manner, as observed with cells from FPR1**
animals (data not shown). When fibroblasts from FPR1** animals were incubated
with Ac2-26 peptide (15 and 30 uM), we observed inhibition of production of collagen
and MCP-1, in a dose-dependent manner. In cells from FPR1”" mice, we found that
treatment with the peptide did not interfere with the generation of collagen and MCP-
1 (Figure 8).

Subsequently, we evaluated the involvement of receptor FPR2. We observed
that stimulation of pulmonary fibroblasts from FPR2** animals with different
concentrations of IL-13 and TGFp induced a significant increase on production of
collagen and MCP-1, this response was similar in cells from FPR2" mice (data not
shown). Fibroblasts from FPR2** mice treated with Ac2-26 peptide showed reduced
levels of collagen and MCP-1, both after stimulation with IL-13 and TGFp (Figure 9 A,
C). However, the peptide had not affected the production of collagen by cells from
FPR2" mice, keeping the levels close to those observed in the group stimulated with
IL-13 and TGFp (Figure 9 B). On the other hand, production of MCP-1 was sensitive
to the peptide showing values close to those of non-stimulated control group (Figure
9 D). These results suggest the involvement of FPR1 receptor in inhibitory response
promoted by Ac2-26 peptide on production of collagen and MCP-1 in lung fibroblasts
stimulated with IL-13 or TGFB. While the receptor FPR2 seems to be only important

in collagen production by these cells, but not MCP-1.



Discussion

Our data showed that the silicotic mice had changes in the parameters of
respiratory mechanics, expressed by increased lung resistance and elastance,
followed by airway hyperreactivity when stimulated with bronchoconstrictor
cholinergic agent, methacholine. These results confirm previous findings from our
group that revealed the occurrence of obstructive and restrictive changes in mice
with silicosis. The response of hyperreactivity verified is in agreement with findings in
patients with silicosis (Forastiere F, 2002; Montes, Il, 2004). However, there are few
studies about silicosis, thus more experiments are needed in order to elucidate the
mechanism involved in this process. Studies show that exposure to high
concentrations of crystalline silica promotes an intense inflammatory response
accompanied by cell proliferation and excessive deposition of collagen and other
extracellular matrix components, what result in the development of fibrosis (Mossman
BT, 1998). Thus, the change in lung function observed in animals with silicosis is
directly related to alterations in lung parenchyma of these animals, which in turn
reflects the presence of an intense inflammatory infilirate and granuloma formation.

Control the exposure to particles of silica and remove symptomatic individuals
from the workplace are the main action for the prevention of silicosis. However, until
now there are few advances to achieve a therapeutic strategy for silicosis. Knowing
the potential anti-inflammatory of annexin-1 derived peptide, Ac2-26, we analyzed
the effect of this compound on lung inflammation induced by particles of silica.
Besides, we assessed the possible anti-fibrotic action of peptide on pulmonary
fibrosis induced by silica, event that has not yet investigated.

In this study we found that the Ac2-26 peptide was able to reduce a very
important pulmonary inflammation induced by particles of silica in mice. We observed
that treatment improved lung function in animals with silicosis, as well as reversed
the inflammatory response, formation of granuloma, collagen deposition and cytokine
production. In addition, using in vitro experiments, we found that the Ac2-26 peptide
plays an important inhibitory role on the reactivity of pulmonary fibroblasts, cells of
great relevance in the context of fibrosis, reducing the production of collagen and the
chemokine MCP-1. Besides, we verified the involvement of FPR1 and FPR2

receptors in the inhibition promoted by Ac2-26 peptide on fibroblasts.



The Ac2-26 peptide is derived from N-terminal region of annexin-1, which is
associated with anti-inflammatory action of this protein. It was showed that part of
anti-inflammatory actions of glucocorticoids is mediated by annexin-1 (Parente L,
2003), we used in this study the treatment with the corticosteroid dexamethasone as
a classic drug control in the experiments conducted in vivo.

First, we evaluated the pulmonary function of silicotic mice treated with Ac2-26
peptide. It was observed a reduction of basal lung resistance and elastance, and
pronounced suppression of airway hyperreactivity to methacholine in both cases.
However, treatment with dexamethasone reduced only partially these parameters.
Analysis histological revealed that treatment with Ac2-26 peptide was able to inhibit
the infiltration of inflammatory cells and the formation of granuloma, whereas
glucocorticoids reduced only partially these responses. The improvement in the
pulmonary parenchyma due the reduction of cellular infiltration and granuloma
formation, promoted by the peptide, and partially by dexamethasone, it may have
contributed to the restoration of pulmonary function of silicotic animals. Getting SJ
and colleagues (1998) demonstrated that dexamethasone is able to inhibit the
infiltration of neutrophils and monocytes in an acute inflammation model induced by
zymosan through a mechanism mediated by the annexin-1 protein. Moreover, the
same study showed that Ac2-26 peptide has also an important anti-inflammatory role
by inhibiting the migration of neutrophils and monocytes. Thus, it is believed that part
of the inhibitory effect triggered by dexamethasone in silicotic mice could be
mediated by annexin-1.

In our study, we also observed that treatment with Ac2-26 peptide significantly
reduced the production of chemokines KC and MCP-1 and IFNy in the lungs of
silicotic animals. This effect may be contribute to reduction of inflammatory response
observed in the condition of treatment with Ac2-26 peptide, since the chemokines KC
and MCP-1 is important for recruitment of neutrophils and monocytes, respectively.
These data also warrant a reduced labeling for macrophages (F4/80) in the lungs of
mice treated with the peptide, due to reduced migration and activation of these cells
to the injury site. However, local treatment with dexamethasone did not interfere with
the production of KC and affected only in part the MCP-1, inhibiting partially the
migration of neutrophils and macrophages to lung tissue. Furthermore, we found that
the Ac2-26 peptide was effective in inhibit deposition of collagen, as well as labeling
of a-SMA in the lungs of silicotic mice. This fact is related to the inhibition of



generation of pro-fibrotic cytokines TGFB and TNFa, which was observed previously.
Previous studies have shown that the whole protein and the annexin-1 derived
peptide were effective in to inhibit the proliferation of human epithelial cells line, A
549 (Croxtall JD, 1998).

Particles of silica are able to stimulate directly lung fibroblasts (Arcangeli G,
2001; Baroni T, 2001), which act as an important source of collagen and chemokines
such as MCP-1 (Galindo M, 2001; Hao L, 2003). Considering the great importance of
fibroblasts in lung fibrosis triggered by particles of silica, we assessed the direct
action of Ac2-26 peptide on lung fibroblasts. Contrary to expectations, treatment with
the peptide did not alter the proliferation rate of these cells when they were
stimulated with IL-13 or TGF, but inhibited in a concentration-dependent manner the
production of collagen and MCP-1 by these cells. These results are in agreement
with data obtained from in vivo experiments, which showed a reduction of both
collagen and MCP-1 in lung tissue. The data suggest that the peptide exerts a
greater effect on the activation of pulmonary fibroblasts, but on the proliferation,
leading to inhibition of inflammatory mediators and extracellular matrix components,
thereby it can contribute to reduction of fibrosis induced by silica.

Annexin-1 exerts its effects through physical interaction with G protein-coupled
receptors belonging to the family of formylated receptor (FPR), which is present on
the cell surface of leukocytes (Perretti M, 2002). As the whole protein, Ac2-26
peptide exerts its inhibitory effect on leukocyte migration by binding to receptors
FPR, collaborating with the improvement of the inflammation (Hayhoe RP, 2006;
Walther A, 2000). Annexin-1 and its receptors had their expression increased in
polymorphonuclear leukocytes and monocytes when they were treated with
glucocorticoids ((Damazo AS, 2006; Goulding NJ, 1990; Sawmynaden P, 2006).
Noting the important inhibitory action of Ac2-26 peptide on production of collagen and
MCP-1 by lung fibroblasts when stimulated by IL-13 and TGF, our next step was to
verify the involvement of FPR1 and FPR2 receptors in this response. Initially, we
verified the mRNA expression for these receptors in lung fibroblasts of mice. For the
first time, it was reported the mRNA expression for both receptors in pulmonary
fibroblasts. In addition, we observed an increase of mRNA expression for FPR1 and

FPR2 receptors when cells were stimulated with IL-13 but not by TGFpB. However,

further investigations are needed to understand this fact.



Using lung fibroblasts from mice deficient of gene for FPR1 and FPR2
receptors, we assessed the production of collagen and MCP-1 by these cells when
stimulated with IL-13 and TGFB. These data suggest that deficient cells of FPR1
receptor treated with peptide Ac2-26 showed no reduction in the production of
collagen and MCP-1, what was different from wild type cells. However, the peptide
was able to inhibit the production of MCP-1 by fibroblasts from FPR2” mice, but not
the collagen. These data show that both receptors, FPR1 and FPR2, mediate the
inhibitory response promoted by Ac2-26 peptide on the production and release of
collagen by lung fibroblasts. But only the FPR1 receptor seems to mediate the
inhibitory effect induced by the peptide on the production of chemokine MCP-1. The
results indicate different mechanisms for the inhibition of production of collagen and
MCP-1 induced by the peptide in lung fibroblasts when stimulated with IL-13 and
TGFB.

The data suggest that the Ac2-26 peptide seems to act on receptors FPR1
and FPR2 leading to reduction of production of fibrotic and chemotactic cytokines.
These effects result in inhibition of leukocyte migration and collagen deposition in the
pulmonary parenchyma. Thus, there is improvement in the fibrosis and inflammation
induced by inhalation of particles of silica, that will result in the restoration lung
function of silicotic mice, which indicates a pharmacologic correlation that turn
possible the development of a therapeutic agent for silicosis.
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Table 1: Effect of stimulation with IL-13 or TGF on mRNA expression of FPR1 and

FPR2 receptors in pulmonary fibroblasts from C57BL6 mice.

AACt (real time — PCR)

Fpr1

Fpr2

Control

25,789 + 0,042

28,531+0,235

IL-13 [40 ng/mL]

27,754 £ 0,100*

30,982 + 0,338*

TGFR [10 ng/mL]

25,982 + 0,040

29,144 + 0,250

Values are represented as mean + SEM of triplicates. n = 4. The symbol *
denotes p<0.05 compared to non-stimulated group.




Figure Legends

Figure 1: Analysis of lung function and airway hyperreactivity of mice instilled with
saline and silica (10 mg). The parameters of resistance (A) and elastance (B) were
evaluated in lung after aerosolization with PBS and methacholine (3 - 27 mg/mL), 7
days after challenge with silica. The animals were treated for 7 consecutive days with
dexamethasone (Dexa, 25 pg) and Ac2-26 peptide (50 - 200 pg). The columns
represent the mean + SEM of at least five animals per group. The symbols * and +

indicate p<0.05 compared to saline group and silica, respectively.

Figure 2: Morphological analysis of lungs of mice instilled with saline and silica (10
mgq), treated with dexamethasone (Dexa, 25 ug) and Ac2-26 peptide (50 - 200 pg).
The groups included saline (A), silica (B), dexamethasone (C), and Ac2-26 peptide
50 mg (D) 100 mg (E) and 200 mg (F). The panel G represents the morphometric
analysis of percentage of parenchyma occupied by granuloma. The columns
represent the mean + SEM and the symbol * indicates p<0.05 compared to silica
group. The sections were stained with hematoxylin and eosin (HE) and images were
captured and analyzed under light microscope at magnification of 200x. We used at

least six animals per group.

Figure 3: labeling of collagen fibers in lungs of mice instilled with saline and silica (10
mgq), treated with dexamethasone (Dexa, 25 ug) and Ac2-26 peptide (50 - 200 pg).
The groups included saline (A), silica (B), dexamethasone (C), and Ac2-26 peptide
50 mg (D) 100 mg (E) and 200 mg (F). The panel G represents the collagen
quantification in pulmonary tissue. The columns represent the mean £+ SEM and the
symbols * and + indicate p<0.05 compared to saline and silica group, respectively.
The sections were stained with picrus sirius and images were captured and analyzed
under light microscope at magnification of 200x. We used at least six animals per

group.

Figure 4: Cytokines and chemokines quantification in lungs of mice instilled with
saline and silica (10 mg). The animals were treated with dexamethasone (Dexa, 25
Hg) and Ac2-26 peptide (200 pg). It was assessed KC (A), MCP-1 (B), TNFa (C),
TGFB (F) and INFy (D). Values represent the mean = SEM of 6 animals per group.



*

The symbols * and + denote p<0.05 compared with saline groups and silica,

respectively.

Figure 5: Analysis of the presence of macrophages (F4/80) and myofibroblasts (a-
SMA in the pulmonary parenchyma of mice instilled with saline and silica (10 mg),
treated with dexamethasone (25 pg) and Ac2-26 peptide (200 pg). The groups
included saline (A, E), silica (B, F), dexamethasone (C, G) and Ac2-26 peptide 200
ug (D, H). It was used the immunohistochemical technique with the negative control
omitting the primary antibody (figure inserted - CT). We used six animals per group.
The images were captured and analyzed under light microscope at magnification of
200x.

Figure 6: Effect of Ac2-26 peptide on proliferation of fibroblasts from lungs of Swiss-
Webster mice. The cells were incubated with Ac2-26 peptide (7.5 to 60 uM) 1 h
before stimulation with IL-13 (40 ng/mL) (A) and TGFp (10 ng /mL) (B). The symbol *
denotes p<0.05 when compared to non-stimulated group. Values represent the mean
+ SEM of triplicates. n = 3.

Figure 7: Effect of Ac2-26 peptide on production of collagen (A, C) and MCP-1 (B, D)
by fibroblasts from lungs of Swiss-Webster mice. The cells were incubated with Ac2-
26 peptide (10 - 30 pM) 1 h before stimulation with IL-13 (40 ng/mL) (A and B) or
TGFB (10 ng/mL) (C and D). Values represent the mean = SEM of triplicates. n = 3.

*

The symbols * and + denote p<0.05 when compared to non-stimulated and

stimulated untreated with Ac2-26 peptide, respectively.

Figure 8: Effect of Ac2-26 peptide on production of collagen and MCP-1 by
pulmonary fibroblasts from FPR1** (A, C) and FPR1” (B, D) mice stimulated with IL-
13 (40 ng/mL) and TGFB (10 ng/mL). Values represent the mean + SEM of
triplicates. n = 4. The symbol * denotes p<0.05 compared to non-stimulated group
(dotted line), while + represents p<0.05 compared to stimulated group untreated with
Ac2-26 peptide.



Figure 9: Effect of Ac2-26 peptide on production of collagen and MCP-1 by
pulmonary fibroblasts from FPR2** (A, C) and FPR2" (B, D) mice stimulated with IL-
13 (40 no/mL) and TGFB (10 ng/mL). Values represent the mean + SEM of
triplicates. n = 4. The symbol * denotes p<0.05 compared to non-stimulated group
(dotted line), + represents p<0.05 compared to group stimulated untreated with Ac2-

26 peptide.
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