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(coloracdo de picrosirius).

Figura86  Analise hiperreatividade bronquica em camundongos submetidos ao 111
modelo de inflamagdo pulmonar cronica, através do sistema de
BUXCO invasivo.
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CisLT Leucotrienos cisteinados
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mA
MBP
MCP
MDC
MHC
MTT
NADH
NET
NF-xB
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NpEt
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Neurotoxina derivada de eosinofilo

Ensaio imunoenzimatico

Ensaio imunoenzimatico indireto

Peroxidase eosinofilica
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Proteina de ativacdo de 5-lipoxigenase
Formil-Metionina-Leucina-Fenilalanina

"Forkhead box" P3
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Receptores de histamina

Via intraperitoneal

Molécula de adeséo intercelular

Interferon

Imunoglobulina

Interleucina
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alérgica.
RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Alessandra Mendonca Siqueira

A asma é uma desordem de carater alérgico que vem atingindo muitas pessoas por todo
mundo. Embora existam muitos tratamentos para essa doenca, novas terapias sdo necessarias,
pois muitos dos tratamentos tipicos causam efeitos colaterais para o paciente. Nidularium
procerum (Np) é uma Bromeliaceae, encontrada principalmente no estado do Rio de Janeiro.
Estudos realizados em nosso laboratorio demonstraram que as folhas de Np, possuem
atividade antialérgica, anti-inflamatoria e antinociceptiva. No modelo de inflamacdo alérgica
pulmonar, o extrato etandlico de N. procerum (NpEt) se mostrou eficiente em inibir a
migracdo de eosinofilos para os pulmdes em 58 % na dose de 1 mg/kg. Para verificar a real
eficacia do extrato testamos esta dose no modelo de asma estabelecida. Apos a instalacdo da
doenca, o tratamento (uma ou duas vezes ao dia) com NpEt, via oral, nas doses de 1 e 10
mg/kg ndo inibiu a migracdo de eosindfilos. O tratamento via aerolizacdo com NpEt também
ndo foi eficaz. Ao aumentarmos a dose para 100 e 500 mg/kg, observamos tendéncia de
inibicdo da migracao de eosinofilos, porém com pouca eficacia. Por isso, NpEt foi fracionado
com solventes em doses crescentes de polaridade dando origem as fracdes hexanica (NpEtFH),
diclorometanica (NpEtFHD), acetato de etila (NpEtFAe), butandlica (NpEtFB) e aquosa
(NpEtFAQ). Foram realizados experimentos in vitro com linfécitos T, mastocitos e eosindfilos.
As fracdes NpEtFB e NpEtFAQ ndo apresentaram efeito sobre os linfocitos T. NpEtFD inibiu
todas as caracteristicas estudadas, porém devido & sua toxicidade, conforme demonstrado no
ensaio de apoptose. NpEtFAe foi a que inibiu a proliferacdo e liberacdo de citocinas, sem
toxicidade. NpEt ndo impediu a proliferacdo destas células, mas modulou a liberacdo de IFN-y.
Com relagdo aos mastocitos, os extratos/subfraces ndo foram tdxicos para estas células,
algumas fracdes modularam negativamente a liberacdo de IL-8, e todos inibiram a expressao
de COX2, apds 8h de cultura. Analisando os eosinofilos, observamos que todos foram capazes
de inibir, nas doses de 10 pg/mL e/ou 50 pg/mL, a producdo de corpusculos lipidicos sem
toxicidade. Visto que a subfracdo NpEtFAe foi a que modulou negativamente todas as células
analisadas, testamos sua eficacia no modelo de asma estabelecida. Observamos que NpEtFAe
foi capaz de inibir a migracdo de eosinofilos e a liberacdo de IgE, entretanto, NpEtFAe nédo
interviu na hiperreatividade. Como NpEtFAe foi eficaz de impedir algumas das caracteristicas
da asma, mesmo com a mesma ja instalada, testamos a mesma no modelo de asma crénica. O
tratamento com NpEtFAe causou reducdo do numero de eosinofilos (ndo foi significativo
devido ao baixo nimero de animais), sem efeito na hiperreatividade, o que indica que outros
experimentos sdo necessarios, para melhor caracterizacdo dos resultados. Com estes dados
sugerimos que a fracdo NpEtFAe pode ser uma boa alternativa terapéutica para o controle da
asma.
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ABSTRACT
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Alessandra Mendonca Siqueira

Asthma is an allergic disorder that has incidence worldwide. Although many treatments are
available, new therapies are necessary, because most of them cause strong side-effects to the
patients. Nidularium procerum (Np) is a Bromeliaceae, localized mainly in Rio de Janeiro
state. Studies performed in our laboratory demonstrated that treatment with Np leaves in mice,
inhibited allergy, inflammation and nociception. In the model of murine allergic inflammation,
the ethanol extract of N. procerum leaves (NpEt), v. 0., was effective in inhibiting eosinophils
migration to the lungs in 58 % at a dose of 1 mg/kg. To determine the true efficacy of the
extract, we tested this dose in a model of established asthma. NpEt treatment with doses of 1
and 10 mg/kg (one or twice daily), after the onset of the disease, had no effect on eosinophil
migration, the treatment with aerosolization were not effective either. Increasing the dose to
100 and 500 mg/kg resulted in an indication of inhibition, but with low efficiency. So, NpEt
was fractionated using solvents of increasing polarity giving hexane (NpEtFH),
dichloromethane (NpEtFD), ethyl acetate (NpEtFAe), butane (NpEtFB) and aqueous
(NpEtFAQ) fractions. In vitro experiments were performed with T lymphocytes, mast cells and
eosinophils. NpEtFB and NpEtFAqQ did not have effect on lymphocytes. NpEtFD inhibited all
the studied aspects but due to its toxicity, demonstrated by apoptosis assay. NpEtFAe was the
one which inhibited the proliferation and cytokine release, without toxicity. NpEt did not
impair T cell proliferation, but it modulated negatively the release of IFN-y. Regarding to mast
cells, neither the extract nor the fractions was toxic, some of them modulated IL-8 release and
all inhibited the expression of COX2 in a 8-hour culture. Analyzing eosinophils, we found that
all fractions were able to inhibit lipid bodies production at 10 pg/mL and/or 50 pg/mL. Since
NpEtFAe negatively modulated all the cells tested, we verified its efficacy in the model of
established asthma. We observed that NpEtFAe was able to inhibit the migration of eosinophils
and the release of IgE significantly, however, NpEtFAe did not interfere in hyperreactivity. As
NpEtFAe was effective to prevent some asthma features, even in the established asthma, we
tested it in the model of chronic asthma. NpEtFAe treatment decreased eosinophils number in
the lungs (it was no significant due to animal number) and it had no effect on hyperreactivity.
Other experiments are necessary to better elucidate the results. With this data, we suggest the
NpEtFAe, can be a good alternative to asthma treatment.
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1- Introducéo

1.1- Alergia

Doencas alérgicas ocorrem devido a capacidade do organismo de produzir
imunoglobulina do tipo E (IgE) contra um antigeno ambiental normalmente incuo. A alergia é
altamente individuo-especifico e inclui asma, rinoconjuntivite, sinusite, alergia a alimento,
drogas e/ou picadas de insetos, dermatite atOpica, angioedema, urticéria e anafilaxia, todas
essas podendo ocorrer sozinhas ou associadas (Holgate e Polosa, 2008).

O recente aumento de incidéncia doencas alérgicas tém sido descritas como epidemia
em muitas partes do mundo e é associado aos habitos ocidentais. Neste contexto, podemos
destacar em especial as doengas respiratdrias, que representam um grave problema de saude
publica em todo o mundo e vem crescendo gradativamente. Estima-se que had mais de 300
milhdes de asmaticos em todo o mundo, variando de 1 a 18% em alguns paises (WHO, 2006).
No Brasil, trata-se de uma doenca muito comum, que afeta aproximadamente 7-10% da
populacdo. Segundo dados do International Study for Asthma and Allergies in Childhood
(ISAAC), estima-se que a prevaléncia no Brasil seja em torno de 20% em criancas. Nos
Estados Unidos, uma pesquisa epidemioldgica realizada em 2012, revelou que por volta de
18,9 milhdes de adultos e 7,1 milhdes das criancas sdo asmaticos, sendo que no ano de 2007
este nimero era menor: 15,7 milhdes de adultos e 6,5 milhdes de criancas
(http://lwww.cdc.gov/nchs/fastats/asthma.htm). A asma é responsavel, em nosso pais, por
aproximadamente 350.000 internacdes hospitalares no SUS por ano. Em 2011, do total de
177,8 mil internacdes no Sistema Unico de Saude (SUS) - em decorréncia da doenca - 77,1 mil
foram criancas. Dados da Pesquisa Vigitel (Vigilancia de Risco e Protecdo para Doencas
Crdnicas por Inquérito Telefonico), do Ministério da Saude, indicam que a asma causa a morte
de 2,5 mil pessoas por ano no pais. Devido a estes fatos trés novos medicamentos foram
incluidos para a asma no programa Saude Ndo Tem Preco, acdo integrante do Programa
Farmécia Popular sdo eles: brometo de ipratrépio, dirpoprionato de beclometasona e sulfato de
salbutamol, resultando em um crescimento de 443% no acesso a medicamentos para o controle
da doenca (http://portal.saude.gov.br).

A asma é considerada uma doenca inflamatdria cronica dos pulmdes caracterizada por
uma sensibilidade aumentada ao estimulo (como a inalagdo de um alérgeno), conhecido como
atopia, que é uma tendéncia do organismo de produzir anticorpos especificos, como
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imunoglobulina (Ig) E para antigenos ambientais. A producdo de IgE é responsavel ndo sé
pelo desenvolvimento da asma, mas também rinite, dermatite atopica e a anafilaxia.

A etiologia da asma é multifatorial, ou seja, envolve a interacdo de fatores genéticos,
obesidade, sexo e ambientais como: diversos alérgenos, infeccdes principalmente virais,
exposicdo a fumaca de cigarro, poluicdo e dieta. Clinicamente ela se apresenta atraves de
sintomas episodicos, principalmente dispnéia, sibilancia, tosse seca e sensacdo de aperto
toracico. Estes sintomas sdo caracterizados pelo aumento da permeabilidade vascular,
vasodilatacdo, contragdo do musculo liso, eosinofilia tecidual, aumento na producéo de muco
pelas células globet com obstrucdo das vias aéreas. Outras caracteristicas como perda do
epitélio de superficie, espessamento da membrana basal, hipertrofia da musculatura lisa e
aumento das glandulas submucosas, sdo também, achados anatomos-patoldgicos importantes
no quadro asmatico (Busse e cols., 2001).

Recentemente, pesquisadores vém tentando caracterizar a asma em diferentes fendtipos
baseados em varios aspectos observados clinicamente como, género, idade, obesidade,
resposta a tratamento a certos farmacos, fungdo pulmonar, presenga e/ou auséncia de certos
tipos de células inflamatorias dentre outros. Baseado nisso, Agache e cols., 2012 resume 0s
fendtipos da asma em:

e Asma alérgica, onde ha participacdo de eosinofilos, inflamacdo do tipo T2 e
responsividade aos tratamentos com corticosteroides, anticorpos anti-IgE e anti-citocinas (IL-5
e IL-13).

e Asma intrinseca, com a participacdo de neutrofilos e eosinéfilos, associado com auto-
antigenos e/ou superantigenos, podendo ser ou ndo esterdide resistente.

e Asma neutrofilica, € considerada asma grave, pois € esterdide resistente, tem
participacdo das células Thl7, mas é responsiva a antioxidantes, antibidticos além de
anticorpos anti-TNF-a.

e Asma induzida por aspirina, que é predominantemente eosinofilica, com participacédo
dos leucotrienos C4, D4 € E4, 0s pacientes sao responsivos a esterdides e antagonistas de
receptores de leucotrienos.

e Asma com remodelamento extensivo, na qual, embora ndo haja inflamacdo, ocorre um
extensivo remodelamento das vias aéreas com presenca de anormalidades do musculo liso,
ativacdo anormal das células mesenquimais e epiteliais. O tratamento com esterdides ndo €
muito eficaz, mas este tipo de asma pode ser tratado com farmacos que tem como alvos
componentes responsaveis pelo remodelamento, como o masculo liso das vias aéreas,

metaloproteinases e a angiogénese.



No Brasil, a asma é classificada em intermitente, persistente leve, persistente moderada,
persistente grave considerando-se dois fatores principais: a freqiéncia e a intensidade dos
sintomas e os parametros da funcdo pulmonar (Jornal Brasileiro de Pneumologia, 2012).

No quadro asmatico a resposta inflamatéria alérgica é precedida por uma reacdo de
sensibilizacdo do individuo com quantidades diminutas do alérgeno sollvel intacto na
superficie mucosa do trato respiratorio, favorecendo a captacdo deste alérgeno por células
apresentadoras de antigeno (APC). As ceélulas dendriticas (DC) sdo as principais APC que
interagem com linfocitos T. Os antigenos (Ag) sdo processados no compartimento endossomo-
lisossomal e apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade de classe 1l
(MHCII). Ao mesmo tempo em que 0 antigeno estd sendo apresentado ocorre a estimulacao
das APCs para expressarem altos niveis de moléculas co-estimuladoras, tais como as proteinas
B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que enviam segundos sinais para a ativacdo da célula T atraves
da ligagdo ao CD28 expresso em sua membrana. Além disso, quimiocinas da familia CC (CCL)
como CCL19 e CCL21, interagem com receptor de quimiocinas da familia CC (CCR) CCR?,
agem nas APCs, direcionando-as, com o0 antigeno para os linfonodos drenantes, onde elas
podem interagir com as células T “naive” especificas (Marsland e cols., 2005). Ativadas, as
células T passam a expressar CD40L, o qual se liga ao CD40 nas APCs, contribuindo para a
ativacdo destas células.

Células CD4" naive podem se diferenciar em Ty1, Tn2, Ti9 ou T,17 baseado no
estimulo micro ambiental no qual estas células sdo expostas na presenca do antigeno (Lloyd e
Hessel, 2010). A diferenciacao das células T em T,1 ocorre quando as APCs, estimuladas por
produtos microbianos, secretam citocinas tais como IL-12 e interferon gama (IFN-y). Estas
citocinas induzem a expressdo do fator de transcricdo transdutor de sinal e ativador de
transcricdo do tipo quatro (STAT 4), estimulando a diferenciacdo das células T em T,1. Estas
células produzem linfotoxina-a. ¢ IFN-y, que agem sobre os macrofagos estimulando suas
funcdes microbicidas e aumentando a producdo de IL-12. A IL-12 estimula a producdo
adicional de IL-2 pelas células Tyl aumentando a proliferacdo destas. Essa ativacdo celular
ocorre pela interacdo CD40L-CD40, entre célula T e APC, respectivamente, e pela citocina
IFN-y, que estimula a expressdo dos fatores de transcri¢do, como o fator nuclear kB (NF-«B),
ativador de proteina 1 (AP-1), STAT-1 e fator de regulacdo 1 de interferon (IRF-1). As células
Tnl, por seu perfil de secrecdo de citocinas, sdo caracteristicas de doengas autoimunes como
artrite reumatoide, diabetes mellitus imunodependente e outras (Dong e cols., 2000).

A diferenciacdo das células T em T2 é induzida principalmente pela IL-4, que ativa o

fator de transcricdo STAT-6, este fator induz a expresséo da proteina 3 que se liga a seqiiéncia
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genética “GATA” (GATA3). IL-4 é produzida ndo sO pelas proprias Tn2, mas também por
outros tipos celulares como mastocitos, basofilos e células matadoras naturais (NK) (Dong e
cols., 2000). As células T2 efetoras, em contraste com as Tpl, produzem as citocinas IL-4,
IL-5, IL-13 etc. As citocinas IL-4 e IL-13 promovem a producdo de IgE (Pawankar e cols.
1997), agem diretamente no epitélio das vias aéreas para induzir hiperreativiade das vias aéreas
(AHR) e metaplasia das células globet (Lutz e cols., 2002) e recrutam mastocitos (IL-9
também). A IL-13 também medeia a producdo de fator p de crescimento e transformagio
(TGF-B) pelos macrofagos, transformando fibroblastos em miofibroblastos, alteracdes estas,
cruciais para iniciar o processo de remodelamento das vias aéreas (Davies e cols., 2003). IL-3,
IL-5 e GM-CSF ajudam na maturacdo de eosinofilos ativando-os na fungdo microbicida
(combate a helmintos, por exemplo), estando ainda envolvidas em reacdes alérgicas como a
asma (Holgate e cols., 2008).

Alguns alérgenos induzem a liberacdo de linfopoetina estromal timica (TSLP), IL-25 e
IL-33 pelas células epiteliais. Estas citocinas programam as celulas dendriticas para se
tornarem indutoras de células Tn2. As DCs expressam o receptor de IgE de alta afinidade
(FceRI) que podem mediar & apresentacdo do antigeno as células T. A presenca de IgE ligada
no receptor FceRI nas DC diminui o limiar de reconhecimento pelas células Tr2. As proprias
DCs liberam quimiocinas que atraem as células T2 como CCL17 ou TARC e MDC ou CCL22
(Lambrecht e Hammad, 2012).

O desbalanco entre as respostas Tp2 e Tyl tem sido a base do entendimento para a
tendéncia a exarcebacdo alérgica por mais de duas décadas (Romagnani 2006), Estudos
envolvendo a administracdo de IFN-y (que é uma citocina liberada pelas células Tp1l) em
pacientes asmaticos, ndo evidenciou claramente esta correlacdo, uma vez que foi observado
melhora significativa dos sintomas (Boguniewicz e cols., 1995). Hoje em dia, a atopia também
é caracterizada pelo deshalango entre T2 e T regulatorias (Try) (Bacchetta e cols., 2007;
Larché, 2007). Nas vias aéreas de criancas asmaticas a porcentagem de células CD4"CD25" é
menor em relacdo a criangas saudaveis. Estas células estdo também correlacionadas
positivamente com volume forcado respiratorio em 1 segundo (FEV1) e o tratamento com
corticosterdides aumentou a presenca das mesmas em pulmdes de asmaticos (Hartl e cols.,
2007).

Os linfécitos Ty sdo outro tipo de célula T CD4" que sdo caracterizadas pela
expressdo do fator de transcricdo “Forkhead box” P3 (Fox P3) e da presenca do receptor de
IL-2 (CD25) (Wing e cols., 2008). Estas células tém participacdo ndo sé na alergia, como
também em outras reacdes inflamatorias. Estudos com camundongos tém revelado a
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participacdo das T,y na supressdo de reacOes alérgicas, e tem sido descrito evidéncias
mostrando que estas células também controlam a resposta alérgica em humanos de forma
indireta atraves da secrecdo das citocinas IL-10 e TGF-B (Maloy e cols., 2003). Além disso,
estas células expressam moléculas inibitérias como antigeno 4 de linfécito T citotdxico
(CTLA4) e induz a diminuicdo de MHC I, CD80 e CD86 nas células apresentadoras de
antigeno. As células T suprimem as DC via contato direto: As T4 formam agregados com as
DC por uma via dependente de antigeno 1 associado a func¢do linfocitica (LFA-1), o que leva a
regulacdo negativa das DC (Cederbom e cols., 2000; Wing e cols., 2008).

Thl7 é uma linhagem distinta dos CD4", estas células liberam IL-17 e expressam
fatores de transcricdo chave que séo receptores orfaos relacionados ao acido retindico yt e a
(RORyt ¢ RORa). Em camundongos, TGF-B, 1L-6, IL-21, I1L-23 parecem ser cruciais no
desenvolvimento deste subtipo de linfécitos, entretanto este fato ainda ndo estd claro em
humanos (Alcorn e cols., 2010). IL-17A esta aumentada em pulmdes de pacientes com asma e
este aumento esta correlacionado com a severidade da doenca, principalmente em pessoas com
asma neutrofilica e resistente a esteroides (Park e cols., 2005). Em modelos murinos o
bloqueio da IL-17 durante a sensibilizacdo tem um efeito protetor, enquanto que o tratamento
com IL-17A durante o re-desafio diminui a inflamagdo, sugerindo um efeito regulatdrio
também para esta citocina em pulmdes alérgicos (Murdoch e cols., 2010).

Ha outra populacdo de CD4" que secreta IL-9 e depende de TGF-B para seu
desenvolvimento. A geracdo destas celulas requer o fator de transcricdo PU.1 e a secrecdo da
citocina IL-9 é estimulada por IL-25. Esta citocina € detectada em biopsia de pacientes
asmaticos. Outras células como mastocitos e eosindfilos produzem IL-9 (Angkasekwinai e
cols., 2010). Estudos em camundongos sugerem a participacdo da IL-9 na regulacdo do
nimero de mastocitos nos pulmdes, assim como no remodelamento dos mesmos (Kearley e
cols., 2011).

Outros tipos de linfocitos como os CD8", NK e y§ tém demonstrado participarem de
reacOes alérgicas. Estes linfécitos produzem IL-4, IL-5 além de IFN-y, estas células também
participam na reacdo de hiperreatividade (Cho e cols., 2005). Os nudcitos (células linfoides do
tipo Ty2) produzem citocinas como IL-25, IL-33 e TSLP que também podem induzir muitas
caracteristicas da asma incluindo eosinofilia, producéo de citocinas e IgE (Neil e cols., 2010).

Uma vez que um individuo € sensibilizado a um alérgeno em particular, o encontro
subsequiente com 0 mesmo causa a ligagdo da IgE ao seu receptor de alta afinidade (FceRI),
encontrado principalmente nos mastocitos e basofilos, para promover a liberagdo de
mediadores presentes nos granulos. Esses mediadores sdo responsaveis pela reagdo alérgica
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imediata, que ocorre de 1 a 30 minutos apds o estimulo, junto com a liberacdo de citocinas e
quimiocinas que recrutam macrofagos, neutrofilos, linfocitos T, eosindfilos e basofilos, o que
compreende uma fase mais tardia (6 a 72 horas) (Cockcroft e cols., 2007). Os mediadores
autacdides (compostos enddgenos que participam na inflamacdo) como histamina e
leucotrienos cisteinados (CisLTs) aumentam a expressdo endotelial de P-selectina e E-
selectina, para iniciar a adesdo e rolamento dos leucdcitos, seguida pela expressdo de ICAM-1
e VCAM-1, que interagem com 0s receptores de integrinas para permitir a passagem dos
leucdcitos entre as células endoteliais, em direcdo ao espaco perivascular. As quimiocinas,
CCL2/ MCP1 (proteina quimioatratora de mondcito), CCL7/MCP2, CCL8/MCP3 e
CCL13/MCP4 atraem e ativam principalmente os linfocitos T, enquanto que as quimiocinas
CCL11/eotaxinal, CCL24/ eotaxina2, CCL26/ eotaxina 3 e CCL5/RANTES (Regulated on
activation, normal T expressed and secreted), direcionam e ativam os eosindfilos (Palmqvist e
cols., 2007), as principais células efetoras da resposta inflamatoria alérgica.

Os eosindfilos séo leucocitos com nucleo bilobado (humanos), cromatina altamente
condensada e varios granulos nos seu citoplasma. Estas células participam em varios processos
inflamatorios como invasdo helmintica, infecgbes bacterianas e virais, danos teciduais,
imunidade tumoral e doencas alérgicas (Rothenberg, 1998). Eles se desenvolvem e maturam na
medula dssea a partir de células progenitoras mieldides CD34". Em resposta a um estimulo séo
liberados no sangue periférico e trafegam para o tecido alvo, atraidos por moléculas como
CCL11, CCL5, fator de ativacdo de plaquetas (PAF), leucotrieno C, (LTC,), e IL-5, dentre
outras, tendo a meia-vida no sangue periférico de 8 a 18h. Embora em quantidades menores
que os linfécitos, os eosindfilos também sdo capazes de produzir varias citocinas, alem de
quimiocinas como: IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, IL-12, IL-13, TGF-B, TNF-a, CCL11, CCLS5,
fatores de crescimento e fibrinogénicos, espécies reativas de oxigénio e mediadores lipidicos
como CisLTs, PAF e PGD, (Kay, 2012).

O citoplasma dos eosindfilos contém quatro tipos de organelas secretorias: granulos
cristaldides, granulos priméarios que contém uma proteina cristalizada chamada Charcot-
Leyden, também conhecida como galectina 10 e lisofosfolipase eosinofilica, granulos
pequenos, corpusculos lipidicos, que sdo sitios de sintese de cisteinil leucotrienos,
tromboxanos, prostaglandinas (Bozza e cols., 1997) e vesiculas secretdrias (Rosenberg e cols.,
2012). As maiores organelas secretdrias sao os granulos cristaldides que estocam a maioria das
proteinas presentes nos eosinofilos. Destas proteinas podemos citar a proteina basica maior
(MBP), peroxidase eosinofilica (EPO), proteina catiénica eosinofilica (ECP) e neurotoxina
derivada de eosindfilo (EDN) (Egesten e cols., 1986). A maioria delas compartilhnam
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propriedades citotoxicas e importantes no mecanismo do dano tecidual (Butterworth e cols.,
1984, Lehrer e cols., 1989, Ackerman e cols., 1985, Rosenberg e Domachowske, 2001 e
Wang e Slungaard, 2006), porém todas apresentam atividades especificas.

A proteina MBP corresponde a mais de cinqlienta por cento dos granulos e esta
relacionada a hiperreatividade e broncoconstricgdo (Uchida e cols., 1993), ativacdo de fatores
de remodelamento (Pégorier e cols., 2006), estimulagdo de mastocitos, neutrofilos e basofilos
(Shenoy e cols., 2003) e citotoxicidade das vias aéreas, que pode ser parcialmente responsavel
pelo dano causado as mucosas bronquicas associada a infiltracdo de eosindfilos (Furuta e cols.,
2005). Embora mais fraca do que o EDN (Slifman e cols., 1986), a ECP possui atividade
ribonuclease, e promove a degranulacdo de mastocitos (Zheutlin e cols., 1984). O mecanismo
de acdo da ECP também esta envolvido na formacdo de poros na membrana-alvo (Young e
cols., 1986). A EPO é tdxica para células de mamiferos, possui a capacidade de degradar
tecido conjuntivo (Péegorier e cols., 2006) e induz dano oxidativo e mutagénese de DNA e
RNA (Henderson e cols., 2001).

Previamente, assumia-se que a liberacdo de mediadores ocorria primariamente por
degranulagdo citosolica, que € um mecanismo no qual os eosinéfilos liberam proteinas ou
granulos intactos, resultando no completo esvaziamento do contetdo pré-formado de
proteinas cationicas, tornando-se células ndo vidveis (Dovrak e cols., 1994). Porém, andlises
de micrografias eletronicas revelaram que a degranulacdo ocorre por um processo mais
elaborado chamado de degranulacdo piecemeal, através do qual, a liberacdo dos mediadores
ocorre através de granulos citoplasmaticos que sdo transportados para superficie celular em
vesiculas citoplasmaticas ligadas a membrana, este mecanismo permite que as células
permanecam viaveis e responsivas a estimulos subseqtientes. Como exemplo, podemos citar
eosinofilos que em resposta a0 IFN-y e CCLI11, desenvolvem vesiculas secretorias
citoplasmaticas, chamadas de vesiculas sombreros (Melo e cols., 2005).

Os eosindfilos possuem varios receptores, dentre os que caracterizam estas células
podemos destacar: a subunidade a do receptor de IL-5 (IL-5Ra), o receptor trés de quimiocina
CC (CCR3) e também lectina oito semelhante a imunoglobulina ligante de &cido sialico
(SIGLEC-8 em humanos, e SIGLEC-5 ou F em camundongos),(Rosenberg e cols., 2013).

Embora células apresentadoras de antigenos ndo “profissionais”, estas células podem
expressar componentes da superficie celular como MHC II, CD80 e CD86. Além de poderem
processar antigenos, os eosinodfilos podem estimular células T de forma antigeno-especifico

(pela ligacdo do CD80/86 com o CD28), permitindo com que estes linfocitos migrem para o



sitio inflamatério e interajam com DC (através das quimiocinas CCL17 e 22), proliferem e
liberem citocinas como IL-4, IL-13 e IFN-y (Wang e cols., 2007 e Jacobsen ¢ cols., 2011).

Recentemente foi descoberto que os eosindfilos liberam estruturas semelhante as
armadilhas extracelulares neutrofilicas (NET), estas estruturas sdo compostas de DNA
mitocondrial, MBP e ECP, estas estruturas séo liberadas mediante a uma ameaca bactericida
(Von kockritz-Blickwede e cols., 2009). Também descobriu-se que durante a inflamacéo
alérgica, as citocinas linfopoetina timica estromal (TSLP), IL-25 (também conhecida por IL-
17E) e 1L-33, promovem a eosinofilia por induzir a producdo de IL-5 (Wong e colaboradores,
2010).

Outras células importantes na resposta alérgica sdo os mastdcitos. Estas células sdo
residentes na pele e sdo derivadas de progenitores CD13*, CD34*, CD117" que migram da
medula dssea (Metcalfe e cols., 1997). Estas células possuem receptores para diversos ligantes
como adenosina, componente do complemento trés a (C3a), quimiocinas, citocinas, padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPs) dentre outros (Migalovich-Sheikhet e cols.,
2012). As manifestacOes das reacOes alérgicas derivadas dos mastécitos sdo principalmente
como consequiéncia da agregagao induzida dos FceRIs que sdao expressos na superficie destas
células com os antigenos, seguida liberacdo de mediadores pré-inflamatorios ja que em pessoas
alérgicas os FceRlIs ja estdo ligados ao IgE. Estas células possuem produtos pré-estocados em
granulos citoplasmaticos como histamina, serotonina, proteases como triptase, quimase e /ou
carboxipeptidase A3 e proteoglicanos (sulfato de heparina e ou condroitina). Para sua
ativacdo, proteinas como fosfatidilinositol 3-quinase (P13K), proteinas quinases ativadas por
mitdégenos (MAPKS), como as ERKSs, p38, janus quinases (JNK), fator nuclear de linfocitos T
ativados (NFAT) dentre outras, participam deste processo (Lorentz e cols., 2003).

Mastocitos também liberam citocinas como IL-6, IL-8, TNF-a, dentro de minutos apés
o estimulo antigénico, além de mediadores lipidicos derivados do acido araquiddnico como
PGD,, e leucotrienos cisteinados (Galli e cols., 2012). O acido araquid6nico € liberado pela
fosfolipase A2, € convertido pelas enzimas COX e PGD sintase em PGD, (ndo produzido por
basofilos), ou pela via da 5-lipoxigenase em conjunto com a proteina de ativacdo de 5-
lipoxigenase (FLAP) para leucotrieno em LTA,, que é convertido em LTB, ou conjugado com
glutationa para formar os cisteinil leucotrienos (CisLTs). Os CisLTs ligados dos 0s seus
receptores, CisLT1 e CisLT2, agem como broncoconstritores potentes, para promover a
permeabilidade vascular, induzir a producdo de muco e atrair eosinofilos. PGD, é também um

broncoconstritor e atrai eosindfilos e baséfilos, e seu metabdlito ativo (9-A, 11-B-PGF2) é um


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Migalovich-Sheikhet%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22876248

constritor das artérias coronarias. TNF-a € uma das principais citocinas armazenada e liberada
pelos mastdcitos, ele regula positivamente moléculas de adeséo endoteliais e epiteliais.
O Diagnostico da asma é baseado em condices clinicas e funcionais:

e Diagnéstico clinico, que se caracteriza pela presenca de um ou mais dos seguintes
sintomas: falta de ar (dispnéia), tosse crbnica, chiado no peito (sibilancia), aperto ou
desconforto no peito, principalmente a noite ou nas primeiras horas da manha. Além da analise
dos sintomas, sdo realizadas perguntas ao paciente como presenca dos sintomas relacionados
anteriormente.

e Diagnostico funcional onde realizado o exame de espirometria, onde é verificado a
presenca de obstrucdo das vias aéreas caracterizada pela reducdo do volume expirat6rio
forcado cronometrado de primeiro segundo (VEF1) e da relacdo VEF1/CVF (capacidade vital
forgada). Quando VEF1 for inferior a 80% e VEF1/CVF for menor que 75%, é caracterizado

obstrucéo das vias aéreas (J Bras Pneumol. 2012;38(supl.1:S4).

1.2 - Tratamento da asma

Os tratamentos mais comuns da asma sdo realizados de acordo com a severidade da
doenca que o paciente se encontra, como mostra o quadro a seguir retirado do Jornal

Brasileiro de Pneumologia, 2012:

Quadro 8 - Manejo da asma baseado no nivel de controle para maiores de cinco anos.

NIVEL DO CONTROLE ACAO
CONTROLADA Manter o tratamento e identificar a menor
dose para manter o controle

PARCIALMENTE CONTROLADA ﬁ Considerar aumentar a dose para atingir o controle

NAO CONTROLADA Aumentar etapas até conseguir controle

EXACERBACAD Tratar como exacerbacéo
ETAPAS DO TRATAMENTO*
ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4 ETAPA 5
EDUCAQ.E\O E CONTROLE AMBIENTAL
BD de curta agio BD de curta agio por demanda
por demanda
Selecioneuma  Selecione uma das Selecione uma das  Adicionar um ou mais
Opgdes de das opgbes abaixo opgbes abaixo opgdes abaixo em relagio & etapa 4
medicamentos Dose baixa Dose baixa de Dose moderada ov  Corticoide oral na dose
controladores de C7 (T + LABA alta de C1 + LABA mais baixa possivel
para as etapas  Aptjlcucotricnos  Dose média ou alta  Dose moderada ou alta Tratamento com
2a5 de Cl de Cl + LABA + anti-gE

antileucotrienos

Dose baixa de Cl + Dose moderada ou alta
teofilina de liberacio de CI + LABA +
lenta teofilina de Tiberagéo
lenta

BD: broncodilatador; CI: corticoide inalatorio; e LABA: /ong-acting beta agonist (B,-agonista de acdo prolongada). *0s
apéndices 1 e 11 discriminam a equipoténcia de medicamentos e de medicagies controladoras; os medicamentos de resgate
sdo comentados na Parte 5. *As opgdes preferenciais para as etapas 2, 3 e 4 estdo evidenciadas em negrito e italico.

Figura 1: Quadro ilustrativo do manejo da asma.
Fonte: Jornal Brasileiro de Pneumologia, 2012. Pagina S12.
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Em termos gerais, com base no quadro anterior temos 0s seguintes farmacos, utilizados
para o tratamento e alivio dos sintomas da asma.

e Agonistas de adrenoreceptores 2: podem ser de vida curta e de vida longa. Os
SABAs, que sdo 0s agonistas de acdo curta, como salbutamol e terbutalina (s&o inalados). O
SABAs sdo os broncodilatadores mais disponiveis, atualmente para alivio rapido dos sintomas
da asma. Depois da ligagdo destes agonistas ao adrenoreceptor 32 (densamente localizado nos
musculo liso), a adenilato ciclase é estimulada, através da proteina G transdutora de sinal, para
aumentar a produgdo de 3’ 5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), ativando entdo a
proteina quinase A (PKA) e Epac, que é um fator de troca do nucleotideo guanina. Este
processo medeia o relaxamento do musculo liso pela fosforilagdo da miosina e abertura dos
canais de Ca** dependente de K, aliviando a broncoconstriccdo (Billington e cols., 2012 e
2013). Os de vida longa (LABAS) séo preferencialmente usados associados quando a asma néo
é controlada por corticosteroides inalados, uma vez que sua monoterapia ndo € recomendada,
pois pode mascarar uma piora na inflamagéo, além da diminuicdo de seus efeitos (Cazzola e
col., 2012).

e Inibidores de fosfodiesterase: Teofilina € uma xantina com atividade inibidora de
fosfodiesterase (PDE) de AMPc e um antagonista do receptor de adenosina. A Teofilina tem
sido usada para tratar broncoconstriccdo, mas seus efeitos colaterais gastrointestinais e o
surgimento de nauseas (Page e cols., 2012), tém levado a uma redugé@o no seu uso (Boswell-
Smith e cols., 2006). Roflumilast € um dos poucos novos inibidores PDE, testados na clinica,
com resultados modestos na reducdo no numero de eosinofilos em escarros de pacientes
(Gauvreau e cols., 2011).

e Corticosteroides: A supressao das reacdes alérgicas inflamatdrias pelos corticosterdides
ocorre pela inibicdo da expressao de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo (Barnes e
cols., 1998), cujos genes sdo regulados por fatores de transcricio como NFkB e AP1. Os
corticosteroides livres passam pela membrana celular, interagem com receptores
citoplasmaticos, resultando na sua translocacdo para o nucleo, onde a atividade transcricional
dos genes alvo é modulada por varios mecanismos diferentes, incluindo genes de transativacao
e transrepressdo génicas (Barnes e cols., 2003). Os corticosterdides sdo muito eficientes, mas
podem acarretar varios efeitos colaterais como imunossupressao e sindrome de Cushing, e sao
ineficazes em exacerbacgdes induzidas por virus e em asmaticos fumantes. Além disso, nem a
biossintese nem a acdo dos CisLts, sdo inibidos por corticosteroides. E ainda podemos citar

que alguns individuos desenvolvem resisténcia aos glicocorticdides (Gyllfors e cols., 2006).
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Alguns estudos tém identificado exarcebacdo em pacientes com asma 6 meses ap0s pararem
com a baixa dose de corticoide (Rank e cols., 2013).

e Antagonistas de cisteinil leucotrienos: Os CisLTs sédo os mais potentes constrictores
dos musculos das vias aéreas, apresentando também efeitos em microvasos, glandulas
produtoras de muco, nervos e eosinofilos, por agir no receptor 1 de CisLTs (CisLTR1). Os
antagonistas de leucotrienos orais disponiveis atualmente sdo antagonistas de CisLTR1, entre
eles podemos citar Montelukast, Zafirlukast e Pranlukast e o inibidor de 5-lipoxigenase,
Zileuton, que € tdxico para o figado (Amirav, 2008). Alguns estudos tém sugerido uma relacéo
entre 0 uso de antagonista de leucotrienos com o desenvolvimento da sindrome de Churg-
Strauss (Nathani e cols., 2008).

e Terapia anti-IgE: Omalizumab, uma IgG; que se liga especificadamente a IgE humana,
é recomendada para o tratamento da asma severa. Estudos tém demonstrado uma melhora no
quadro de asma em individuos tratados subcutaneamente com este farmaco, embora seus
efeitos na hiperreatividade sejam modestos (Holgate e cols., 2005). Dentre os efeitos colaterais
do uso do Xolair® sdo reacdo na area da injecdo e a anafilaxia (Di Domenico e cols., 2011).
Novos anticorpos anti-IgE tem sido desenvolvidos com uma melhor propriedade de reduzir
IgE circulante (EI-Qutob e Lopez, 2012).

¢ Anti-histaminicos: Sao antagonistas de receptores de histamina 1 (H;) e foram os
primeiros farmacos usados para tratar reacGes alérgicas, como exemplo podemos citar a
Clorofeniramina. Estes farmacos controlam bem os sintomas da alergia, mas seu efeito
sedativo e anticolinérgico sdo problematicos, entretanto uma nova geragédo de drogas tem sido
desenvolvida como Cetirizina, Loratadine, entre outros, diminuindo os efeitos toxicos (del
Cuvillo e cols., 2006).

« Imunoterapia alérgeno especifico (SIT): E uma terapia modificadora da resposta imune
que tem sido usada na asma moderada, dentre outras doencas alérgicas. SIT diminui o
recrutamento dos mastdcitos, basofilos e eosindfilos depois da exposicdo natural ou
experimental ao alérgeno, induz a formagéo de T, € diminui a necessidade do consumo de
drogas (Wu e cols., 2007). A imunoterapia subcutanea (SCIT) envolve a injecdo regular de
extrato de alérgenos ou alérgenos recombinantes, como por exemplo, a proteina Der p 1 (para
alérgicos a acaro) com a inducdo da tolerancia variando de varios dias a varios meses. O fator
limitante na SCIT é o efeito colateral da anafilaxia que pode acometer 0,1-5% dos individuos,
dependendo da severidade (Williams e cols., 2004). Recentemente tem sido testado bombas
de infusdo semelhantes as utilizadas para diabetes, para liberacdo subcuténea dos peptideos

(EI-Qutob e Lopez, 2012).
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e Além dos tratamentos citados anteriormente, existem ainda pesquisas com novas
classes de antagonistas de citocinas, como bloqueador de receptor de TNF-a (Etarnecep)
anticorpo anti-TNF-a (Pawliczak, 2013), além de anticorpos contra IL-9, IL-33, TSLP (Balzar
e cols., 2011), inibidores de quinases. Anticorpo anti IL-13 como, por exemplo, lebrikizumab,
tem apresentado efeitos desapontadores com poucos efeitos fisiologicos nos sintomas ou
exacerbacdes (Corren e cols.,, 2011). Vaérios trabalhos tém demonstrado interesse no
desenvolvimento de um medicamento para o bloqueio de PGD,, pois foi observado que
pacientes com asma severa e ndao controlada possuem este mediador aumentado (Balzar e
cols., 2011).

e Plantas medicinais: Embora a grande maioria dos tratamentos com plantas medicinais
ndo sdo comprovados cientificamente, podemos citar a Gingko biloba e Ephedra sinica, que
tem como principal ingrediente a efedrina que age como broncodilatador (By Kathi e cols.,
1999). Mel e alho também sdo muito utilizados para alivio dos sintomas da asma (Costa e
cols., 2010). Ha na literatura alguns estudos clinicos com plantas medicinais como Li e cols.,
2009, que realizaram uma revisdo sobre estudos clinicos envolvendo plantas medicinais
chinesas, além de Carvalho e cols., 2012 que realizaram um estudo com a planta Amburana
cearensis, planta esta muito utilizada no nordeste do Brasil.

Mais recentemente tem se usado a farmacogendmica para o tratamento de diversas
doencas, dentre elas a asma. Farmacogendmica relaciona a variabilidade no genoma com a
resposta a uma determinada terapia (Kazani e cols., 2010). Como um exemplo, podemos citar
0 estudo de Drazen e cols., 1999 que descreveu uma variante de delecdo/adicdo na regido
promotora do gene da 5-lipoxigenase que foi associada com a variacdo em FEV; em resposta a
5-lipoxigenase.

Considerando todo o cenario apresentado, pode-se afirmar que a busca de novos
farmacos para o controle da asma ainda constitui uma prioridade de interesse clinico e
farmacéutico, ja que os glicocorticoides, drogas esteroidais com emprego consagrado na
terapéutica antiinflamatdria e antiasmatica, tem sua utilizacdo limitada em funcéo da gravidade
dos efeitos colaterais e da resisténcia ao medicamento dependendo do caso. As demais terapias
possiveis também ndo atendem a toda a demanda terapéutica, pois a asma apresenta Vvarios

fendtipos e cada individuo responde diferentemente a cada tratamento (Ying e cols., 2006).

1.3 - Plantas medicinais
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Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do globo terrestre,
grande parte da populacdo dos paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional
para sua salde, fato este reconhecido pela OMS. Sabe-se que 80% desta populagdo utilizam
praticas tradicionais nos seus cuidados béasicos de salde e 85% destes utilizam plantas ou
preparacOes destas (WHO, 2008). Alias, o uso de plantas medicinais pelo homem data de pelo
menos 60.000 anos, segundo dados fésseis (Solecki e cols., 1975).

O namero de espécies plantas superiores (Angiospermae e Gymnospermae) neste
planeta é estimado em 250.000 (Ayensu e cols., 1978) variando entre 215.000 (Cronquist A.
1981) e 500.000 (Cronquist A. 1988). Destas, apenas 6% foram avaliadas quanto as suas
atividades bioldgicas e somente 15% foram avaliadas em estudos fitoquimicos (Verpoorte e
cols., 2000), porém estima-se que este nimero aumente devido aos avangos tecnoldgicos. Os
objetivos do estudo de plantas medicinais sdo: A) isolar substancias bioativas para o uso direto
como drogas, por exemplo: morfina e reserpina, provenientes das plantas Papaver somniferum
e Rauvolfia serpentina respectivamente; B) buscar substancias bioativas novas ou usar
estruturas conhecidas como modelos para semi-sintese e assim produzir substancias com maior
atividade e/ou baixa toxicidade, como metformina, nabilona e outros analgésicos narcoticos;
C) usar substancias isoladas como ferramentas farmacologicas, como, &cido lisérgico
dietilamida (LSD), usado como alucindgeno e D) usar toda a planta ou parte dela como
fitoterapico, como, por exemplo, a Gincko biloba. Outra opcéo é o uso de diversas plantas de
espécies diferentes na composicdo do fitoterapico.

Em 1991, a OMS valorizou a importante contribuicdo da medicina tradicional na
prestacdo de assisténcia social, especialmente as populacdes que tém pouco acesso aos
sistemas de salde, e solicitou a interacdo do uso da medicina tradicional e da assisténcia
sanitaria moderna, principalmente no tocante ao emprego de remédios tradicionais de eficacia
cientifica demonstrada, a fim de reduzir os gastos com medicamentos. Sugeriu, também, que
todos esses remédios fossem aproveitados plenamente e que os produtos naturais, em
particular os derivados de plantas, poderiam conduzir ao descobrimento de novas substancias
terapéuticas (WHO, 1991).

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis no mercado foram
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim divididos: 25% de
plantas, 12% de microorganismos e 3% de animais (Calixto, 2001). Das 252 drogas
consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% sdo originadas de plantas e um nimero
significativo sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (Rates, 2001). As plantas
tém uma vantagem nesta area, baseado no uso pelo homem durante varios anos. Além disso,
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nas ultimas décadas, o interesse populacional pelas terapias naturais tem aumentado
significativamente nos paises industrializados (WHO, 2003).

No Brasil, estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes do faturamento da indUstria
farmacéutica, no ano de 1996, foram originados de medicamentos derivados de plantas
(Guerra e cols., 2001). Considera-se também que as vendas nesse setor crescem 10% ao ano,
com estimativa de terem alcancado a cifra de US$ 550 milhdes no ano de 2001 (Knapp, 2001).
Embora nosso pais possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000
espécies vegetais superiores catalogadas (Prance, 1977), apenas 8% foram estudadas para
pesquisas de compostos ativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (Guerra e cols., 2001).

A pesquisa com fontes naturais deve ser seguida por alguns passos basicos. A primeira
etapa consiste na pesquisa sobre a planta a ser estudada, seu uso terapéutico pela medicina
popular, informacbes sobre efeitos toxicos, uso de pesticidas, formas de preparo, dose

utilizada etc. (Yunes e cols., 2001).

1.4- Metabdlitos de plantas

S&o varios 0s metabolitos encontrados em extratos de plantas com efeitos bioldgicos ja
demonstrados cientificamente. Os 0Oleos volateis sdo obtidos de diferentes partes da planta
através de destilacdo por arraste com vapor d’agua, bem como por expressao dos pericarpos
de frutos citricos. As principais substancias extraidas sdo da classe dos fenilpropanoides e
terpendides (Simdes e cols., 2000). Como exemplo, podemos citar os 6leos volateis extraidos
de espécies de Eucalipto, que possuem atividade antitumoral e antimicrobiana (Schelez, 2006).

Os polissacarideos sdo polimeros de alto peso molecular resultante da polimerizacéo de
um grande nimero de moléculas de aldoses e cetoses. Podem ser extraidos ndo s6 de plantas,
mas também de bactérias e algas. Tém sido descobertos, entre 0s polissacarideos, atividades
antitumoral, imunoestimulante, antiinflamatoria, antiviral, dentre outras (Chattopadhyay, 2008,
Wack e cols, 2008, e Jin e cols, 2008).

As substancias fendlicas simples e heterosideos representam uma classe de substancia
que possui, pelo menos, um hidrogénio substituido por um grupo hidroxila (OH) no anel
aromatico. Dentro dessa classe sdo encontrados os acidos fendlicos, os derivados da cumarina,
ligninas e os taninos. Os taninos sdo substancias fenolicas sollveis em agua e sdo classificados
em hidrolisaveis e condensados. S&o famosos por curar feridas, queimaduras e inflamacdes.

Eles também possuem a propriedade de se ligar a proteinas e varios atuam como captadores de
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radicais. Outras propriedades tém sido descobertas como, por exemplo, antioxidante (Zhang e
cols., 2008). Para alguns componentes dessa classe tém sido relatadas atividades antioxidante,
antibacteriana, antiviral e inibicdo da 5-lipoxigenase (Simdes e cols., 2000).

Os flavondides representam importante classe de polifendis que tem um ou mais
ndcleos aromaticos contendo substituintes hidroxilados e/ou seus derivados funcionais (ésteres,
metoxilas, glicosideos e outros). Sdo indicados no tratamento de doencas circulatérias,
cardiacas, cancer (Middleton e cols., 2000). Além disso, muitos possuem atividade
imunomodulatéria. Recentes estudos relatam e importancia dos flavonoides, como resveratrol
e quercetina, na dieta para a diminuicdo do desenvolvimento da asma (Tanaka 2013).

As saponinas sdo glicosideos de esterdides ou terpenos policiclicos. Possuem uma parte
lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra parte hidrofilica (acUcares). Sua caracteristica
marcante é a formacdo de espuma em solugdo aquosa. Algumas saponinas tém acdo sobre
membranas celulares, principalmente de hemaceas, possuem acdo antifingica, e redutora de
colesterol sérico e anticancerigena (Simdes e cols., 2000).

Os alcaldides séo substancias nitrogenadas, na sua maioria de carater alcalino. Séo
substancias orgénicas ciclicas contendo um nitrogénio em estado de oxidagdo negativa. Os
alcaldides verdadeiros sdo aqueles que contém um atomo de nitrogénio em anel heterosideo.
Alguns alcaldides sdo bastante conhecidos, como a cafeina (estimulante do sistema nervoso
central), a morfina (analgésico) e a codeina (antitussigeno e analgésico) (Simdes e cols., 2000).

Estes metabolitos secundarios estdo amplamente distribuidos nas diferentes familias
vegetais e constituem-se em uma rica fonte para o estudo e obtencdo de novos agentes com
atividade terapéutica importante, de modo a atender a demanda atual de busca e

desenvolvimento de novos farmacos.

1.5 — Bromeliaceae

A familia Bromeliaceae compreende 56 géneros, com aproximadamente 2.700 espécies,
subdivididas em trés subfamilias: Bromelioideae, Pitcainoideae e Tillandsioideae. A maioria das
plantas sdo nativas da América tropical (figura 2) com apenas uma espécie a Pitcarnia
feliciana no oeste da Africa (Benzing, 2000). A maioria das Bromeliaceae so plantas epifitas,
mas algumas sdo xerofitas, encontradas basicamente em trés grandes regides da América
tropical: nos Andes, do México as Antilhas, no Planalto das Guianas e na Mata Atlantica do

leste brasileiro (Smith e Dows, 1974). A floresta Pluvial Costeira é o habitat preferido de

15



Bromeliaceae (81,8% do total de taxons). Nesse habitat encontram-se diversos géneros, com
seu maior grau de endemismo (26,4%) (Chedier e Kaplan, 1996).

Uma das plantas mais conhecidas desta familia e de maior importancia econdmica é o
abacaxi Ananas comosus e Ananas sativus, deste ultimo foi isolado a bromelina, uma cisteina
protease, que em diversos estudos demonstrou atividade antialérgica (Secor e cols., 2008),
antiinflamatéria (Fitzhugh e cols., 2008), cardioprotetora (Juhasz e cols., 2008), dentre outras.
Dos frutos de Ananas comosus identificaram lignanas dietéticas provenientes dos frutos. Assim
como compostos fendlicos como &cidos galico e tanico (Yi cols., 2006 e Larrauri e cols.,
1997).

Entre os metabolitos encontrados na familia Bromeliaceae destacam-se os terpendides e
flavondides, sendo encontrados em estudos feitos principalmente com plantas do género
Tillandsia. Podem ainda ser encontrados, neste grupo de plantas, derivados do &cido cindmico
diterpenoides, triterpendides e esterdides (Raffauf e cols., 1981; Takata e cols., 1976a;
Harbone e cols., 1982; Harbone, 1988; Atallah e cols., 1971; Takata e cols., 1976b; Marker e
cols., 1943; Borin e cols., 1993). Considerando o grande nimero de espécies da familia

Bromeliaceae, poucas delas foram estudas tanto a nivel quimico quanto farmacologico.

g

Figura 2: Distribuicéo geogréafica da familia Bromeliaceae (em verde).

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/lmage:WorldBromeliadDistribution.PNG

Os géneros Vriesa, Aechmea e Neoregelia, sdo 0s de maior riqueza nos dominios da
Mata Atlantica, merece maior destaque ainda o género Nidularium, por ser o mais
representativo em numero de espécies da subfamilia Bromelioidea na Mata Atlantica em

especial de Sdo Paulo e Rio de Janeiro.

1.5.1- Nidularium
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E um género pertencente a subfamilia Bromelioideae, cujo nome descreve a
caracteristica de ninho de sua inflorescéncia, do latim: nidus=pequeno ninho. O género
Nidularium tem como seu habitat exclusivo o sub-bosque da mata atlantica, numa area
compreendida entre os estados da Bahia e Rio Grande do Sul, passando por todos os estados
da regido sudeste do Brasil. Pode ainda ser encontrado ao nivel do mar, na restinga ou em
areas de transicdo da Mata Atlantica com manguezais, como a espécie
Nidularium procerum. Este género foi descrito pela primeira vez pelo
francés Charles Antonie Lemaire em 1854, sendo Nidularium fulgens a
espécie-tipo deste género coletada em 1849 na cidade imperial de
Petropolis, no Rio de Janeiro.

As duas espécies mais abundantes sdo a N. procerum e N.
innocenti. O estado que possui maior concentracao de espécies é o Rio

de Janeiro, com o numero de espécies diminuindo a medida que se

afasta do estado que € o polo geogréafico de irradiacdo e especiacao do

género (figura 2).

Figura 3: Distribuigao geogréafica
do género Nidularium no Brasil
(pontos em vermelho).

1.5.1.1- Nidularium procerum

Reino Plantae
Diviséo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordem Poales

Familia Bromeliaceae
Subfamilia Bromelioideae
Género Nidularium

Tabela 1: Classificacéo taxonémica de
Nidularium procerum
Fonte: Wikipédia

Figura 4: Nidularium procerum
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O nome da planta objeto de estudo deste trabalho originou-se do latim procerus, que
significa “alto” ou “esbelto”, tendo referéncia a sua inflorescéncia bem elevada acima da roseta
foliar (Leme, 2000). E uma bromélia epifita com até 1,80m de comprimento podendo variar de
coloracdo e tamanho. A espécie ndo possui caule, suas folhas sdo dispostas em roseta,
composta de 10 a 20 folhas enciformes, grandes e agudas, podendo chegar até 90 cm de
comprimento, sendo finamente dentadas nas margens, com coloragdo esverdeada. Esta planta
possui escalpo floral alto, circundado de bracteas de cor parpura, grandes e agudas. As flores
sdo azul-pélido, em grande nimero, dispostas em capitulos. Esta espécie é conhecida por ser a
maior do género (Corréa, 1984).

Estudos demonstraram efeitos analgésicos, antiinflamatdrios e antialérgicos desta
planta. O efeito analgésico foi demonstrado em modelo de contorgdo induzida por acido
acético, onde o extrato aquoso das folhas de Nidularium procerum (EAFNp) reduziu o
namero de contor¢cdes com EDsy de 0,2 mg/kg, por via intraperitoneal, tendo seu efeito
maximo 1h antes do estimulo com a dose de 1 mg/kg (Amendoeira e cols., 2005).

O EAFNp inibiu a hiperalgesia em ratos induzida por injecao de bradicinina na pata, na
dose de 0,2 e 20 mg/kg enquanto que acido acetil salicilico (AAS), que foi utilizado como
droga controle-padrdo, na dose de 140 mg/kg, ndo foi capaz de reduzir esta hiperalgesia.
EAFNp ndo possui acdo de efeito central, demonstrado pelo modelo de placa quente. Foi
observado que a administracdo oral de EAFNp apresentou efeito dose dependente entre 0,1 e
10 mg/kg no modelo de contor¢édo induzida por acido acético. O efeito analgésico observado
parece ndo ocorrer através do receptor opioide, reforcando a hipotese de que o efeito nédo
ocorre via sistema nervoso central, por outro lado mecanismos envolvendo a inibicdo da
sintese de (Prostaglandina E,) PGE, dependente COX,, parecem estar envolvidos na
bioatividade de N. procerum (Amendoeira e cols., 2005a). A extracdo metandlica das folhas de
N. procerum, mostrou atividade antinociceptiva semelhante ao EAFNp, enquanto que as
extracGes metandlica e aquosa dos rizomas ndo demonstraram efeito analgésico no modelo de
contor¢do, demonstrando que 0s compostos responsaveis pela bioatividade estejam presentes
nas folhas e ndo nos rizomas.

Foi verificado que o EAFNp nédo é téxico para os camundongos, ja que o tratamento
por 8 dias consecutivos na dose de 100 mg/kg, dose 500 vezes maior do que o EDs, por via
intraperitoneal, ndo alterou o peso, a celularidade sanguinea, peritoneal e da medula 6ssea, se
comparado aos animais tratados com salina (Amendoeira e cols., 2005a).

A migragdo de neutrofilos para a cavidade pleural induzida pelo estimulo com LPS,
também foi inibida significativamente pelo EAFNp na dose de 20 mg/kg, via i.p. Esta dose
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também inibiu a liberagdo de citocinas como IL-1 e IL-6. Todas as doses testadas neste
modelo, (0,2, 2 e 20 mg/kg) foram capazes de inibir a formagdo de corpusculo lipidico
(compartimentos intracelulares responséveis pela sintese de varios mediadores inflamatérios).
O EAFNp, além de ter reduzido a migracéo de neutréfilos pelo estimulo de LPS, apresentou o
mesmo efeito com estimulos pelo Formil-Metionina-Leucina-Fenilalanina (fMLP) e PAF. PAF
também foi utilizado para verificar o efeito do EAFNp na quimiotaxia de neutrofilos in vitro,
sendo o extrato capaz de inibir a quimiotaxia na concentragdo de 0,01 mg/mL (Amendoeira e
cols., 2005).

Para a verificacdo do efeito antialérgico, foi utilizado o modelo de inflamacéo alérgica
pulmonar, onde observou-se que o EAFNp, administrado via i.p. na dose de 2 mg/kg, inibiu a
migracdo de eosinofilos para a cavidade toracica apds 6h e 24h de estimulo com ovalbumina
(OVA). O EAFNp também foi capaz de inibir a formacdo de corpusculos lipidicos nos
eosinofilos, 24h apos o estimulo e liberacdo de eotaxina e IL-13. Este efeito antialérgico
parece nao ser pela via de inibicdo da enzima COX. In vitro, o extrato foi capaz de inibir
diretamente a motilidade dos eosindfilos, pois o tratamento com o EAFNp inibiu a migracao
destas células induzida por PAF e eotaxina (Vieria-de-Abreu e cols., 2005).

Os estudos com EAFNp demonstraram um importante efeito antialérgico do mesmo
quando administrado por via intraperitoneal, entretanto, o uso popular das plantas medicinais
geralmente consiste na administracao oral, e esta € uma via a qual devemos avaliar no contexto
de nosso estudo. A inflamacdo alérgica pulmonar envolve um conjunto complexo de
caracteristicas, como alterac6es histopatoldgicas, e de funcdo pulmonar dentre outros, que em
nossos estudos iniciais ndo foram analisados. Outra analise interessante € a comparagdo entre
diferentes formas de preparacdo do extrato, no intuito de se determinar o extrato com melhor
eficiéncia extrativa, indicada pela maior bioatividade. Neste sentido, quando comparam-se 0sS
extratos aquoso, hidroalcodlico e etandlico de N. procerum no modelo de inflamacéo alérgica
pulmonar foi observado que o extrato etandlico foi o que melhor inibiu a migracdo dos
eosinofilos para os pulmdes (Siqueira, 2008). Desta forma, considerando todo o contexto
apresentado, estudos avaliando o extrato etandlico desta planta com melhor elucidacdo dos

seus mecanismos de acao, se fazem necessarios.
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2 — Objetivos

2.1 - Objetivo geral

v

Auvaliar o efeito do extrato etanolico de Nidularium procerum (NpEt) e suas
fracBes na resposta alérgica pulmonar.

2.2 - Objetivos especificos

v

Avaliar o efeito antialérgico de NpEt no modelo murino de inflamacéo alérgica
pulmonar induzida por OVA,

Caracterizar o0 modelo de asma estabelecida e verificar a manutencdo do efeito
antialérgico do NpEt neste modelo;

Realizar o biomonitoramento através de modelos in vitro do fracionamento do
NpEt, visando a determinacao da fragdo bioativa;

Avaliar e caracterizar o efeito in vivo do extrato ou da fragdo bioativa previamente
determinada em modelos in vitro.
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3 — Métodos

3.1 — Animais

Camundongos BALB/c, C57BL/6, DO11.10 machos ou fémeas de 6 a 8 semanas
obtidos no biotério central da FIOCRUZ foram utilizados nos diferentes modelos
experimentais. Os animais foram mantidos com comida e agua ad libitum, em uma sala com
temperatura entre 22-24°C e um ciclo de 12h de claro e escuro, no biotério de experimentacéo
do Pavilhdo Osério de Almeida do IOC/FIOCRUZ. Os procedimentos experimentais foram
autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/FIOCRUZ e devidamente
registrados sob o Certificado de Licenca nimero L-33/09.

Os animais DO11.10 foram gentilmente cedidos pelo Dr. Marco Aurélio Martins, do

laboratério de Inflamacéo, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ.

3.2 - Preparo do extrato etanolico e fracoes

Este trabalho faz parte de um Projeto de colaboragéo desenvolvido pelo Laboratério de
Imunofarmacologia e o Laboratorio de Produtos Naturais 3 (PN-3), de Far-
Manguinhos/FIOCRUZ. O extrato etandlico e as subfracdes foram preparados por Cristiane
Cardoso dos Santos e Flavia da Cunha Camillo responsaveis pelo estudo quimico de
Nidularium procerum, sob a supervisdo da Dra. Maria Raquel Figueiredo, Chefe do
Laboratorio PN-3. As folhas de N. procerum foram secas em estufa a 41°C com circulacdo de
ar. Apos a secagem as folhas foram trituradas em liquidificador, uma porcdo de cada vez,
alternando entre as velocidades alta e baixa.

Ao material vegetal triturado foi adicionado etanol absoluto, na proporcdo de 1:15,
apos quinze dias a solucdo teve o etanol evaporado em rotavapor, originando do extrato
etandlico.

As subfracBes foram obtidas adicionando solventes de polaridade crescente sendo eles:
hexano, diclorometano, acetato de etila, butanol, dando origem a subfracdo hexanica
(NpEtFH), diclorometancia (NpEtFD), acetato de etila (NpEtFAe), butandlcia (NpEtFB),

restando um residuo que foi denominado aquoso (NpEtFAQ).
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3.3 — Analise Cromatografica

Para andlise do perfil quimico dos extratos, utilizou-se cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa em coluna CLC-SIL 250x4,6 mm - 5ym e pré-coluna
supelcoguarde - 2cm (Shimpack Engineering Ltd, Southall, London, Englaterra), ambas com
fase Cis. A composicdo da fase movel variou em gradiente linear de &cido trifluoracético
0,05% (eluente A) e acetonitrila (eluente B). Programacdo do gradiente: modo gradiente de
eluicdo de 3-8% de B em 7min, mantendo 8% de B por mais 6min, de 8-13% de B em 25min,
13 a 25% de B em 40min, de 25 a 40% de B em 50min, de 40 a 60% de B em 55 min
mantendo esta proporgdo por mais 3min, retornando a concentracgao inicial (3% de B) em 63
min mantendo por mais 12 min. Tempo total de corrida 75 min. A vazdo de fase movel
permaneceu a 1,5mL/min. Deteccdo por varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm,
com acompanhamento em 3 comprimentos de onda, 220nm, 260 nm e 340 nm. Os resultados

mostram cromatogramas no comprimento de onda de 325nm.

3.4 - Estudos in vivo

3.4.1 - Inflamacéo alérgica pulmonar

O protocolo foi realizado de acordo com Tsuyuki e cols., 1997, com pequenas
modificaces. Camundongos C57/BI6 foram sensibilizados via intraperitoneal (i.p.) com
ovalbumina (OVA, grau Ill, Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA) 10 pg/camundongo e
hidréxido de aluminio, AI(OH); (Sanofin Synthelabo de Colémbia S. A., Santiago de Cali,
Valle del Cauca, Colémbia) a 10 mg/mL, em solucéo fisiologica estéril, no dia 1 e 10. Do dia
19 ao dia 24 apds a sensibilizacdo, os camundongos foram desafiados por aerolizacdo
(Inalamax, NS, Sdo Paulo, SP) diariamente com OVA 2,5%, diluida em salina estéril por 20
min. Aerolizacdo com salina estéril foi realizada como controle negativo. Os tratamentos com
extrato etandlico (NpEt), via oral em diferentes doses foram realizados uma hora ap6s cada
aerolizacdo, sendo o extrato etandlico dissolvido em etanol a 5% com tween 20 (Sigma,
chemical Co. St, Louis, Mo, EUA) a 1% (veiculo).
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Inflamacdo Alérgica Pulmonar — NpEt 1mg/kg
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Figura 5: Esquema de protocolo e analises no modelo de Inflamagdo Alérgica Pulmonar

3.4.2 - Inflamacéo alérgica pulmonar: asma estabelecida

O protocolo foi semelhante ao item 3.4.1. Onde camundongos BALB/c foram
sensibilizados via intraperitoneal (i. p.) com ovalbumina (OVA, grau Ill, Sigma, chemical Co.
St, Louis, Mo, EUA) 10 pg/camundongo e hidréxido de aluminio (AI(OH)s; (Sanofin
Synthelabo de Colémbia S. A., Santiago de Cali, Valle del Cauca, Coldmbia) a 10 mg/mL, em
solucdo fisioldgica estéril, no dia 1 e 10. Do dia 19 ao dia 21 apds a sensibilizacdo, 0s
camundongos foram desafiados diariamente com OVA 2,5%, diluida em salina esteril a por 20
min. No dia 22, parte do grupo salina e OVA foram eutanasiados para confirmacéo e analise e
da existéncia de inflamacdo alérgica pulmonar. Do dia 22 ao dia 24 os animais restantes
continuaram a ser aerolizados, porém com o tratamento de NpEt ou NpEtFAe, uma hora apds
cada aerolizacdo, sendo os mesmos dissolvidos em etanol a 5% com tween 20 (Sigma,
chemical Co. St, Louis, Mo, EUA) a 1% (veiculo).

Os animais foram eutanasiados seis horas ou vinte quatro apds a Ultima aerolizacao

para analises.
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Inflamagdo Alérgica Pulmonar - asma estabelecida — caracterizacio
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Figura 6: Esquema de protocolo e analises no modelo de Inflamagdo Alérgica Pulmonar, asma estabelecida,
caracterizacao.

Inflamacao Alergica pulmonar - asma estabelecida - tratamento

| | TTTTTT 1
) 10 92021222324 25
Uy 0.4, lﬂ—’
Oki 6’%&1‘ 44r 4(1;‘%&- Aerolizacio (saliia ou OVA 2,5%)
o #) ) \ ]

*11(0 f’.r%

4, i Y Sy,
4(15"%%”-) "y, i,
g, ) Yy 4 Tratamento. th depois
K )
4 _f'\ X
Lo =N
Histologin —espem— \
5“ ) @é
EPO
Total —a— BAL Tiopental (250mglkg)
Diferencial

Figura 7: Esquema de protocolo e analises no modelo de inflamag&o alérgica pulmonar, asma estabelecida,
caracterizagéo e tratamento.

3.4.3 - Inflamacéo alérgica pulmonar crénica

O protocolo foi realizado de acordo com Doherty e colaboradores, 2011. Animais

foram sensibilizados via intraperitoneal (i.p.) com 50 pg de ovalbumina (OVA, grau VI,
Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA) e 0,5 mg de Al(OH); (Sanofin Synthelabo de

Coldmbia S. A., Santiago de Cali, Valle del Cauca, Colémbia) por camundongo, em solugdo

fisioldgica estéril, no dia 1 e 12. Nos dias 24, 26 e 28 ap6s a sensibilizacdo, os camundongos
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foram inicialmente anestesiados levemente com isoflurano (cristalia produtos quimicos e
farmacéuticos, Itapira, SP) e desafiados por instilagdo (20 pg de OVA diluida em 20 pL de
PBS esteril. No dia 29, parte dos animais foram eutanasiados para verificacdo da inflamagéo
pulmonar aguda. Outras instilagdes foram realizadas duas vezes por semana por quatro
semanas consecutivas com a mesma quantidade de OVA para permitir a progressao da
inflamacéo e consequiente remodelamento das vias aéreas, sendo 0s animais eutanasiados 48 h
apés a Gltima instilacdo. O tratamento com NpEtFAe foi realizado todos os dias, durante as
Gltimas quatro semanas de desafio, a subfracdo foi dissolvida em etanol a 5% com tween 20 a
1% (veiculo). A verificacdo de alteracdo de peso dos animais era realizada ao final de cada

semana. Instilacdo com PBS estéril foi realizada como controle negativo.

Inflamacfio Alérgica Pulmonar Crénica — NpEtFAe

| | UL | I o |

1 12 242628 29 | J 48h
Instilacio Seln\fmas apos
. N (salina ou OVA 20 pL)
sensibilizacio e refor¢o (i.p.) N -
(salina on OVA 20 uL)

OVA (50 pg/animal)

Al(OH); (0,5 mg/animal) BAL

Instilacéio (2x por seman:a)
Tratamento (todos os dias) |

Contagem
total ¢ ~——— PAT,

diferencial

Peso

Tiopental (250mg/kg)y

Figura 8: Esquema de protocolo e analises no modelo de inflamag&o alérgica pulmonar crénica.

3.4.4 — Tratamentos e analises

Os animais foram divididos em grupos de acordo com a tabela que se segue:

Tabela 2: Grupos dos animais para o tratamento oral.

Grupo Sensibilizacdo | Aerolizagdo | Tratamento
finstilacdo

salina OVA/ AI(OH); |salina | -----mmmmmmee-

OVA OVA/ AI(OH); | OVA Etanol 5% +
tween 20 a 1%.

Dexa  (Decadron, Aché  Laboratérios | OVA/ AI(OH); | OVA Dexametasona

Farmacéuticos S.A, Guarulhos, SP) (2mg/kg)

NpEt (Extrato etanolico de N. procerum ) OVA/ Al(OH); | OVA NpEt

NpEtFAe (Subfracdo acetato de etila ) OVA/ Al(OH); | OVA NpEtFAe

A préxima tabela mostra os grupos tratados por aerolizacdo, por 20 min. uma hora

apos a aerolizacdo com OVA:
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Tabela 3: Grupos dos animais para o tratamento via areolizago.

Grupo Sensibilizacdo | Aerolizagdo Tratamento
(aerolizacdo)

salina OVA/ Al(CH); |salina | -----m-momm-
OVA OVA/ AI(OH); | OVA | e
Etanol 1 % OVA/ AI(OH); | OVA Etanol a 1%.
Dexa  (Decadron,  Aché  Laboratérios | OVA/ AI(OH); | OVA Dexametasona
Farmacéuticos S.A, Guarulhos, SP) (2mg/kg v. 0.)
NpEt - Extrato etandlico de N. procerum OVA/ Al(OH); | OVA Extrato etandlico

Seis, vinte e quatro ou quarenta ou oito horas ap06s a Ultima aeroliza¢do/instilacdo, 0s
animais foram submetidos a analise da hiperreatividade pulmonar. Meia hora apos esta analise,
0s animais foram anestesiados e o sangue foi recolhido via plexo orbital, para determinacdo da
contagem total e diferencial de leucdcitos sanguineos (através de esfregaco sanguineo) e
obtencdo do soro (por centrifugacdo do sangue a 10.000 rpm por 10 min, ap0s coagulacédo)
para analise de IgE. Posteriormente, para analise do lavado bronco alveolar (BAL), pulmao
(histologia) e da medula 6ssea, procedeu-se a eutanasia dos animais utilizando-se uma injecéo
intraperitoneal de 250 mg/kg de tiopental (cristalia produtos quimicos e farmacéuticos, ltapira,
SP). Para a analise de citocinas os animais foram eutanasiados 6h ap6s o Gltimo desafio.

Para obtencdo do BAL, a traqueia foi cirurgicamente exposta e canulada, o BAL
recolhido injetando-se por duas vezes, 750 pL de PBS com EDTA a 0,1M, num total de 1,5
mL. Para analise da medula ¢ssea, os fémures das patas traseiras foram extirpados e lavados
com 3 mL de meio RPMI 1640 (LGC Biotecnologia, Cotia, SP).

3.4.5 — Contagem de leucdcitos

A contagem de leucdcitos totais foi realizada em camaras de Neubauer, ap0s a diluicao
de uma aliquota das amostras (sangue, BAL e medula), com solugdo Turk (&cido acético 2%).
A contagem diferencial dos mononucleares (macrofagos e linfocitos), neutrofilos, e eosinofilos
foi realizada usando citospin (Cytospin 3, Shandon Inc. Pitisburg, EUA), para a contagem do
BAL e medula, e realizacdo do esfregaco para o sangue. Todas as laminas foram coradas com
May Grinwald/Giemsa (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemanha). Contagem foi expressa como
namero de células/mL.

Na contagem das células da medula, as que ndo foram identificadas como neutrofilo ou

eosindfilos, independente do estagio de maturagdo, foram agrupadas como “outras”.

26



3.4.6 — Dosagem de proteina

A dosagem de proteina dos sobrenadantes do BAL (centrifugados a 2.000 rpm por 5
min.) e do pulmdo (8.000 rpm por 20 min., diluido 50 vezes em PBS), foram realizadas com o
kit BCA de dosagem de proteina (Thermo scientific, Rockford, EUA), no qual as amostras
foram dispostas em placas de 96 pocos de fundo em U. Logo apds, foi adicionado o reagente
BCA (1 parte de reagente B com 50 partes de reagente A), na propor¢do de uma parte de
amostra para oito partes de reagente. As placas foram incubadas no escuro, em estufa a 37°C
por trinta minutos e lidas em leitora de placa (SpectraMax, Molecular devices, Sunnyvale,
EUA) a 562 nm.

3.4. 7 - Dosagem de EPO

Para dosagem da proteina eosinofilica 50 pL do sobrenadante do BAL foram
colocados na placa de 96 pocos. Para comprovar que a coloracdo desenvolvida é realmente
pela EPO, uma nova aliquota do BAL de cada animal do grupo OVA, foi adicionado 3-amino
1,2,4 triazole (AMT) a 200mM em solucdo de Tris-HCIL. O AMT € um inibidor da EPO e foi
colocado nos pocos na proporcdo de 5 pL para cada 45 pL de sobrenadante do BAL.

Foi adicionado aos sobrenadantes com ou sem AMT, 50 pL do substrato OPD (73,64
mL de solucdo de Tris-HCI (Hidrocloreto de [hidroximetil] aminometano) a 0,05M, pH 8,0, 1
pastilha de dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) e 5 pL de H,0, (agua oxigenada) a 30%,
Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA). Aguardou-se 30 minutos em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. A reacdo foi parada pela adicdo de 50 pL H,SO, (&cido sulfurico) a 4M. A
reacdo foi lida em leitora de placa (SpectraMax, Molecular devices, Sunnyvale, EUA) a 492

nm.

3.4.8 - Analise da hiperreatividade bronquica

Seis, vinte quatro ou quarenta ou oito horas ap0s o ultimo desafio, os animais foram
submetidos & andlise de hiperreatividade bronquica, pelo método de pletismografia de corpo
inteiro (BUXCO Electronics, Inc., Sharon, EUA).

Camundongos C57BL/6 foram submetidos ao método invasivo de BUXCO, com doses
crescentes de metacolina (0, 3, 9 e 27 mg/mL).
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Os BALB/cs foram submetidos a método ndo invasivo de BUXCO com doses de
metacolina de 0, 6, 12 e 25 mg/mL, para analise ap6s o terceiro dia de aerolizagdo e 0 método
invasivo, como o realizado com C57BL/6, nos experimentos em que NpEtFAe foi
administrada como tratamento.

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Inflamacdo, do Instituto Oswaldo Cruz
por Daiana Cristina Oliveira dos Santos, Rafaelle Rodrigues de Almeida e Ana Carolina Santos
de Arantes, sob a supervisdo dos Drs. Marco Aurélio de Souza Martins e Patricia Machado

Rodrigues e Silva Martins do laboratorio de Inflamacdo, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, RJ.

3.4.9 — Sobrenadante pulmonar

Apods a realizacdo do BAL, os pulmdes foram retirados e mantidos a -20°C até a
realizacdo da dosagem dos mediadores inflamatdrios. Para a analise, os pulmdes foram
descongelados e macerados em solugdo contendo (PBS com 0,1% de triton X-100) com
inibidor de protease Complete (Roche, Mannheim, Alemanha), sempre mantido no gelo. Os
sobrenadantes dos pulmdes foram obtidos centrifugando o macerado 20 minutos a 10.000 rpm.

Os mediadores analisados foram CCL11/Eotaxina, CysLt, e PGD..

3.4.10 — Anélise histologica

Os animais, que nao foram submetidos ao BAL, foram anestesiados, posteriormente
perfundidos com salina e seus pulmdes foram retirados e fixados com solugdo milloning
(formol 0,4%, NaH,PO, a 155 mM e 105 mM de NaOH). Os mesmos foram mantidos nesta
solucdo até a andlise histoldgica. Os processos de desidratacdo, inclusdo, microtomia e
coloracdo foram realizados pelos técnicos em histologia Wellington Nocchi e Fernando Lima.

Para avaliacdo do infiltrado peribronquiolar, as sec¢bes do tecido pulmonar coradas
com H&E, foram analisadas com auxilio de um reticulo morfométrico, de area conhecida
(10*/um? no aumento de 1000x), acoplado & ocular de um microscépio de luz (Olympus). O
reticulo foi ancorado nas vias aéreas de forma aleatdria visando sempre a regido peribrénquica,
evitando regibes proximas de vasos. Em cada via aérea foram selecionadas trés areas diferentes
para a contagem dos leucdcitos totais e identificacdo dos leucdcitos (eosinofilos, neutréfilos e
células mononucleares). Foram contadas de 6 a 8 vias aéreas de cada animal.

Para avaliagdo da producdo de muco pelas células globet se¢des foram coradas com

acido periddico de Schiff (PAS), os bronquiolos foram fotografados utilizando microscépio
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acoplado a uma camara fotografica (Olympus) em objetiva de 40x. Para a captura foi utilizado
o software cell*F (Olympus) e para analise das imagens foi utilizado o software Image Pro
Plus, através da quantificacdo da coloracdo caracteristica da presenca de muco. O mesmo
método foi utilizado para andlise da deposicdo de coladgeno peribronquiolar através da
coloracdo de picrosirius . As imagens mostradas nos resultados foram fotografadas na objetiva
de 20x.

3.5 - Estudos in vitro

3.5.1 - Obtencéo de esplendcitos

Camundongos DO11.10 foram sedados e, logo apo6s, sacrificados. Os bacos foram
retirados e macerados em meio RPMI 1640 (LGC Biotecnologia, Cotia, SP) completo
contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco., Grand Island, NY, EUA), 100 ug/mL de
penicilina G, 70 ug/mL de estreptomicina, glutamina a 2 mM e 50 uM de B-mercaptoetanol
(Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA). As células isoladas foram suspensas em solucéo
hipotonica (cloreto de amonio a 145 mM, bicarbonato de potassio a 10 mM, &cido
etilenodiaminotetracético a 2 mM) e meio de cultura RPMI (50:50), centrifugadas a 1.500 rpm
por 5 min. e o sobrenadante descartado. Este procedimento foi realizado por mais duas vezes,

sendo a Gltima vez realizada apenas com meio.

3.5.2 - Ensaio de citotoxicidade, apoptose e ciclo celular de

esplendcitos

Os esplendcitos foram suspensos em meio RPMI completo e contados em camara de
Neubauer, com azul de tripan para verificacdo das células viaveis. As suspensdes celulares
foram preparadas para concentracdo final de a 1x10° células/mL. As mesmas foram, entdo,
cultivadas em placas de 96 pogos de fundo chato, com volume total de 200 pL/poco (para os
ensaios de citotoxicidade), com diferentes concentracdes de NpEt e subfracdes (0,1 1, 10 e 50
ug/mL), na presenca ou ndo de OVA grade 111 (Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA). na
concentragdo final de 500 ug/mL, em atmosfera imida com 5% de CO, a 37°C, por 72h. As
solucdes estoque do extrato e subfracdes foram preparados em meio (NpEtFAQ), etanol a 50%

(NpEtFB), ou etanol absoluto (extrato de demais subfracBes) e entdo, diluidas com meio
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completo para as concentragOes finais desejadas. Experimentos controle contendo etanol na
concentragéo final de 0,0625% e dexametasona a 0,05 pug/mL foram desenvolvidos.

A citotoxicidade foi determinada pelo teste de MTT, conforme Mosman e cols., 1983.
Nas ultimas duas horas de cultura, foram adicionados a cada pogo 10uL da solucdo de MTT
(Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA) a 5 mg/mL (em PBS). A reacdo foi paralisada com
a adicdo de 100uL de dodecil sulfato de sédio (SDS, Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo,
EUA) a 10% com 0,01 M de HCI. A cultura permaneceu na estufa de um dia para o outro para
dissolugéo dos cristais de formazan. A absorvancia foi determinada em leitora de placa
(SpectraMax, Molecular devices, Sunnyvale, EUA) no comprimento de onda de 570 nm.

A andlise da apoptose foi realizada com o uso do kit | FITC Annexin V de detec¢do de
apoptose (BD Pharmigen, Nova Jersey, EUA). Apds o tempo de cultura, as células foram
lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas em 1 mL de tampé&o de ligagéo do kit (Hepes 10
mM /NaOH, pH 7,4, NaCl 140 mM, CaCl, 2,5 mM). Apos a contagem e exclusdo das células
mortas por azul de tripan, 1 x 10° células foram retiradas e suspendida em 100 pL de tamp&o
e adicionou-se 5 pL da anexina V e 5 uL de iodeto de propideo (PI, 100 ug/mL). A solucgéo
foi misturada gentilmente, e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Posteriormente, foi adicionado mais 400 uL do tampao de ligacdo em cada tubo e no
prazo de 1lh as células foram analisadas por citometria de fluxo, FACScan, com laser de
argonio de 488 nm (BD Biosciences, Rockville, MD, EUA), com relagdo ao tamanho,
(Forward scatter —FSC) e granulosidade (Side scatter-SSC). Além da fluorescéncia para
Anexina (banda 535 + 15 nm), no canal FL1 e para o Pl no canal FL2 (585 % 15 nm). Foram
analisados 10.000 eventos por amostra.

Para o ciclo celular, apos a cultura as células foram lavadas com PBS e contadas. Um
milhdo células foram centrifugadas (1.500 rpm, 5 minutos), suspensas em 500 uL de Pl a 50
ug/mL em tampdo citrato a pH 8,2 (43 mM de citrato e Triton X-100 0,3%). As células foram
incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos ao abrigo da luz. Apds a incubacao,
adicionou-se 500 uL de solu¢do de RNAse a 100 pg/mL em tampdo citrato, com mais 15
minutos de incubacdo a temperatura ambiente e ao abrigo da luz sob leve agitacdo. As células
foram analisadas por citometria de fluxo e adquiridos 100.000 eventos de cada amostra.

Foram analisados tamanho (Forward scatter —FSC), granulosidade (Side scatter-SSC)
e fluorescéncia do PI. Os debris e doublets de ndcleos foram excluidos da analise dos dados,
através da delimitacdo de regides em graficos bidimensionais (citogramas) do tipo FSC x SSC
e FL3-A (area do pulso de fluorescéncia) x FL3-W (largura da base do pulso) (Dalmau e cols.,
1999).
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Cultivo de esplendcitos com NpEt e subfracoes

SpAnSED. 1x10% células/mL - 72h

5% C02-37°C
NpEt e Subfracses
Comou sem OVA (500 pg/mL)
Dexa (0,05 pg/mL)
2 Ciclo celular

Figura 9: Esquema de protocolo e analises do cultivo de esplendcitos.

3.5.3 — Ativacgdo de mastocitos

Para o estudo do potencial efeito do NpEt e subfracfes sobre a ativacdo mastocitaria
foram utilizadas células da linhagem HMC-1. Apds serem retiradas da garrafa, células HMC-1,
foram centrifugadas a 600 rpm por 10 min com meio IMDM (Gibco., Grand Island, NY, EUA)
contendo 10% d SFB (Gibco., Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL de penicilina, 100 pug/mL
de estreptomicina, 2 mM de glutamina e 1,2 mM a-tioglicerol (Sigma, chemical Co. St, Louis,
Mo, EUA). Ap6s a lavagem e contagem 2 x10° células/mL foram plaqueadas em 900 pL na
placa de 24 pocos. As células permaneceram na estufa, por pelo menos uma hora. Apos este
tempo, foram acrescentados a cultura, NpEt ou as subfraces nas dose de 50 pg/mL ou 100
pMg/mL. As células foram ativadas com o ionoforo de calcio A23187 a 1 uM e forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA) a 50 nM (ambos, Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA).
Células foram incubadas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO, por 8 horas. Apds a
incubacdo os sobrenadantes foram recolhidos para andlise das citocinas IL-6, IL-8, IL-13. E ao
pellet foi adicionado tampédo (10mM de tris-HCI, 150mM de NaCl, 0,1mM de EDTA e 10%
de glicerol) para avaliacdo da expressdo de COX2, pelo método de western blotting.

Para a avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizado o método de MTT mencionado no item
3.5.2, onde as celulas foram cultivadas em HBSS contendo célcio e magnésio com 2 mM de
glutamina a 4x10° células por pogo, em 200 pL em placa de 96 pocos de fundo chato. O MTT

foi adicionado a cultura 4 horas antes do término da mesma.
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3.5.4 — Western blotting

O pellet obtido no item 3.5.3 foi descongelado e sonicado por 10 min. Apos este
procedimento, o0 mesmo foi centrifugado a 13.200 rpm a 4°C e o sobrenadante foi retirado
para dosagem de proteina pelo método de BCA e para a andlise de western blotting. Foi
adicionado aos sobrenadantes tamp&o de amostra (Tris-Hcl a 156,25mM, glicerol a 25%, f-
mercaptoetanol a 18,5% e SDS a 5% em pH 6,4) e levados a fervura em banho seco por 10
min.

As amostras foram colocadas para correr em gel de acrilamida a 10%. No sistema de
transferéncia da BioRad (Hercules, CA, EUA). A 16 mA. Apds a corrida, o sistema foi
desmontado e as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em tampéao
de transferéncia (25Mm de Tris-HCI com pH 8.3, 192 mM de glicina e 20% de etanol) a 4°C,
por 1lhora e 30 min. A membrana foi bloqueada com 10mL de TBS (10mM de Tris-HCl a pH
8,0, 150mM de NaCl) com tween 20 0,1% e 5% de leite desnatado por uma hora a
temperatura ambiente sob leva agitacdo. Apds este tempo, foi adicionado o anticorpo primario
permanecendo durante a noite a 4°C sob leve agitagdo. Terminada a incubacdo, a membrana
foi lavada 5 vezes com TBS-tween por 2 min cada lavagem, sob rapida agitacdo. Apos a
lavagem, o anticorpo secundario conjugado com Peroxidase, foi incubado por uma hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo. Apos este periodo a membrana foi lavada por mais cinco
vezes com TBS tween e ap0s 3 vezes somente com TBS. As bandas de proteinas foram

visualizadas com o kit de quimioluminescéncia PICO (Thermo scientific, Rockford, EUA).

Cultivo de mastocitos com NpEt e subfracées

" N e
W A I
R |
Suspengio 12x10° célulasmL - Sh
celular 505 CO?-37°C

NpEt e Subfracoes
Com ou sem estitnulo

Western blotting

Figura 10: Esquema de protocolo e andlises do cultivo de mastocitos.
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3.5.5 — Cultura de eosindfilos

Os eosinofilos foram diferenciados de medula 6ssea de camundongos BALB/c de
acordo com Dyer e cols., 2008. Em ambiente estéril os fémures e tibias dos animais foram
lavados com RPMI (Gibco., Grand Island, NY, EUA). As células foram centrifugadas a 800
rpm por 5 minutos e as hemaceas foram lisadas adicionando-se primeiro agua destilada e
depois PBS 10x e centrifugadas novamente. As células foram entdo suspensas em meio
completo com 20% de SFB (Gibco., Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL de penicilina, 10
pg/mL de estreptomicina, 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES, 50 uM e B-mercaptoetanol
(Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA), aminoéacidos ndo essenciais 1x (Lonza Rockland
Inc, Rockland, Me, EUA) e 1mM de piruvato de sddio (Hyclone, Logan, UT, EUA). As
suspensBes celulares foram contadas e ajustadas e 1x10° células /mL e suplementados com
100ng /mL de fator de célula embrionaria (SCF) e 100 ng/mL de ligante de Tirosina quinase 3
relacionado a FMS (FLT3-L), (PeproTec, Rocky Hill, NJ,EUA), do dia 0 ao dia 4.

No dia 4 as células foram retiradas da garrafa, centrifugadas e contadas. O meio
contendo SCF e FTL-3 foi substituido por meio completo fresco, contendo recombinante de
IL-5 (R&D systems, Minneapolis, EUA) a 10 ng/mL e as celulas retornaram a garrafa de
cultura de origem. No dia 8, as células foram retiradas, contadas, centrifugadas e
ressuspendidas em meio RPMI completo contendo 10 ng/mL de IL-5 e incubadas em garrafa
novas. Nos dias 10 e 12 metade do meio foi substituido por meio fresco contendo IL-5,
sempre ajustando a 1x10° células/mL. Durante as trocas de meio 50.000 células foram
recolhidas e submetidas ao citospin (Cytospin 3, Shandon Inc. Pitisburg, EUA), para a
verificacdo da maturacdo dos eosindfilos. Os ensaios com os eosinofilos foram realizados no
dia 14.

3.5.6 — Analise da ativacéo dos eosindéfilos

Foram incubados 3x10° eosin6filos/mL em 300 pL de HBSS com célcio e magnésio
(Gibco, Grand Island, NY, EUA), por 30 min em temperatura ambiente com NpEt e
subfracGes em diferentes concentra¢es. ApoOs a incubacdo, eotaxina/CCL11 (R&D systems,
Minneapolis, EUA), na concentracdo final de 10 ng/mL foi acrescentada nas amostras,
permanecendo por 1h em banho-maria a 37°C, sob leve agitacdo. Uma aliquota das amostras
foram colocadas na citospin para posterior analise da producdo de corpusculo lipidico.

Para analise da apoptose foi realizado o protocolo semelhante ao item 3.5.2.
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3.5.7 — Coloracéo e contagem de corpusculo lipidico

Ao serem retirados da citospin, as laminas foram mergulhadas rapidamente em
formalina a 3,7%, pH para 7,4 e mantidas nesta solucao até a colorac&o.

Na capela, as laminas foram lavadas com agua destilada, o excesso de agua foi retirado
e pingou-se uma gota de acido cacodilico a 3% Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA) e
logo apds, 6smio a 1,5% (Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA). As laminas foram
mantidas por 30 min no escuro. Apds este tempo, o excesso de ésmio foi retirado e duas gotas
de solucéo de tiocarbohidrazida (TCH, Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA) a 0,3% foi
adicionada as células, permanecendo por 3 min ao abrigo da luz. Depois, o TCH foi descartado
e pingou-se uma gota de &cido cacodilico e uma gota de 6smio permanecendo no escuro por 5
min. Apo0s o processo de coloragdo, as laminas foram lavadas com &gua destilada e secas a
temperatura ambiente. Foram contadas o numero de corpusculos em 50 células de cada

condi¢do em microscopio Gtico, com objetiva de 100x em 6leo de imersao.

Cultivode eosinofilos com NpEt e subfracées

Osmio *Ro 3 NpEt/Subfracoes
» LA 30min.37°C
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Figura 11: Esquema de protocolo e analises do cultivo de mastécitos.

3.5.8 — Cultura de HepG2

As células HepG2, um tipo hepatoma humano foram cultivadas em meio DMEM — com
pouca glicose (LGC Biotecnologia, Cotia, SP), contendo 1% de glutamina e 10% de SFB a
37°C em atmosfera umida com 5% de CO,.

Apos a cultura alcancar o estado de 80 a 100% de confluéncia, o0 meio foi retirado, a
cultura foi lavada 3 vezes com PBS e a solugdo de tripsina a 0,25% (Gibco., Grand Island,
NY, EUA), foi adiciona e mantida nas células por 5 min. na estufa. Ao verificarmos o

completo destacamento das células da garrafa, meio com SFB foi adicionado na proporcéao
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1:1. As celulas foram centrifugadas a 1.700 rpm por 8 min. e ressuspendidas em meio
completo e plaqueadas em placa de 96 (600.000 células em 200 pL). A cultura permaneceu na
estufa por 24h. Apds este periodo, o meio foi trocado e foi adicionado a mesma o extrato e

subfracGes, permanecendo na estufa por mais 24 h.

3.6 - Dosagem de mediadores inflamatdérios

3.6.1 - ELISA

A dosagem das citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13, IFN-y, RANTES, foi
realizada em sobrenadantes de esplendcitos cultivados como no item 3.5.1 ou mastocitos
(3.5.3), ou de sobrenadantes do BAL obtidos seis horas ap0s a ultima aerolizagcdo. Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS (pH 7,4), colocados em placa de 96 poco, (50
pL/pogo) e deixados de um dia para o outro em geladeira. Depois as placas foram lavadas 4
vezes com 100 puL de PBS/tween 0,05%, bloqueadas com uma solucéo de PBS e BSA a 1% e
incubadas a temperatura ambiente por 1h. Apés esta incubacdo, as placas foram lavadas 4
vezes com PBS/tween 0,05%. As amostras e os padrdes (diluidos em PBS/BSA 1%), foram
adicionados a placa (50 puL/pocgo) e estas incubadas novamente de um dia para o outro, a 4°C.
Apos este procedimento as placas foram lavadas 4 vezes com PBS/Tween e 0s anticorpos de
deteccdo, biotinilados, foram adicionados a placa (50 pL/poco). Apds incubacdo por 1h a
temperatura ambiente e mais algumas lavagens, a avidina peroxidase foi diluida (1:200) em
PBS/BSA/Tween, 50 uL/poco foram adicionados a placa e esta foi incubada por 30 mim a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A placa foi revelada com 3,3, 5,5-
Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA). A reacdo foi paralisada
com 50 pL de H,SO, a 0,4N. A placa foi lida em espectrofotdmetro de microplacas

(SpectraMax, Molecular devices, Sunnyvale, EUA) no comprimento de onda de 450 nm.

3.6.2 — Dosagem de IgE total

A dosagem do anticorpo do tipo IgE, foi realizada em amostras de soro dos
camundongos obtidos no item 3.4.1 e 3.4.2. O anticorpo de captura foi diluido em PBS (pH
7,4), colocados em placa de 96 poco, (50 pL/pogo) e deixados de um dia para 0 outro em
geladeira. Depois as placas foram lavadas 3 vezes com 100 pL de PBS/tween 0,05%,
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bloqueadas com uma solugéo de PBS e SFB a 10% e incubadas a temperatura ambiente por
1h. Apos esta incubagdo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS/tween 0,05%. As amostras
e 0s padroes (diluidos em PBS/SFB 10%) foram adicionados a placa (50 pL/poco) e estas
incubadas novamente de um dia para o outro, a 4°C. Apds este procedimento as placas foram
lavadas 5 vezes com PBS/Tween e 0s anticorpos de deteccdo e a enzima avidina peroxidase,
foram adicionados a placa (50 pL/poco). Apos incubacdo por 1h a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz e mais 7 lavagens. A placa foi revelada com 3,3 ', 5,5-Tetrametilbenzidina
(TMB, Sigma, chemical Co. St, Louis, Mo, EUA). A reacdo foi paralisada com 50 pL de
H,SO, a 0,4N. A placa foi lida em espectrofotémetro de microplacas (SpectraMax, Molecular

devices, Sunnyvale, EUA) no comprimento de onda de 450 nm.

3.6.3 — Dosagem de Eotaxina/CCL11

A dosagem de eotaxina foi realizada em sobrenadantes de macerado de pulmdes
obtidos no item 3.4.2. Na placa de 96 pogos contendo anticorpo de captura
(Minneapolis,MN), foram colocados 50 pL do diluente RD1-21 em todos 0s pocos. Apds, foi
adicionado 50 uL da curva padrdo, controle e amostras na placa. A mesma foi deixada de um
dia para o outro em geladeira. Depois as placas foram lavadas 5 vezes com 400 pL de tampéo
de lavagem. Terminada a lavagem, 100 pL por poco de anticorpo conjugado de eotaxina
murina, foi colocado em todos 0s pocos, a placa foi coberta e incubada por 2h em temperatura
ambiente. ApOs esta incubacdo, as placas foram lavadas novamente. ApoOs as lavagens,
Adicionou-se 100 pL de solucdo de substrato em cada poco incubou-se a placa por 30 minutos
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reacdo foi paralisada com 100 pL de H,SO, a
0,4N. A placa foi lida em espectrofotdmetro de microplacas (SpectraMax, Molecular devices,

Sunnyvale, EUA) no comprimento de onda de 450 nm.

3.6.4 - Dosagem de CisLte PGD,

Para a dosagem de PGD,, O padrdo e as amostras foram transformados em PGD,-
MOX, adicionando-se aos mesmos 0 reagente fornecido pelo fabricante que contem
hidrocloreto de metoxilamida, na proporcao de 1:1. Essa mistura foi aquecida a 60°C por 30
minutos. Nas placas contendo anticorpo de captura (Cayman, Chemical Co., Ann Arbor, Ml,
EUA), foram adicionadas 50 pL de tampdo do ensaio imunoenzimatico (EIA), 50 pL das
amostras ou do padrdo, 50 pL de PGD,-MOX acetil colinesterase (AchE) tracer, 50 uL de

antissoro EIA PGD,-MOX.
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Para a dosagem de CisL T, foram adicionadas nas placas contendo anticorpo de captura
(Cayman, Chemical Co., Ann Arbor, Ml), 50 pL de tamp&o do ensaio imunoenzimatico (EIA),
50 pL das amostras ou do padréo, 50 pL de CisLT acetil colinesterase (AchE) tracer, 50 puL
de anticorpo monoclonal.

Para ambos os EIAs, As placas foram cobertas e incubadas de um dia para o outro a
4°C. Apos este tempo as placas foram lavadas 5 vezes com tampéo de lavagem. Depois, 200
uL do reagente de Ellman’s foi adicionado e as placas foram protegidas do escuro e deixadas
em agitagdo por até duas horas. As placas foram lidas em espectrofotémetro de microplacas

(SpectraMax, Molecular devices, Sunnyvale, EUA) no comprimento de onda de 405 nm.

3.7-Analise estatistica

A analise de variancia dos resultados entre os grupos foi realizada pelo teste One-way
ANOVA, sendo a significancia das diferencas entre os grupos, avaliada pelo teste de Newman-
Kewls-Student, Bonferroni ou test t de Student para os experimentos in vivo. Para 0s
experimentos in vitro, foram utilizados os métodos de Tukey. As diferencas com p < 0,05
foram consideradas significativas. Os resultados foram representados como médiaterro padrédo

da média (EPM) ou médiatdesvio padrdo da média (DP).
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4 - Resultados

4.1- Inflamacé&o alérgica pulmonar: curva dose resposta de NpEt

Para avaliar a eficacia do tratamento de NpEt, foi realizada uma curva dose-resposta,
utilizando o modelo de inflamacg&o alérgica pulmonar desenvolvido por Tsuyuki e cols., 1997,
com pequenas modificacfes. Este modelo mimetiza algumas caracteristicas da asma em
humanos, como infiltrado inflamatério nos pulmdes, producdo de muco pelas células globet,
hiperreatividade bronquica, além da liberagdo de diversas citocinas relacionadas a doengas
alérgicas.

Quando os animais foram desafiados com OVA e tratados apenas com o veiculo de
diluicdo do extrato (etanol a 5% com tween 20 a 1%), ocorreu um aumento no nimero total
de células (grupo OVA, 84%) em relacdo aos animais que foram desafiados apenas com salina
(grupo salina). O tratamento com dexamentasona a 2mg/Kg (grupo dexametasona) foi capaz
de inibir a migracdo de células totais (67%) e eosinofilos em 83% para os pulmbes. Neste
resultado de curva dose resposta, foi observado que a dose de 1mg/kg foi a que melhor inibiu a
migracdo das células totais (58%) em comparacdo a dose de 0,1 mg/kg (32,5%) e 10mg/kg
(13%). Com relacdo aos eosindfilos, apenas a dose de 1mg/kg foi capaz de inibir
significativamente a migracao destas células (46%), como mostrado na figura 12.

Além da migracdo de células, na reacdo inflamatdria, também ocorre o aumento da
permeabilidade vascular com conseqlente extravasamento de plasma, causando edema
pulmonar. Por isso, avaliamos o contetdo total de proteinas no BAL dos camundongos.
Vimos que o grupo OVA apresentou um aumento de 135% no conteudo de proteina,
comparado ao grupo salina. O tratamento com NpEt a 1 mg/kg também foi capaz de inibir o
extravasamento de proteina para 0 BAL em 31%, enquanto que houve inibicdo de 42% nos
animais tratados com dexametasona (figura 13). Este resultado possui perfil semelhante com o
encontrado na figura 12, mostrando a relacdo entre extravasamento de proteina e migracdo de
células inflamatorias para os pulmdes, ou seja, NpEt foi capaz de impedir disrupcdo das

juncdes entre as células epiteliais e permitir a migracéo das células.
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Figura 12: Efeito de NpEt sobre a celularidade no lavado bronco alveolar (BAL) de camundongos submetidos
ao de modelo de inflamacdo pulmonar alérgica. Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e 10,
solugdo (200 pL) de OVA (10pg) e AI(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram
desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados 1h ap6s cada desafio com diferentes doses
NpEt e dexa (2m/kg), v.o0. A eutandsia ocorreu 24h apds o Gltimo desafio. Resultados representam médiatEPM
de pelo menos dois experimentos (n de 10 a 15 animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-
Keuls. +++p<0,001 em relagéo ao grupo salina, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo OVA.

Como a dose de 1mg/kg foi a que melhor inibiu a migracdo de células inflamatorias,
principalmente de eosinofilos para os pulmdes, utilizamos esta dose para experimentos e

andlises posteriores.
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Figura 13: Efeito do tratamento com NpEt sobre o acimulo de proteinas no BAL de camundongos submetidos
ao modelo de inflamagdo pulmonar alérgica. Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e 10,
solugdo (200 pL) de OVA (10pg) e Al(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram
desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por Aerolizacdo e tratados 1h apds cada desafio com diferentes doses
NpEt e dexa (2m/kg), v.0. A eutanasia ocorreu 24h apés o Gltimo desafio. Resultados representam médiatEPM
de pelo menos dois experimentos (n de 10 a 15 animais). Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-
Keuls. +++p<0,001 em relacdo ao grupo salina, *p<0,05, **p<0,01 em rela¢do ao grupo OVA.

Para confirmarmos a reducdo do numero de células que migram para os pulmdes,
analisamos estes orgaos histologicamente (figura 14), através de coloragdo com hematoxilina
& eosina (H&E). Com base nesta analise, observamos que houve um aumento de 23% tanto
de células totais quanto de mononucleares do grupo OVA em relagdo ao grupo salina.
Comparativamente, o tratamento com NpEt inibiu de forma mais efetiva (em torno de 25%)
estes aspectos do que o tratamento com dexametasona (5%), embora ndo tenha se
demonstrado estatisticamente significativo (figura 15). Em se tratando dos eosinofilos
surpreendentemente houve um aumento destas células nos animais tratados com
dexametasona, mas o tratamento com NpEt foi capaz de inibir a migracdo destas células em
75% (figura 15). Estes dados corroboraram com os resultados observados no BAL (figura 12).
Além do infiltrado de células inflamatoérias pronunciado ao redor dos bronquiolos, observamos
alteracdo na morfologia das células epiteliais pulmonares e presenca de infiltrado de células
também na area perivascular. Tanto o tratamento com dexametasona quanto com NpEt

inibiram estes aspectos.
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Flgura 14 Imagens representativas de pulmoes de camundongos submetldos ao modelo de mflamagao
pulmonar alérgica (coloragdo com H&E). Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo
(200 pL) de OVA (10pg) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por
20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados 1h apds cada desafio com NpEt (1m/kg) e dexa (2m/kg),
v.0. A eutanasia ocorreu 24h apés o Ultimo desafio. Imagens representativas da figura 15. Barra de escala 100
pm. Setas indicam actmulo de células inflamatérias.

\j\
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Para analisar a producdo de muco pelas células globet os pulmdes foram corados com
acido periodico Schiff (PAS). Na figura 16 e 17 demonstramos que o grupo OVA apresentou
uma elevada quantidade de células produtoras de muco metaplasicas em relacdo ao grupo
salina e que ambos os tratamentos inibiram a metaplasia destas células (95% para o tratamento
com dexametasona e 83% para o tratamento com NpEt). A figura 17 representa

fotomicrografias representativas dos graficos da figura 16.
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Figura 15: Andlise do infiltrado peribronquiolar nos pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica (coloracdo com H&E). Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e
10, solugdo (200 pL) de OVA (10ug) e AI(OH)3 (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram
desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizagdo e tratados 1h ap6s cada desafio com NpEt (1m/kg) e
dexa (2m/kg), v.o. A eutandsia ocorreu 24h ap6s o ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de 3
pulmdes (6 bronquiolos por pulmao). Anélise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +p<0,05 em
relacdo ao grupo salina, *p<0,05, **p<0,01 em relac¢do ao grupo OVA.
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Figura 16: Imagens representativas de pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamagédo
pulmonar alérgica (coloragdo com PAS). Camundongos C57BL/6 receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solucdo
(200 pL) de OVA (10ung) e AI(OH)3; 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por
20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados 1h apds cada desafio com NpEt (1m/kg) e dexa (2m/kg),
v.0. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o Gltimo desafio. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o Gltimo desafio. Imagens
representativas da figura 17. Barra de escala 100 um. Setas indicam acimulo células globets metaplasicas.
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Figura 17: Andlise da produ¢do de muco em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica (coloragdo com PAS). Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucéo
(200 pL) de OVA (10ug) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por
20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados 1h ap6s cada desafio com NpEt (1m/kg) e dexa (2m/kg),
v.0. A eutanésia ocorreu 24h apdés o ultimo desafio. Resultados representam médiaEPM de 3 pulmdes (mais de
10 bronquiolos por pulmao). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. ++p<0,01 em relagdo
ao grupo salina, **0p<0,01, ***p<0,001 em relagdo ao grupo OVA.
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O tratamento com NpEt também melhorou a fungdo pulmonar dos camundongos,
como mostrado na figura 18. O extrato aumentou significativamente a capacidade de expansao
dos pulmdes (complacéncia) em relacdo ao grupo OVA, principalmente na ultima dose de
metacolina (27 mg/mL). Além da baixa complacéncia, os camundongos asmaticos (grupo
OVA) apresentam pulmdes também com alta resisténcia e elastancia, ou seja, 0s pulmdes tém
dificuldade de se expandir e contrair durante a inspiracdo e expiracdo. Com relacdo a
resisténcia, o tratamento com NpEt melhorou a mesma em 40,5%, melhor que o grupo tratado
com dexametasona que apresentou inibicdo em 22%, ambos na dose de 27 mg/mL de
metacolina. Com relacdo a elastancia, NpEt apresentou efeito semelhante as outras analises:
inibiu em 66% a elastancia em relagcdo ao grupo OVA, novamente mais eficaz que

dexametasona (29%).
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Figura 18: Efeito do tratamento com NpEt sobre a hiperreatividade brénquica em camundongos submetidos ao
modelo de inflamagdo pulmonar alérgica através do sistema de BUXCO invasivo. Camundongos C57BL/6
receberam via i. p., nos dias O e 10, solucdo (200 uL) de OVA (10ug) e Al(OH)3 (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia
24, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados 1h apds cada
desafio com NpEt (1 mg/kg) e dexa (2m/Kkg), v.0. A eutandsia ocorreu 24h apés o Ultimo desafio. Resultados
representam médiatEPM de dois experimentos (n de 10 animais). Andlise estatistica realizada pelo método de
Newman-Keuls. + p<0,05, ++p<0,01, +++ p<0,001 em relagdo ao grupo salina, *p<0,05, **p<0,01,
***n<0,001 em relagdo ao grupo OVA.
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Buscando investigar melhor como NpEt inibe a migracdo dos eosindfilos para os
pulm@es, analisamos, além do BAL, a medula para verificarmos se hd uma diminuicdo na
producdo destas células e o sangue para analisarmos a liberacdo dessas células na corrente
sanguinea, nos camundongos alérgicos tratados com NpEt. Na figura 19, observamos uma
diminuicdo de 26% do nimero de leucdcitos totais entre 0 do grupo dexametasona em relacdo
ao OVA. Em se tratando dos eosindfilos, a aerolizacdo causou um aumento de 25% em
relacdo ao salina, o tratamento com dexametasona diminuiu 33% e com NpEt 23% porém

esses dados ndo foram significativos estatisticamente.
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Figura 19: Efeito de NpEt sobre a celularidade na medula de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica. Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de
OVA (10ug) e AI(OH)3; (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 minutos
com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados 1h apds cada desafio com NpEt (1m/kg) e dexa (2m/kg), v.0. A
eutanasia ocorreu 24h apds o ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de pelo menos dois
experimentos (n de 10 a 15 animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls.

No sangue, houve uma diminuicdo significativa de 64% dos leucdcitos circulantes do
grupo OVA em relacdo ao grupo salina, mas o tratamento com NpEt ndo causou mudancas no
nimero de leucdOcitos na corrente sanguinea. O mesmo foi observado com relacdo aos

eosinofilos (figura 20). O tratamento com dexametasona acarretou um aumento de neutrofilos

45



e eosinofilos em relagdo ao grupo OVA, porém NpEt ndo causou mudangas significativas em
relacdo ao mesmo.

A dosagem de IgE também nos mostrou apenas uma tendéncia, onde a OVA induziu
um aumento em 30% em relagdo ao salina. O tratamento com dexametasona causou uma
ligeira diminuicdo (15%), enquanto que NpEt ndo alterou a liberagcdo deste anticorpo (figura
21).
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Figura 20: Efeito de NpEt sobre a celularidade no sangue de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica. Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de
OVA (10pg) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com
OVA (2,5%) por aerolizagdo e tratados 1h apds cada desafio com NpEt (1m/kg) e dexa (2m/kg), v.0. A
eutanasia ocorreu 24h apds o ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de pelo menos dois
experimentos (n de 10 a 15 animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. Anélise
estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001, +p<0,05 em relacdo ao grupo salina,
*p<0,05 em relagdo ao grupo OVA.
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Figura 21: Efeito de NpEt sobre da liberagdo de IgE no soro de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacéo pulmonar alérgica. Camundongos C57BL/6 receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de
OVA (10pg) e AI(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com
OVA (2,5%) por Aerolizagdo e tratados 1h ap6s cada desafio com NpEt (1 m/kg) e dexa (2 m/kg), v.0. A
eutanasia ocorreu 24h ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam média+tEPM de pelo menos dois
experimentos (n de 10 a 15 animais). Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. Estatistica
realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001, +p<0,05 em relacdo ao grupo salina, *p<0,05 em
relacdo ao grupo OVA.

4.2- Inflamagcdo alérgica pulmonar: caracterizacdo da asma
estabelecida

Visto a eficiéncia no extrato etandlico de N. procerum em inibir caracteristicas
importantes da asma, averiguamos se 0 mesmo seria eficiente no modelo de asma estabelecida,
para verificar se uma vez instalado o quadro de inflamacdo o extrato ainda possui a
propriedade de inibir as principais caracteristicas desta doenca. Utilizamos os animais da
linhagem BALB/c por estes animais responderem melhor a estimulos alérgicos. Neste modelo,
0s animais sdo aerolizados por trés dias sem tratamento algum para inducdo da inflamacéo e
nos ultimos trés dias de aerolizagdo, os camundongos passaram a receber tratamento. Mas
primeiramente, analisamos os animais 24h apds o terceiro dia de desafio para verificarmos se
0S mesmos apresentavam realmente as reac6es inflamatorias caracteristicas da asma. Na figura
22 apos trés dias de aerolizacdo, observamos um aumento significativo no nimero de células
no BAL dos animais que foram aerolizados com OVA em relacdo ao grupo salina. Podemos
destacar que os valores de eosinofilos passaram de 0 no grupo salina para uma meédia de
0,20x10° + 0,03 x10° células no grupo OVA. O aumento no ndmero de eosin6filos foi
correlacionado com o aumento significativo da liberacdo de EPO por essas células no
sobrenadante do BAL em 68%, observado na figura 24. Para nos certificarmos que 0 aumento
da D.O. seja pela EPO, utilizamos uma solu¢do de 3-amino 1,2,4 triazole AMT, um inibidor da

EPO, no BAL do grupo OVA e observamos que o BAL tratado com AMT teve a sua D.O.
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reduzido ao basal, semelhante ao grupo salina, nos certificando que o aumento do D.O. €
realmente EPO (dados ndo mostrados).

No conjunto, podemos afirmar que o aumento de células inflamatorias se correlacionou
com o aumento de 43% na quantidade de proteinas contidas no BAL, ou seja, 0 pulméo

também apresentou edema, como mostrado na figura 23.
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Figura 22: Andlise da celularidade no BAL de camundongos submetidos ao modelo de inflamacdo pulmonar
alérgica apos trés dias de aerolizagdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200
uL) de OVA (10ng) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos foram desafiados por 20 min
com OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutanésia ocorreu 24h ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam
média£EPM de dois experimentos (n de 12 animais). Anélise estatistica realizada pelo t-student. +++p<0,001
em relacdo ao grupo salina.

O grafico de andlise histologica (figura 26) nos mostra que ndo houve diferenca
estatistica na contagem de células totais ao redor dos bronquiolos. Com relacdo aos
mononucleares, houve uma pequena (16%) porém significativa diminuicdo em relacdo ao
grupo salina. Quando verificamos os eosinofilos, observamos uma maior quantidade destas
células ao redor dos brénquios, no grupo OVA em relacdo ao salina apos trés dias de

aerolizacGes, além da migracdo de células ao redor dos vasos sanguineos (figura 25).

48



500- +
400-
|
2
D 3004
o S
° R
200 S
E) e
1001 S
e
e,
OVA

Figura 23: Analise do acimulo de proteinas no BAL camundongos submetidos ao modelo de inflamacéao
pulmonar alérgica apés trés dias de aerolizacdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10,
solugdo (200 pL) de OVA (10pg) e AI(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos foram
desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo. Resultados representam médiatDP de um
experimento representativo. A eutanasia ocorreu 6h apos o Gltimo desafio. Andlise estatistica realizada pelo t-
student. +p<0,05 em relagdo ao grupo salina.
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Figura 24: Anélise de EPO no BAL de camundongos submetidos ao modelo de inflamacgéo pulmonar alérgica
apos trés dias de aerolizacdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucéo (200 uL) de
OVA (10pg) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos foram desafiados por 20 min com
OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutanasia ocorreu 24h apds o ultimo desafio. Resultados representam
média£EPM de dois experimentos (n de 12 animais). Anélise estatistica realizada pelo t-student. ++p<0,01 em
relacdo ao grupo salina.
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Figura 25: Imagens representativas de pulm@es de camundongos submetidos ao modelo de inflamacédo
pulmonar alérgica por coloragdo com H&E, apos trés dias de aerolizacdo. Camundongos BALB/c receberam via
i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200 pL) de OVA (10pg) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os
camundongos foram desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%) por aerolizagdo. A eutanasia ocorreu 24h
apos o ultimo desafio. Imagens representativas da figura 26. Barra de escala 100 uM. As setas indicam
acumulo de células inflamatorias.
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Figura 26: Analise do infiltrado celular nos pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamagéo
pulmonar alérgica utilizando coloragdo com H&E. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10,
solucdo (200 pL) de OVA (10ug) e Al(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos foram
desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%) por aeroliza¢do. A eutandsia ocorreu 24h apds o ultimo desafio.
Resultados representam médiatEPM de 6 pulmdes (mais de 10 bronquiolos por pulméo). Anélise estatistica
realizada pelo método t-student. +++p<0,001 em relagdo ao grupo salina.
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Além do aumento no nimero de células tanto peribronquiolar, quanto perivascular dos
animais aerolizados com OVA 24h ap0s o terceiro dia de aerolizacdo, os animais também
apresentaram metaplasia das células globet, com um aumento de 90% como mostrado na
figura 28 através de coloragdo com PAS. Na figura 27 estdo mostradas as fotos micrografias

representativas dos dados observados no grafico.
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Figura 27: Imagens representativas de pulmdes de camundongo submetidos ao modelo de inflamagéo pulmonar
alérgica por coloracdo com PAS, ap6s trés dias de aerolizacdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos
dias 0 e 10, solugdo (200 pL) de OVA (10ung) e Al(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos
foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutandsia ocorreu 24h apés o Gltimo desafio.
Imagens representativas da figura 28. Barra de escala 100 uM.
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Figura 28: Andlise da produgdo de muco em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica utilizando coloracdo com PAS, apds trés dias de aerolizagdo. Camundongos BALB/c
receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200 uL) de OVA (10ug) e Al(OH)3 (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia
21, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizagdo. A eutandsia ocorreu 24h
apos o ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de 6 pulmdes (mais de 10 bronquiolos por pulméo).
Anélise estatistica realizada pelo método t-student. +p<0,05 em relacdo ao grupo salina.
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Quando dosamos as citocinas presentes no BAL seis horas apos a terceira aerolizagdo
(figura 29), observamos um aumento de todas as analisadas em torno de 90%. A IL-4 estava
presente em maior quantidade: 289 pg/mL em média, seguido da IL-5 com 145 pg/mL e 1L-13
com apenas 83 pg/mL. RANTES/CCL5 foi o mediador menos presente no BAL com uma
meédia 0,46 pg/mL.

Além das citocinas, as quimiocinas (como eotaxina/CCL11), e os mediadores lipidicos
também sdo importantes para as reacOes inflamatorias, como migracdo celular e
broncoconstricgdo. Na figura 30 observamos um aumento significativo de 67% de eotaxina nos
pulmdes, que é o principal agente quimiotatico dos eosindfilos. Correlacionando o aumento
desta quimiocina com o aumento a presenca dos destas células. CisLT e PGD, estavam
presentes no BAL em maior quantidade do que eotaxina. Com relagdo ao CisLT, ocorreu um
aumento de 29% ap0s 3 dias de Aerolizacdo porém este aumento ainda nédo foi significativo, ja
PGD, apresentou um aumento bem pronunciado (56%). Portanto, observamos que vinte
quatro horas apés a terceira aerolizagdo os mediadores importantes para a manutencdo da
inflamagé&o alérgica ja estavam presentes em quantidades significativas e exercendo seus efeitos
como estimulo a migracéo dos eosinofilos e hiperreatividade.

Como observamos um aumento de eosinofilos no BAL decidimos observar se este
aumento estava presente na medula e o sangue dos mesmos animais. Na medula, figura 31,
vimos que apos trés dias de aerolizagdo houve um aumento do numero de eosinofilos em
188% em relagdo aos camundongos aerolizados com salina. No sangue (figura 32), também
ocorreu diferenca na celularidade, justamente nos eosinofilos (122%).

Interessante lembrar que nos experimentos anteriores, realizados com os animais da
linhagem C57BL/6, ndo houve diferenca na quantidade de eosin6filos nem no BAL nem na
medula, mais uma vez confirmando que os animais da linhagem BALB/c possuem uma melhor

capacidade de gerar reacdes do tipo Tp2.
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Figura 29: Anélise da liberacdo de citocinas e da quimiocina RANTES no BAL obtidos de animais submetidos
ao modelo de inflamagdo pulmonar alérgica, apés trés dias de aerolizacdo. Camundongos BALB/c receberam
via i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200 pL) de OVA (10pg) e Al(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os
camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutanasia ocorreu 6h apds o
altimo desafio. Resultados representam médiatDP de um experimento representativo.Analise estatistica
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realizada pelo t-student. +++ p<0,001, p< ++ 0,01 em relacdo ao grupo salina.
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Figura 30: Andlise da liberagdo de eotaxina, CisLt e PGD, em pulmdes obtidos de animais submetidos ao
modelo de inflamacdo pulmonar, ap6s trés dias de aerolizagdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos
dias 0 e 10, solugdo (200 pL) de OVA (10ug) e Al(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos
foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutandsia ocorreu 24h apdés o Gltimo desafio.
Resultados representam mediatEPM de dois experimentos (n de 8 a 12 animais). Anélise estatistica realizada
pelo t-student. +++ p<0,001, p< ++ 0,01 em relacdo ao grupo salina.

Como observamos nestes animais um aumento no nimero dos eosindfilos na medula e
conseqlientemente maior liberacdo destas células circulantes no sangue e acumulo nos
pulmdes, buscamos saber também se estes estavam hiperreativos. Para isso utilizamos BUXCO
ndo invasivo. O resultado mostrado na figura 33 indicou um aumento na pausa (Penh), que é
um indicador indireto de resisténcia pulmonar. Os animais aerolizados com OVA apresentaram
aumento significativo da hiperreatividade em 184 % em relacdo ao grupo salina, na ultima dose
de metacolina, nos mostrando que os animais ja apresentam um comprometimento da fungéo

pulmonar.
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Figura 31: Analise da celularidade na medula de camundongos submetidos ao modelo de inflamagao pulmonar
alérgica, ap0s trés dias de aerolizagcdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucédo (200
pL) de OVA (10ng) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos foram desafiados por 20 min
com OVA (2,5%) por aerolizagdo. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o Gltimo desafio. Resultados representam
médiatEPM de dois experimentos. Andlise estatistica realizada pelo t-student. ++p<0,01 em relagdo ao grupo
salina.
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Figura 32: Andlise da celularidade no sangue de camundongos submetidos ao modelo de inflamagéo pulmonar
alérgica, ap0s trés dias de aerolizagdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200
uL) de OVA (10ug) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos foram desafiados por 20 min
com OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutanésia ocorreu 24h ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam
médiatEPM de dois experimentos. Andlise estatistica realizada pelo t-student. +p<0,05 em relagdo ao grupo
salina.
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Figura 33: Analise hiperreatividade brénquica em camundongos submetidos ao modelo de inflamacédo
pulmonar, através do sistema de BUXCO néo invasivo, ap6s trés dias de aerolizacdo. Camundongos BALB/c
receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugéo (200 pL) de OVA (10pg) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia
21, os camundongos foram desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutanasia ocorreu
24h ap6s o ultimo desafio. Resultados representam média+EPM de dois experimentos. Estatistica realizada pelo
método de Bonferroni. +++ p<0,001 em relacdo ao grupo salina.

Outro parametro caracteristico de individuo/animal alérgico € o aumento de IgE
circulante. Na figura 34, vimos que o0s animais ja apresentam uma quantidade importante do
anticorpo no soro quando somente sdo sensibilizados com OVA mas aerolizados com salina.
Porém, a aerolizacdo por trés dias ndo alterou a quantidade deste anticorpo circulante no

sangue de forma significativa, apenas um aumento de 24%.
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Figura 34: Andlise dos niveis de IgE no soro de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo pulmonar
alérgica, ap0s trés dias de aerolizagdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugédo (200
uL) de OVA (10ug) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 21, os camundongos foram desafiados por 20 min
com OVA (2,5%) por aerolizacdo. A eutanésia ocorreu 24h ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam
médiatEPM de pelo menos trés experimentos (n >19 animais).

Com os resultados anteriores, podemos sugerir que apds trés dias de aerolizacdo os

animais j& apresentam indicios de inflamacg&o alérgica pulmonar com crescimento do nimero de
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eosintfilos na medula, no sangue e no BAL, além do aumento das citocinas e mediadores
lipidicos responsaveis pela reacdo alérgica e hiperreatividade das vias aéreas nos pulmdes. A
fim de testarmos o extrato numa situagdo mais relevante clinicamente, avaliamos a efic&cia do
NpEt em melhorar o quadro inflamatério nos camundongos com a doenca ja estabelecida. Na
figura 35, vimos que a continua aerolizagcdo por mais trés dias praticamente dobrou o nimero
tanto de células totais, quanto o de eosinofilos nos pulmdes. Mesmo iniciando o tratamento
uma hora apos o quarto dia de aerolizacdo o tratamento com dexametasona ainda foi capaz de
inibir a migracdo dos eosinofilos em 68%, fazendo desta substancia ainda uma droga
antialérgica de referéncia como controle. Porém, o tratamento com NpEt na dose de 1mg/kg,
nao foi capaz de impedir a migracdo dos eosinofilos uma vez o quadro alérgico ja instalado.

Quando analisamos estes dados no ambito (figura 37), vimos que na analise
peribronquiolar esta dose foi capaz de inibir a migracdo das células inflamatérias inclusive os
eosinofilos (79% no grupo dexametasona e 60% no NpEt). A figura 36 mostra
fotomicrografias representativas do gréafico 37.

Em se tratando da analise da producgédo de muco, observamos que nem a dexametasona
nem NpEt foram capazes de impedir a metaplasia das células globet (figura 39).

Como NpEt apresentou resultados conflitantes entre o BAL e o infiltrado
peribronquiolar na inibicdo da migracéo das células inflamatdrias na dose de 1 mg/kg, com a
doenca ja estabelecida, utilizamos outras estratégias de administracdo do extrato para verificar
se teria alguma inibicdo da progressdo da inflamacdo. Primeiramente tratamos os animais duas
vezes ao dia, com intervalo de oito horas entre os tratamentos, pois muitos medicamentos séo
administrados desta maneira. Como controle, administramos o veiculo também duas vezes ao
dia, e este tratamento ndo foi diferente dos animais que ndo foram tratados, indicando que 0s
resultados com relagdo aos tratamentos ndo é com influéncia do veiculo. O que observamos na
figura 40 é que a dose de 1mg/kg, mesmo a administrada duas vezes ao dia (2x), ndo foi capaz
de inibir a piora da inflamacdo. Entdo aumentamos a dose de tratamento dos camundongos
para 10 mg/kg, observamos uma tendéncia na inibi¢do (35%) porém de forma néo significativa.
Ao administrarmos a mesma dose duas vezes ao dia (2x), essa tendéncia ndo se confirmou, o

nimero de células observadas foi semelhante aos animais nao tratados.
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Figura 35: Efeito de NpEt sobre a celularidade no BAL de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de
desafio 1h ap6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 uL) de OVA
(10ug) e AI(OH);3 (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA
(2,5%) por Aerolizacdo e tratados v.0., com NpEt (Im/kg) ou dexa (2m/kg), v.o., a partir do dia 22. A
eutanasia ocorreu 24h apds o ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de pelo menos dois
experimentos (n > de 10 animais). Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001
em relacdo ao grupo OVA (3x), ***p<0,001 em relacdo ao grupo OVA (6x).
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Figura 36: Imagens representativas de pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamagédo
pulmonar alérgica aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h ap6s (coloragdo com H&E).
Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 uL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.0., com NpEt (1m/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h
apos o Ultimo desafio. Imagens representativas da figura 37. Barra de escala 100 um. As setas indicam actimulo
de células inflamatorias.

O resultado da celularidade foi parcialmente confirmada pela analise de EPO no BAL
(figura 41). Novamente ndo houve diferenca estatistica entre os animais nao tratados e
tratamento com o veiculo duas vezes ao dia. Embora o tratamento com dexametasona e com
NpEt a 1mg/kg tenham diminuido o EPO por volta de 50%, ndo foi significativo
provavelmente por causa do baixo nimero de animais, no experimento. O mesmo ocorreu com
o0 tratamento com NpEt 10 mg/kg administrado somente uma vez que inibiu EPO em 30 %. Ja
o tratamento com 10 mg/kg por duas vezes ndo foi capaz de inibir a liberacdo de EPO. Com
esses resultados, experimentos com tratamento por duas vezes ao dia ndo mais foram

realizados.
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Figura 37: Anélise do infiltrado peribronquiolar em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h ap6s (coloracéo
com H&E). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200 pL) de OVA (10ug) e
AIl(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%)
por aerolizacdo e tratados v.o., com NpEt (1m/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutandsia ocorreu 24h
ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de pelo menos dois experimentos (n > de 10
animais). Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em rela¢do ao grupo OVA
(3x), ***p<0,001 em relacdo ao grupo OVA.
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Figura 38: Imagens representativas de pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds (coloragdo com PAS).
Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 uL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos séo desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizagdo e
tratados v.0., com NpEt (1m/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o ultimo
desafio. Imagens representativas da figura 39. Barra de escala 100 pm. As setas indicam células globet
metaplasicas.
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Figura 39: Andlise da produgdo de muco em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamagéo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h ap6s (coloracdo com PAS).
Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos s&o desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizagdo e
tratados v.o., com NpEt (1m/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutandasia ocorreu 24h ap6s o Ultimo
desafio. Resultados representam meédiatEPM de 6 pulmdes (mais de 10 bronquiolos por pulméo). Anélise
estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. ++p<0,01 em relagdo ao grupo salina.

61




leucéceitos totais mononucleares

N
al
)

N
o
1

1.54

n° de células/mL (x10%)

n° de células/mL (x10F)

@ O NpEt (mg/kg)
(6x)

neutroéfilos

0.15+4

0.104

=

0.05+4

n° de células/mL (x10%)

(3x) NpEt (mg/kg)
(6x)

Figura 40: Efeito de NpEt sobre a celularidade no BAL de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de
desafio 1h (1x) e 8h (2x) ap6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solucdo (200
puL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sdo desafiados por 20
minutos com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados v.o0., com NpEt ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A
eutanasia ocorreu 24h apés o Ultimo desafio. Resultados representam médiatDP de um experimento. Anélise
estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em relacdo ao grupo OVA (3x), #p<0,05
entre os tratamentos.
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Figura 41: Efeito de NpEt sobre a liberacdo de EPO no BAL no modelo de inflamagdo pulmonar alérgica,
aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h (1x) e 8h (2x)
apos (6x). Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de OVA (10ug) e
Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sdo desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%)
por Aerolizacdo e tratados v.o., com NpEt ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o
altimo desafio. Resultados representam médiatDP de um experimento. Andlise estatistica realizada pelo
método de Newman-Keuls. ++p<0,01 em relagéo ao grupo OVA (3x), +++p<0,001 em relagdo ao grupo AMT.
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Na literatura é descrito que muitas plantas medicinais sdo testadas em doses mais altas
nos testes pré-clincos, das que tém sido utilizadas até o momento (1 e 10 mg/kg). Como a
dose de 10 mg/kg mostrou uma tendéncia de reduzir a migracdo celular para os pulmdes,
testamos NpEt nas doses de 100 e 500mg/kg que sdo doses encontradas na literatura com
extratos de plantas com possivel efeito antialérgico. Na figura 42 vemos que apenas a dose de
100 mg/kg, inibiu de forma discreta (19%) a contagem de células totais enquanto que a dose
de 500 mg/kg somente inibiu a migracdo em 9%. A dexametasona continuou com um bom
efeito imunossupressor com 62% de eficicia. Quando analisamos os mononucleares, todos 0s
tratamentos reduziram de forma significativa a quantidade destas células em 69%, 41% e 25%
para dexametasona, 100 mg/kg e 500 mg/kg respectivamente. Ja com relacdo aos eosindfilos,
apenas a dose de 100 mg/kg impediu a migracdo de forma significativa (31%). Dexametasona
impediu em 79% o namero de eosinofilos nos pulmdes, enquanto que a dose de 500 mg/kg
impediu em 20% sem significancia estatistica.

Quando verificamos o grafico de EPO na figura 43, observamos que ndo houve
correlagéo entre a quantidade de células e presenca de EPO no BAL. Desta vez a dose de 500
mg/kg foi mais eficiente (32%) em inibir a liberacdo de EPO em relagdo ao grupo OVA, porém
ndo foi estatisticamente significativo, enquanto que a dose de 100 mg/kg ndo apresentou
efeito.

A figura 44, mostra novamente um pulmdo com grande infiltrado peribronquiolar e
perivascular no grupo OVA em relagdo ao grupo salina. Os tratamentos tanto com 100 mg/kg
quanto 500 mg/kg reduziram esta migracdo em 39% e 29% respectivamente. A inibicdo da
migracdo foi mais pronunciada em se tratando dos eosinofilos, onde o grupo de animais que
receberam NpEt a 100 mg/kg obtiveram uma inibicdo de 84% e o grupo que recebeu NpEt a
500 mg/kg uma reducdo de 66%. Esta reducdo seguiu o padrdo de BAL onde a dose de 100
mg/kg apresentou melhor efeito em relacdo a de 500 mg/kg embora esta diferenca ndo seja

estatisticamente significativa.
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Figura 42: Efeito de NpEt sobre a celularidade no BAL de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de
desafio 1h ap6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 uL) de OVA
(10ug) e AI(OH);3 (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sdo desafiados por 20 min com OVA
(2,5%) por aerolizacdo e tratados v.o0., com NpEt ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutandsia ocorreu 24h
ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de pelo menos dois experimentos (n > de 10
animais). Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em relacdo ao grupo OVA
(3x), ***p<0,001 e *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA (6x).
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Figura 43: Efeito de NpEt sobre a liberacdo de EPO no BAL de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacéo pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4°
dia de desafio 1h ap6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 L) de
OVA (10ng) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos séo desafiados por 20 minutos com
OVA (2,5%) por Aerolizagdo e tratados v.o., com NpEt ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu
24h apds o dltimo desafio. Resultados representam mediazEPM de pelo menos dois experimentos (n > de 10
animais). Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em rela¢do ao grupo OVA
(3x), ***p<0,001 e *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA (6x).
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Figura 44: Imagens representativas de pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h ap6s (coloragdo com
H&E). Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solugéo (200 pL) de OVA (10ng) e Al(OH);
(10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sdo desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizagio
e tratados v.0., com NpEt (100 e 500 m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o Gltimo desafio.
Imagens representativas da figura 45. Barra de escala 100 pm. As setas indicam acUmulo de células
inflamatorias.
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Embora estas doses tenham inibido a migracdo de eosinéfilos para os bronquiolos,
ambas ndo interferiram com a metaplasia celular e conseqliente com a producdo de muco
(figuras 46 e 47).
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Figura 45: Andlise do infiltrado peribronquiolar nos de pulmd@es de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds (coloracéo
com H&E). Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 pL) de OVA (10ug) e
AIl(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos séo desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.0., com NpEt (100 e 500 m/kg) a partir do dia 22. A eutandsia ocorreu 24h apés o
altimo desafio. Resultados representam médiatEPM de 6 pulm@es (mais de 10 bronquiolos por pulmao).
Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. ++p<0,01, +++p<0,001 em relacdo ao grupo
salina, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo OVA.

Como a inibicdo da progressdo da inflamacdo nao foi muito pronunciada por via oral,
no ambito do BAL em conjunto com o parametro histol6gico, buscamos o tratamento por
aerolizacdo. Ja que muitas substancias sofrem metabolismo de primeira passagem, caso isto
seja 0 que ocorra com NpEt, a administracdo por aerossol agiria topicamente. Este tipo de
administracdo € utilizado em muitas substancias antialérgicas como, por exemplo, 0s
corticdides e os SABAS. Como controle (figura 48), aerolizamos um grupo de animais com o
veiculo de dissolucdo de NpEt (etanol a 1% diluido em salina estéril). A dexametasona
permaneceu sendo administrada por via oral. Neste resultado ndo foi observado diferenca entre
0s animais ndo tratados (grupo OVA) com os animais aerolizados com etanol a 1%, indicando
que qualquer alteracdo na resposta inflamatdria proveniente do tratamento com NpEt néo foi
devida ao seu diluente. Porém, vimos que nenhuma das concentra¢es de NpEt administradas
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por aerolizacdo foram eficazes em inibir a progressdao da doenga. Por isso, esta via de

administracdo foi descartada nas futuras analises.
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Figura 46: imagens representativas de pulmfes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds (coloragdo com PAS).
Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 uL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sdo desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%) por
Aerolizacdo e tratados v.0., com NpEt (100 e 500 m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h apds o
Gltimo desafio. Imagens representativas da figura 47. Barra de escala 100 um. As setas indicam células globets
metaplasicas.
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Figura 47: Andlise da produgdo de muco em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamagéo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds (coloracdo com PAS).
Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sdo desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.o., com NpEt (100 ou 500 m/kg) ou dexa (2 mg/kg) a partir do dia 22. A eutanésia
ocorreu 24h apés o Gltimo desafio. Resultados representam meédiatEPM de 6 pulmdes (6 bronquiolos por
pulmao). Anélise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em relacéo ao grupo salina.
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Figura 48: Efeito de NpEt sobre a celularidade no BAL de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de
desafio 1h ap6s por Aerolizacdo (6x). Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solucéo (200
pL) de OVA (10pg) e AI(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos séo desafiados por 20
minutos com OVA (2,5%) por Aerolizacdo e tratados v.0. com dexa (2m/kg) ou com NpEt por Aerolizacdo (20
min) a partir do dia 22. Resultados representam média+tEPM de pelo menos dois experimentos (n de 5 a 10
animais). Estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em relag¢do ao grupo OVA (3x),
***n<0,001 e *p<0,05 em relagdo ao grupo etanol a 1%.

4.3 - Experimentos in vitro: efeito de NpEt/fracds sobre a ativacao de
linfocitos T

Considerando que o NpEt mostrou discreta eficiéncia com o tratamento por via oral,
em inibir a progressdo da inflamacéo alérgica frente a um quadro ja instalado, mas apresentou
resultados iniciais promissores sobre a inflamacédo alérgica, investimos entdo no fracionamento
biomonitorado do NpEt, a fim de identificar a/as fracdo(des) responsavel(is) pela propriedade
antiinflamatdria e melhorar a eficacia do efeito antialérgico com as fracdes de Np. Para isso, 0
extrato foi subfracionado pelo método de particdo liquido-liquido com solventes de diferentes
polaridades: hexano (NpEtFH), diclorometano (NpEtFD), acetato de etila (NpEtFAe), Butanol

(NpEtFB), restando um residuo o qual denominamos de fracdo aquosa (NpEtFAQ).
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A figura 49 mostra o perfil cromatogréfico de NpEt e fragdes por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), através do qual podemos observar um grupo de substancias com
tempo de retencdo (tr) entre 44 e 55 minutos, inclusive um pico majoritario com tr de 55,7
min, devido as suas caracteristicas apolares. Podemos encontrar na fragdo NpEtFH um pico
majoritario que possui em TR de 55,6 min. NpEtFD abriga picos semelhantes ao NpEt com trs
entre 44 e 51 min porém com menor intensidade. J& na NpEtFAe podemos observar dois
grupos compostos: um com trs entre 20,1 e 28,3 min, grupo este que aparece com menos
intensidade no NpEt também, e outro grupo com trs entre 42,6 a 48 min. Vale destacar um
pico majoritario com tr de 23,7 min. Tanto NpEtFAQ e NpEtFB apresentaram compostos de
maior polaridade e também com pouca intensidade.

Além da andlise quimica, foi realizada andlise da quantidade de LPS, através do método
do lisado de amebdcitos do limulus (LAL), realizado por Dr. Octavio Augusto Franca
Presgrave, no INCQS/FIOCRUZ. Este método detectou a quantidade de endotoxina presente
no extrato e fragdes. Esta analise nos mostra que NpEt possui a maior quantidade de

endotoxina, seguida de NpEtFH, as outras fracfes apresentaram quantidades semelhantes.

Tabela 4: Quantidade de endotoxina nos extratos e fragdes, dosados pelo método do LAL

EU/mL ng/mL
NpEt 0,418| 0,04 a 0,08
NpEtFH 0,227 0,02 a 0,05
NpEtFD 0,109/ 0,01 a 0,02
NpEtFB 0,079 0,01 a 0,02
NpEtFAe 0,093] 0,01 a 0,02
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Figura 49: Perfil Quimico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia do Extrato Etandlico de Nidularium
procerum e fracOes. Foram utilizadas colunas de fase reversa (Cyg). A fase movel variou em gradiente linear de
acido trifluoracético 0,05% e acetonitrila Tempo total de corrida 75 min. A vazéo de fase mével permaneceu a
1,5mL/min. Deteccdo por varredura de espectro de 200 a 400 nm com acompanhamento em trés comprimentos
de onda, 220nm, 260 nm e 340 nm.

A fim de que primeiro fosse identificada qual a fragdo mais ativa em relagdo ao NpEt,

para apds voltarmos com os experimentos in vivo. Realizamos experimentos in vitro com as
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principais células responsaveis pelo quadro alérgico: eosindfilos, linfocitos e mastdcitos,
utilizando estas fracoes.

Comegamos nossos estudos com os linfocitos T retirados de bacos de camundongos
DO011.10, que sdo camundongos que possuem o receptor de células T que reconhecem apenas
uma sequéncia protéica da OVA323-339. Inicialmente, avaliamos a toxicidade do extrato e
fracbes em esplendcitos ndo estimulados, utilizando o método de MTT (figura 50). Este
método analisa a viabilidade celular através da analise da atividade redutora mitocondrial das
mesmas. Como o extrato e a maioria das fraces sdo diluidas em etanol absoluto, convém nos
certificar que a possivel toxicidade do extrato/fraces ndo era proveniente do etanol presente
na cultura. As células cultivadas somente com meio e etanol a 0,06% (etanol) nédo
apresentaram diferenca significativa em relacdo as células cultivadas somente com meio,
descartando assim o efeito do etanol, em todas as analises. Observamos que a dexametasona
(0,05 pg/mL), como previsto, reduziu a viabilidade das células em mais de 90%, confirmando
sua toxicidade. NpEt ndo foi toxico para os esplendcitos, mesmo na dose mais alta (50
pg/mL), enquanto que as doses mais baixas, 1 pg/mL e 10 pg/mL aumentaram a atividade
redutora mitocondrial dos esplendcitos em 30% e 21% respectivamente porém de forma néo
significativa. NpEtFH na concentracdo de 50 pg/mL foi a que apresentou maior toxicidade
(62%) embora o resultado nédo foi significativo, semelhantemente ao NpEt na concentracdo de
1 pg/mL, esta fracdo apresentou uma tendéncia a aumentar a atividade redutora mitocondrial
dos esplendcitos. O mesmo fendémeno se repetiu com a fragdo NpEtFD na mesma
concentracdo de 1 pg/mL aumentando em 37% enquanto a concentracdo 50 pg/mL inibiu em
38%. J& NpEtFAe também apresentou tendéncia em inibicdo (39%), todavia, ndo apresentou
aumento na atividade redutora na concentracdo mais baixa. NpEtFB e NpEtFAg nédo

apresentaram atividade.
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Figura 50: Avaliacdo do efeito citotoxico de NpEt e subfrades sobre os esplendcitos pelo método de MTT.
Esplendcitos de camundongos DO11.10 (1x10°mL) foram cultivados com diferentes concentragfes do
extrato/frages, em atmosfera imida com 5% de CO, a 37°C por 72h. Nas Ultimas duas horas de cultura, foi
adicionado a cada poco 10 pL da solugdo de MTT a 5 mg/mL. A dexametasona foi utilizada na concentracdo de
(0,05 pg/mL). Os resultados expressam média = EPM de pelos menos 2 experimentos. Analise estatistica
realizada pelo método de Tukey. *p< 0,05, **p< 0,01 em relagdo ao etanol com excecdo das fracdes NpEtFAqQ e
NpEtFB que é em relagdo ao meio.

Quando os esplendcitos sdo estimulados com OVA observa-se um aumento na D.O.
(em relacdo aos controles ndo estimulados, como mostrado na figura 51 o que indica um
aumento no nimero de células apds a 72h de cultura. O cultivo das células estimuladas com

meio mais etanol ndo alterou a proliferagdo destas, ja que ndo houve diferenga significativa
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entre as células cultivadas somente com meio. O meio com dexa inibiu a viabilidade dos
esplendcitos em 94%. O cultivo com NpEt aumentou significativamente a proliferacdo das
celulas nas concentracdes de 1 e 10 pg/mL em torno de 10 % em se tratando das células
cultivadas somente com etanol, comportamento similar do extrato quando cultivado sem que
haja estimulo das células. Este resultado foi estatisticamente significativo. As fracbes NpEtF,
a proliferacdo celular somente na maior dose utilizada (50 pg/mL). As fragcbes NpEtFB e
NpEtFAqQ ndo ocasionaram mudancas significativas na cultura.

Como a dose de 50 pg/mL foi a que mostrou possiveis diferencas entre o
extrato/fracOes, utilizamos esta dose para analises posteriores.

Algumas fragdes apresentaram tendéncia em diminuir a atividade redutora mitocondrial
dos esplendcitos, e de forma indireta (pelo aumento da D.O.) a proliferagdo. Por isso, foi
realizado experimentos para verificar se a inibicdo desta atividade, era devido a uma inducao
na morte programada destas celulas (apoptose), necrose ou apenas por impedir a proliferacao.
A figura 52 mostra a contagem absoluta das células vivas (exclusdo por azul de tripan), 72h
apos o inicio da cultura. Observamos que ap0s este tempo a quantidade de células que se
iniciou com um milhdo, diminui bastante independente do estimulo ou tratamento. Apesar
disto, observamos um aumento de 63% no numero de células quando a cultura € estimulada
com OVA, e novamente as fragcdes NpEtFAQ e NpEtFB ndo exerceram efeito significativo
sobre a cultura comparado com os esplendcitos estimulados e ndo tratados. A dexametasona
impediu o crescimento no numero de células (73%). Em se tratando das outras fracdes e do
extrato, NpEt seguido de NpEtFD inibiram 49% e 41%, NpEtFH e NpEtFAe foram as mais
potentes, (68% e 65% respectivamente), com o numero de células ficando semelhantes a

cultura ndo estimulada.
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Figura 51: Avaliacdo do efeito citotoxico de NpEt e subfrades sobre os esplendcitos estimulados com OVA pelo
método de MTT. Esplendcitos de camundongos DO11.10 (1x10%/mL) foram cultivados com diferentes
concentracOes do extrato/frages, em atmosfera imida com 5% de CO, a 37°C por 72h. Nas ultimas duas horas
de cultura, foi adicionado a cada pogo 10 pL da solugdo de MTT a 5 mg/mL. A dexametasona foi utilizada na
concentracdo de (0,05 pg/mL). Os resultados expressam média + EPM de pelos menos 2 experimentos. Anélise
estatistica realizada pelo método de Tukey. +++p<0,001 em relagdo ao meio ou etanol. *p< 0,05, **p< 0,01,
***n<0,001 em relagdo ao OVA+etanol com excecdo das fragdes NpEtFAQ e NpEtFB que é em relacdo ao
OVA.

74



&

S 0.6-

=

— +4+

£

£ 0.4+

[<F]

3 *

= K kK

w)

(—:65 0.2+ KKk Kx

N5

(&)

D

T OO TFF XS

v

S o T X &K K

<R éQQ/ QQQ/
OVA (500 ng/mL)

Figura 52:; Efeito de NpEt e subfrades sobre a contagem de esplendcitos estimulados com OVA. Esplendcitos
de camundongos DO11.10 (1x10% mL) foram cultivados com diferentes concentracdes do extrato/fracdes, em
atmosfera Umida com 5% de CO, a 37°C por 72h. A dexametasona foi utilizada na concentragdo de (0,05
pg/mL). Os resultados expressam média £ SD de um representativo de dois realizados. A contagem foi
realizada por exclusdo com azul de tripan. Analise estatistica realizada pelo método de Tukey. +++p<0,001 em
relacdo ao meio com etanol. ***p<0,001 em relacdo ao OVA+etanol.

A figura 53, mostra citogramas de esplendcitos estimulados com OVA e cultivados na
concentracdo de 50 pg/mL do extrato/fracGes. A coluna A mostra as células em funcdo do
tamanho (FSC) x granulosidade (SSC) onde, podemos notar também uma grande quantidade
de células mortas e debris, além de células com tamanho e granulosidade aumentados. Este
citograma também foi utilizado para selecionar as células para a analise em funcdo da
fluorescéncia somente a Anexina (células em apoptose inicial), fluorescéncia ao Pl e Anexina
(mortas) e sem fluorescéncia (células vivas), representados na coluna B. As células nédo
estimuladas possuem um tamanho pequeno e pouca granulosidade, caracteristico de linfocitos.
Por isso selecionamos esta area e verificamos que mais de 90% destas células estdo vivas.
Quando as células sdo estimuladas com OVA, em um meio com ou sem etanol, ha um aumento
no tamanho e granulosidade destes esplendcitos, indicando um aumento de células em
proliferacdo, os chamados blastos. Este aumento € acompanhado da porcentagem de células
em apoptose inicial, ou seja, o estimulo além da proliferacdo induz a apoptose destas células
em 45%. As culturas tratadas com dexametasona apresentaram reducdo visivel no tamanho,
embora a porcentagem de células vivas, em apoptose inicial e mortas sdo semelhantes as
células estimuladas e sem tratamento. As culturas tratadas com NpEt, NpEtFB e NpEtFAQ ndo
apresentaram diferencas em relacdo as culturas sem tratamento. As células tratadas com
NpEtFD foi a que mais apresentou toxicidade, pois dobrou a porcentagem células mortas: de
8% nas células estimuladas e ndo tratadas para 20%. NpEtFAe diminuiu a porcentagem de
células em apoptose inicial em relacdo as células ndo tratadas. Estes resultados indicam que

NpEtFD ¢ a fracdo mais toxica para os esplendcitos.
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Figura 53: Analise citofluorimétrica de esplendcitos ap6s a estimulagdo OVA e tratadas com NpEt/Fracdes.
Colunas A — Distribuicdo das células em funcdo de tamanho (FSC-H) e complexidade (SSC-H), mostrando a
regido (Gate 1) do gréfico onde estéo as células utilizadas para as anélises posteriores. Colunas B: Distribui¢do
das células selecionadas da regido 1 em func¢do da fluorescéncia a Anexina V (FL1-H) versus Pl (FL2-H).
Gréfico representativo de dois experimentos. As condicfes de cultura sdo as mesmas da figura 44.

A anélise da apoptose pode ser complementada, com a observacdo dos graficos que

relacionam o numero de células viaveis contados ao final da cultura (figura 52) com a

porcentagem de células vivas, em apoptose inicial e mortas na figura 53. Cada gréafico do

extrato/fracbes (figura 54) estdo representados com as células sem estimulo (somente meio
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com etanol), com estimulo (OVA), estimuladas e tratadas com dexa (dexa) ou NpEt ou as
fracOes. As células estimuladas apresentaram aumento do numero relativo de células vivas em
52%, apoptose inicial 1225% e aproximadamente 443% de células mortas. NpEt diminuiu o
namero de células totais em 49%, além de diminuir o nimero de células em apoptose inicial em
80% e 0 numero de mortas em 44%. NpEtFH também reduziu o nimero de esplendcitos em
todos os aspectos analisados. NpEtFD reduziu o nimero de células vivas em 21%, 78% de
células em apoptose inicial e aumentou drasticamente o nimero de células mortas (125%) em
relagdo as células estimuladas somente com meio e etanol. NpEtFB e NpEtFAQ apresentou
resultados semelhantes as células estimuladas e ndo tratadas. NpEtFAe embora reduziu o
namero relativo de células vivas em aproximadamente 40%, diminuiu as células em apoptose
(91%) e células mortas (65%).
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Figura 54: Efeito de NpEt sobre o nimero relativo de esplendcitos apds a estimulacdo com OVA e tratadas com
NpEt/Fracbes. Os resultados expressam média £ DP de um experimento representativo. Estatistica realizada
pelo método de Bonferroni. +++p<0,001 em rela¢do ao meio ou etanol. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001 em
relacdo ao OVA+etanol com exce¢do das fracdes NpEtFAQ e NpEtFB que é em relacdo ao OVA. As condi¢des
de cultura sdo as mesmas da figura 44.
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Como algumas fragdes apresentaram indiretamente inibicdo da proliferagéo observados
nos experimentos de MTT e apoptose, buscamos confirmar estes achados através do contetdo
de DNA nos esplendcitos. Essas analises nos permitem verificar se os esplendcitos encontram-
se com a quantidade de DNA que representam as células em fase Sub GO (Apoptose), GO/G1
(sem atividade de mitose), S (em sintese de DNA) ou G2/M (DNA ja duplicado). Na figura 57
observamos que tratamento com dexa diminuiu 0 nimero de células em todas as fases do ciclo
celular. Quando contamos o nimero de células ao final das 72 horas de cultura (figura 55),
novamente ocorreu um aumento no nimero de células (342%) quando ha o estimulo presente.
Novamente NpEtFB e NpEtFAQ ndo causaram mudancas, sendo a contagem de células
semelhante a cultura ativada e tratada com meio com etanol por volta de um milhdo e meio de
células, além de NpEt que abrandou o nimero de células em apenas 11%, NpEtFH, NpEtFD e
NpEtFAe mantiveram sua poténcia em impedir o crescimento da quantidade de células na
cultura em 45%, 72% e 65% respectivamente.

Na figura 57 observamos que NpEtFH, NpEtFD e NpEtFAe inibiram
significativamente a passagem das células para fase S (80%, 92% e 78%, respectivamente) em
relagdo a cultura estimulada e cultivada somente em meio com etanol. Podemos observar que
NpEtFD diminuiu também o ndmero de células em G2/M (99,5%), inibicdo também

apresentada pela fracdo NpEtFAe (75%).
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Figura 55: Efeito de NpEt e subfrades sobre a contagem de esplendcitos estimulados com OVA. Esplendcitos de
camundongos DO11.10 (1x10% mL) foram cultivados com diferentes concentragdes do extrato/fracdes, em
atmosfera Umida com 5% de CO, a 37°C por 72h. A dexametasona foi utilizada na concentracdo de (0,05
pg/mL). Os resultados expressam média + SD de 1 experimento representativo de dois realizados. A contagem
foi realizada por exclusdo com azul de tripan Andlise estatistica realizada pelo método de Tukey. +++p<0,001
em relacdo ao meio com etanol. ***p<0,001 em rela¢do ao OVA+etanol.
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Figura 56: Andlise citofluorimétrica do efeito de NpEt/Fracbes sobre os esplendcitos estimulados com OVA.
Coluna A - distribuicdo dos nucleos em funcdo de tamanho e complexidade, mostrando a regido (R)1 do
gréafico onde estdo os nucleos selecionado para analises posteriores. B — distribuicdo dos ndcleos selecionados
em A, em funcéo da area (fluorescéncia) e largura (tempo) do impulso de fluorescéncia, mostrando R2. C-
histograma mostrando a distribui¢do dos nucleos selecionados em R2, em funcdo da intensidade de
fluorescéncia, com os percentuais de células nas respectivas fases do ciclo celular (Sub Gy, G;, S, G,/M).
Esplendcitos de camundongos DO11.10 (1x10% mL) foram cultivados com diferentes concentracdes do
extrato/fragBes, em atmosfera Umida com 5% de CO, a 37°C por 72h. A analise (com A de 488 nm) foi
realizada em citometria de fluxo, ap6s a incubacéo das células (1x10°) com solucdo de iodeto de propideo e
triton (15 min) e nova incubagdo com RNAse (15 min). A fluorescéncia do Pl foi detectada pelos canais FL3-A
(area), e FL3-W (largura) do aparelho. Foram lidos 50.000 eventos/amostra. dexametasona foi utilizada na
concentracdo de (0,05 pg/mL). Resultados de um experimento representativo de dois realizados.
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Figura 57: Efeito de NpEt e subfrades sobre o nimero relativo de esplendcitos estimulados com OVA. Os
resultados expressam média + DP de um experimento representativo. Estatistica realizada pelo método de
Tukey. +++p<0,001 em relacdo ao etanol ndo estimulado. ***p<0,001 em relacdo ao OVA+etanol. As
condic@es de cultura sdo as mesmas da figura 44.

Para finalizar as analises com os esplendcitos, investigamos o efeito do extrato/fracdes,
na liberacdo das citocinas, que participam na resposta inflamatéria como a IL-4, IL-5, I1L-13,
que séo liberadas pelos linfocitos T2, além da A IL-10 que s&o produzidas pelas T e IFN-y
que sdo liberadas predominantemente pelas T,1. Na figura 58 foi constatado que as células ndo
estimuladas ndo liberaram citocinas em quantidade que possam ser detectadas pelo método de
ELISA. N&o obstante, a estimulacdo com OVA provocou aumento significativo de todas as
citocinas relacionadas, e o cultivo em meio com etanol ndo alterou a liberacdo das mesmas.
Sobre a liberacdo da IL-4 somente o tratamento com NpEtFD foi capaz de inibir
significativamente (77%) a liberacdo desta citocina. Embora o tratamento com dexa (81%),
NpEtFD (83%) foram capazes de inibir a liberacdo de IL-5, de forma surpreendente o cultivo

com a NpEtFH dobrou a liberacdo desta citocina em relagéo a cultura com OVA cultivada em
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com etanol. A IL-10, também teve sua producdo aumentada na cultura estimulada tanto
tratada com veiculo quanto ndo tratada, NpEtFH, NpEtFD e NpEtFAe foram as fragcdes que
reduziram em 79%, 89% e 53,4%, a liberagcdo desta citocina respectivamente. Com relagéo a
IL-13, novamente as NpEtFH (66%) e NpEtFD (97%), seguida da NpEtFAe (72%) inibiram a
liberagdo desta. Na liberacdo de IFN-y, além da NpEtFH (74%), NpEtFD (97%), NpEtFAe
(82%), NpEt também foi capaz inibir a producdo desta em 45%.

NpEtFD foi extremamente mas toxica como mostrado nas figuras 52 a 54. NpEtFH
impediu a proliferagdo com baixa toxicidade, contudo aumentou ainda mais a liberacéo de IL-
5, em relagdo as células ativadas e ndo tratadas, NpEtFAe foi a fracdo que apresentou um
melhor efeito pois, impediu a progressao da proliferacdo, com baixa toxicidade, além de
reduzir a liberagdo de citocinas importantes como 1L-13 e NpEtFB e NpEtFAQ ndo exercem
efeito nos linfocitos. Por fim, podemos observar que NpEt possui poténcia menor que algumas

fracGes em modular negativamente a proliferacdo e liberacéo de citocinas dos linfocitos.
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Figura 58: Efeito de NpEt e subfrades sobre a liberagdo de citocinas de esplendcitos estimulados com OVA. Os
resultados expressam média + EPM de trés experimentos. Estatistica realizada pelo método de Tukey. +++ p<
0,001 em relacéo as células ndo estimuladas. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001 em relacdo ao OVA+etanol.As
condicBes de cultura sdo as mesmas da figura 44.
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4.4- Experimentos in vitro: efeito de NpEt/frac6es sobre a ativacao de
mastocitos

Para as andlises do efeito de NpEt e fracbes sobre os mastdcitos, utilizamos as células
HMC-1, que é uma célula tumoral mastocitica humana. Inicialmente, avaliamos a toxicidade
dos mesmos utilizando o método de MTT. Como visto na cultura de linfocitos, o etanol
presente no meio de cultura ndo influenciou na atividade mitocondrial das células, mostrando
novamente que a possivel presenca de citotoxicidade ndao é proveniente do etanol. Na figura 59
vimos que tanto o extrato, como as fragdes, mesmo na concentracdo de 100 pg/mL ndo foram
toxicas para as células, mas vimos que NpEtFD inibiu em 20% a D.O. das células na
concentracdo de 100 pg/mL, nos mostrando que possivelmente esta pode ser a mais tdxica

para este tipo de célula, assim como observamos com os linfécitos.
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Figura 59: Avaliacdo do efeito citotoxico de NpEt e subfrades sobre as células HMC-1 pelo método de MTT.
HMC-1 (2x10% mL) foram cultivados com diferentes concentracfes do extrato/fraces, em atmosfera Gmida
com 5% de CO, a 37°C por 8h. Nas Ultimas quatro horas de cultura, foi adicionado a cada pogo 10 pL da
solugdo de MTT a 5 mg/mL. Os resultados expressam média = EPM de pelos menos 2 experimentos. Estatistica
realizada pelo método de Tukey em relacdo ao etanol com excecdo das fragbes NpEtFAQ e NpEtFB que é em
relacdo ao meio.

Com relacdo a liberacdo de citocinas (figura 60), notou-se um perfil semelhante de
efeito entre os extratos e fracdes. Observamos uma alta liberacdo de IL-6, com uma média de
3,6 ug /mL na cultura com tratamento com veiculo, seguida da liberacdo de IL-8 (383 pg/mL.).

Tanto NpEt quanto as frages, ndo foram capazes de inibir de forma significativa a liberagdo
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de IL-6. Quando analisamos IL-8, vimos que tanto NpEt quanto todas as fragcdes mais apolares
foram capazes de diminuir a liberagdo desta citocina, NpEt inibiu em 20%, seguida da
NpEtFAe (13,6%) e NpEtFH (11,5%), vale destacar que a NpEtFD foi a que mais apresentou
efeito (33%), sugerindo que seja pela sua tendéncia a depreciar a viabilidade dos mastécitos. A
citocina IL-13 foi pouco detectada em oito horas de cultura, sendo inclusive, ndo detectada na
dosagem de alguns experimentos. Neste representado na figura 60 apenas a NpEtFD inibiu em

40% a liberacédo desta citocina.
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Figura 60: Efeito de NpEt e subfrades sobre a liberacdo de citocinas das células HMC-1 estimulados com
A23187 e PMA. HMC-1 (2x10°% mL) foram cultivados, em atmosfera imida com 5% de CO, a 37°C por 8h. Os
resultados expressam média £+ EPM de um experimento representativo. Estatistica realizada pelo método de
Tukey +++p<0,001 em relacéo as celulas ndo tratadas (meio). *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001, em relacdo ao
PMA etanol.

Além das citocinas, 0s mastdcitos também liberam mediadores importantes para reacdo

alérgica. Estes mediadores sdo originados com a participacdo da enzima COX2, por isso
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decidimos investigar a expressdo desta enzima quando estimuladas e tratadas com NpEt e
fracbes. Utilizamos o método de western blotting para anélise da expressdao desta enzima. Na
figura 61 vimos um aumento na expressao desta enzima quando as células sdo estimuladas com
PMA e iono6foro e ndo tratadas, e ndo foi observado diferenca na cultura tratada com meio
contendo etanol. Tanto o extrato quanto as fracGes inibiram a expressdo desta enzima apos
oito horas de cultivo e de forma interessante, NpEt foi um pouco menos eficaz que suas

fracOes nesta inibig&o.
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Figura 61: Efeito de NpEt e subfrades sobre a expressao de COX2 nas células HMC-1 estimulados com A23187
e PMA pelo método de western blotting. HMC-1. 2x10°/mL foram estimulas com A23187 (1 uM) e PMA (50
nM) e tratadas com NpEt e subfrabes na concentracdo de 50 pg/mL. O cultivo foi realizado em atmosfera
Umida com 5% de CO; a 37°C por 8hs. Os resultados de um experimento representativo.

4.5- Experimentos in vitro: efeito de NpEt/fracdes sobre a ativacéo de

eosinofilos

Outro tipo celular que foi investigado foram os eosindfilos, pois sdo celulas
consideradas uma das mais importantes na participacdo da resposta alérgica e no caso dos
nossos estudos a asma. Para analisar o efeito do extrato/fragdes nestas células, utilizamos
eosinofilos derivados de medula de camundongos e avaliamos a ativacdo destas células através
da modulacdo do ndmero de corpulsculos lipidicos, que sdo organelas de participacao
importante na modulacdo da resposta inflamatoria, por ser compartimento de armazenagem de
varios mediadores inflamatorios. Na figura 62, vemos que os eosindfilos ja possuem, de forma
basal, uma média de 19,0+0,8 corpusculos por célula. Quando os eosinéfilos sdo incubados
com eotaxina/CCL11, um importante quimiotatico para estas células, as mesmas aumentam
sua quantidade de corpusculo em 48% (28,1+1,08). O pré-tratamento apenas com etanol a
0,17% ndo impediu a producdo de corpusculos quando comparado com as células que sem
tratamento. Quando as células foram pré-incubadas com o extrato/fracdes, na concentracao de
10 pg/mL, NpEt (18%), NpEtFD (32,5%), NpEtFB (30%) e NpEtFAQ (23,5%) reduziu
significativamente a nimero de corpusculos das células. Na concentracdo de 50 pug/mL NpEt,
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NpEtFD e NpEtFAq inibiram a producdo de corplsculo em torno de 30% enquanto que a

NpEtFH diminuiu em 20%. E de forma interessante NpEtFB ndo inibiu a producdo destas

organelas.
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Figura 62: Efeito de NpEt e subfraBes sobre na formagdo de corpusculos em eosindfilos estimulados com
eotaxina. Eosindfilos (3x10°céls/mL) sdo pré-tratados com os extratos/fragdes por 30 min. Nas doses de 10 e 50
pg/mL. Apo6s, as células sdo estimuladas ou ndo com eotaxina (10 ng/ml) por 1h a 37°C. Sdo contados
corpusculos de 50 células em cada condigdo. Os resultados expressam média £+ EPM de duas culturas.
Estatistica realizada pelo método de Tukey. +++p<0,001 em relacdo as células ndo tratadas (meio).*p< 0,05,
**p< 0,01, ***p<0,001 em relacdo ao etanol com excecdo das fracdes NpEtFAQ e NpEtFB que é em relagéo ao
meio com eotaxina/CCL11.

Como houve inibicdo dos corpusculos, verificamos se esta inibicdo ndo seria devido a
toxicidade de NpEt e fracdes, como foi realizado com os linfécitos e mastdcitos. Desta vez,

analisamos a toxicidade pelo ensaio de apoptose com Anexina e P1, como na figura 53.
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Na figura 63 ha os citogramas de tamanho x granulosidade dos eosindfilos. Entre as
celulas viaveis podemos notar dois grupos celulares, um com menor densidade de células com
alta granulosidade e outro grupo com maior densidade de células possui células com tamanho
maior e também alta granulosidade. Selecionamos estes dois grupos para averiguar a
porcentagem de células vivas, em apoptose e mortas, mostrados na coluna B. Tanto 0s
eosintfilos ndo estimulados quanto os estimulados com eotaxina apresentaram uma média de
60% de células vivas, 24% em apoptose inicial e 16% de células mortas. Basicamente todos 0s
tratamentos apresentam o mesmo perfil, nos indicando que nenhum dos tratamentos foram

capazes de reduzir a viabilidade das células em uma hora e trinta minutos de cultivo.
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Figura 63: Anélise citofluorimétrica de eosindfilos tratados por 1h e 30 min com NpEt e fracfes. Eosindfilos
(3x10°céls/mL) foram pré-tratados com os extratos/fragdes (50 pg/mL) por 30 min. Apods, as células sdo
estimuladas ou ndo com eotaxina/CCL11 (10 ng/ml) por 1h a 37°C. Colunas A — Distribui¢do das células em
funcdo de tamanho (FSC-H) e complexidade (SSC-H), mostrando a regido (Gate 1), do gréfico onde estdo as
células utilizadas para as andlises posteriores. Colunas B: Distribuicdo das células selecionadas da regido 1 em
funcdo da fluorescéncia a Anexina V (FL1-H) versus Pl (FL2-H). Experimento representativo. As condicfes de
cultura sdo as mesmas da figura 54.
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4.6- Experimentos in vitro: efeito de NpEt/fracdes sobre hepatocitos

HepG2 é um hepatoma humano e tem sido extensamente utilizado em estudos de
toxicidade de compostos ou substancias. Na figura 64 observamos que nem os extratos nem as
fracOes sdo toxicas para estas células mesmo na dose mais alta. O que deve ser destacado € o
aumento da atividade redutora nas culturas tratadas com NpEtFAQ e NpEtFAe, sendo que
NpEtFAe causou um aumento mais pronunciado (46%).
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Figura 64: Avaliacdo do efeito citotoxico de NpEt e subfrades sobre as células HepG2 pelo método de MTT. As
células (60.000/poco) foram cultivadas com diferentes concentragBes do extrato/fracdes, em atmosfera Umida
com 5% de CO, a 37°C por 24h. Nas Ultimas quatro horas de cultura, foi adicionado a cada pogo 10 pL da
solugdo de MTT a 5 mg/mL. Os resultados expressam média £+ DP de um experimento representativo.
Estatistica realizada pelo método de Tukey. *p< 0,05, ***p< 0,001 em relacdo ao meio com etanol (etanol).

Analisando os resultados dos dados in vitro em conjunto observamos que NpEt
exerceu efeito e, todas as células testadas, porém de forma menos eficaz do que suas fracdes.
NpEtFH, embora diminuiu a proliferacdo dos linfocitos, paradoxalmente, causou um aumento
na liberacdo de IL-5, efeito este ndo desejavel para o tratamento de alergia. NpEtFH também
inibiu a IL-8 liberada pelos mastocitos e a expressdo de COX2 além da inibicdo da producéo
de corpusculo lipidico na dose mais alta. NpEtFD mostrou eficiéncia em inibir a ativacdo de
todas as células, porém devido a sua toxicidade, que foi mostrada mais claramente com 0s
linfocitos. Portanto NpEtFD também ndo é uma boa opcdo para a continuidade dos estudos
em experimentos in vivo. NpEtFAq e NpEtFB tiveram efeito semelhante nos experimentos in

vitro, inibiram a expressdo da COX2 nos mastdcitos, apresentaram efeito na inibicdo da
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producdo de corpusculo lipidico nos eosinofilos, porém ndo apresentaram modulacdo nos
linfocitos, nem inibiram a liberacdo de citocinas nos mastocitos, por isso também ndo foram
selecionadas para 0s experimentos in vivo.

NpEtFAe foi a Unica fracdo que modulou negativamente todas as células testadas: nos
linfocitos, esta inibiu a proliferacdo sem toxicidade, além de impedir a liberacdo de IL-13,
citocina importante, para reacdes alérgicas além de outras citocinas. Nos mastécitos, inibiu a
liberagdo de IL-8 e expressdo de COX2 e nos eosinofilos foi capaz também de impedir a
producdo dos corpusculos. Outro fator interessante é que das concentragfes de 1 a 50 pg/mL
ndo diminuiu a viabilidade dos hepatdcitos, apenas a concentracdo de 100 pg/mL é que
aumentou a atividade redutora mitocondrial das mesmas. Com isso, esta fracéo foi a escolhida
para retorno dos testes in vivo. Um resumo das analises in vitro da intensidade dos efeitos de

NpEt/fragdes sobre os diferentes fendmenos estudados esté ilustrado na tabela 5.

Tabela 5: Resumo do efeito do extrato/fracfes nos experimentos in vitro.

células/anélises NpEt NpEtFH | NpEtFD | NpEtFAe | NpEtFB | NpEtFAQ
Linfécitos T SE + +++ SE SE SE
toxicidade
Linfécitos T SE ++ +++ +++ SE SE
proliferacdo
Linfocitos T + ++ +++ ++ SE SE
citocinas
Mastdcitos SE SE SE SE SE SE
toxicidade
Mastdcitos ++ + ++ + SE SE
citocinas
+++ +++ +++ +++ +++ +++

Mastocitos COX2
Eosindfilos SE SE SE SE SE SE
toxicidade
Eosindfilos

. ++ + +++ + + +++
corpusculos
lipidicos

SE - sem efeito, + - efeito pouco pronunciado, +++ - efeito muito pronunciado
++ - efeito intermediério
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4.7 - Inflamacéo alérgica pulmonar, asma estabelecida: Andlise do

efeito da fracdo NpEtFAe

Para verificarmos se NpEtFAe é mais potente do que NpEt em impedir a migracdo dos
eosintfilos realizamos uma curva dose resposta da fracdo no modelo de asma estabelecida
(figura 65) e observamos que todas as doses testadas foram capazes de inibir a migracdo das
células totais em 36%, 44% e 49% nas doses de 1, 10 100 mg/Kg respectivamente. Os
mononucleares também foram diminuidos por todos os tratamentos em 45% a 55%. Para 0s
eosindfilos todas as doses se mostraram eficientes onde a dose de 1mg/kg reduziu em 23%,
10mg:kg em 45% e a dose de 100 mg/Kg em 57%, semelhante a dexa com uma reducdo de
59%. Entre os tratamentos s6 houve diferenca estatistica entre as doses de 1 e 100 mg/kg.

Embora NpEt na dose de 100mg/kg ndo demonstrou alta eficiéncia em inibir a
migracdo de eosinofilos, apos a inducdo da inflamacéo alérgica, NpEtFAe de forma dose
dependente foi capaz de impedir a progresséo deste fendmeno.

Embora todas as doses de NpEtFAe e a dexametasona tenham inibido a migracéo dos
eosinofilos o resultado da dosagem de EPO no sobrenadante do BAL ndo é semelhante, como
demonstrado na figura 66. Inibicdo significativa somente ocorreu com a dose de 1 e 100 mg/kg
com reducdo em torno de 55%, em relagcdo ao grupo OVA, enquanto de NpEtFAe na dose de
10 mg/kg e dexa apresentaram diminuicdo da EPO em torno de 26,6%. Como ndo houve
diferenca entre os tratamentos de 10 e 100 mg/kg utilizamos a dose de 10 mg/kg para as

andlises posteriores.
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Figura 65: Efeito de NpEtFAe sobre a celularidade do BAL de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4°
dia de desafio 1h ap6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200 pL) de
OVA (10ug) e Al(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com
OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados v.o., com NpEtFAe ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanésia
ocorreu 24h apéds o ultimo desafio. Resultados representam média+EPM de pelo menos dois experimentos (n >
de 10 animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em rela¢do ao grupo
OVA (3x), ***p<0,001 e *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA (6x).
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Figura 66: Efeito de NpEtFAe sobre a liberagdo de EPO no BAL de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacédo pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4°
dia de desafio 1h apos (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 pL) de
OVA (10ug) e AI(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com
OVA (2,5%) por aerolizagdo e tratados v.o., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A
eutanasia ocorreu 24h ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam médiaxtEPM de pelo menos dois
experimentos (n > de 10 animais). Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001
em relacdo ao grupo OVA (3x), **p<0,01 e *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA (6x).

Como NpEtFAe se mostrou eficiente em inibir a migragdo dos eosindfilos, verificamos
a participacdo das citocinas pré inflamatorias da alergia, a fim de analisarmos a participagédo
das mesmas na inibicdo da resposta. Na figura 67 observamos que a quantidade da citocina IL-
4 ¢ decrescida em 109% ap0Os mais trés dias de aerolizacdo, e NpEtFAe decresceu apenas
34%. IL-5 tendeu a um aumento de 28% em relacdo ao grupo OVA 3x, no relativo a
NpEtFAe, houve um decréscimo de 32% da mesma. IL-13 apresentou um comportamento
semelhante a IL-5 com um crescimento de 69% em relacdo ao OVA (3x), NpEtFAe
apresentou maior eficiéncia em reduzir esta citocina (54%). Dexametasona praticamente aboliu
a liberacdo de todas as citocinas testadas, com uma 90% de reducdo em média. Como se trata
de apenas um experimento, muitas destas modulacdes ndo foram estatisticamente

significativas.
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Figura 67: Efeito de NpEtFAe sobre a liberacdo de citocinas no BAL de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4°
dia de desafio 1h ap6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200 L) de
OVA (10ug) e AI(OH)3 (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 minutos
com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados v.o., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22.
A eutandsia ocorreu 6h ap6s o ultimo desafio. Resultados representam média:EPM de dois experimentos (n >
10 animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +p<0,05 em relagdo ao grupo OVA
(3x), ***p<0,001 e *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA (6x).

Também decidimos avaliar se a inibicdo da migracéo seria devido a modulacao negativa
eotaxina/CCL11 e o mediador lipidico PGD,. Neste sentido, pudemos notar que quando
aerolizamos por mais trés vezes, mesmo que ocorra um aumento no ndamero de eosinofilos,
ndo se verifica aumento na liberacdo de eotaxina/CCL11, em relagdo ao ultimo dia de
aerolizacdo e os tratamentos ndo interferiram nesta liberacdo (figura 68). Em se tratando de
PGD,, a continua aerolizacdo com tratamento com veiculo, causou uma diminuicdo de 28%
em relacdo aos animais que foram aerolizados por trés dias. Dexametasona causou uma
inibicdo significativa da presenca deste eicosandide em 40% e NpEtFAe ndo causou
interferéncia em relacdo ao grupo OVA 6x, indicando que in vivo NpEtFAe ndo atua via estes

mediadores para inibir a migracdo dos eosinofilos.
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Figura 68: Efeito de NpEtFAe sobre a liberacdo de eotaxina e PGD, nos pulmdes de camundongos submetidos

ao modelo de inflamagdo pulmonar alérgica e aerolizados por trés dias (3x) ou aerolizados por seis dias e
tratados partir do 4° dia de desafio 1h ap6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10,
solucdo (200 pL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram
desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados v.0., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa
(2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o Gltimo desafio. Resultados representam médiatEPM
de pelo menos dois experimentos (n > de 10 animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-
Keuls. +p<0,05 em relagdo ao grupo OVA (3x), ***p<0,001 e *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA (6x).

Analisando histologicamente os pulmdes dos animais, observamos um intenso infiltrado
perivascular e peribronquiolar além da alteracéo nas celulas epiteliais em comparacdo ao grupo
salina (figura 69).

O gréfico de analise do infiltrado peribronquiolar (figura 70), mostrou que o tratamento
com NpEtFAe inibiu tanto as células totais, quanto os mononucleares, em torno de 35%,
inibicdo esta semelhante ao tratamento com dexametasona. Somente NpEtFAe inibiu o
infiltrado de neutrofilos (76%) e assim como no BAL inibiu também a infiltrado de eosinofilos
peribronquiolares em 54%.

Os mesmos cortes foram analisados tambem para a verificacdo da metaplasia das
células globet (figura 70). O grupo OVA junto com o infiltrado, apresentou grande quantidade
de células globets metaplasicas acarretando um estreitamento no limen bronquiolar. Estas

alteracBes ndo foram revertidas pela administracdo de dexametasona e nem NpEtFAe.
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Figura 69: Imagens representativas de pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacédo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h ap6s (coloragdo com
H&E). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 uL) de OVA (10ug) e Al(OH);
(10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.0., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu
24h apo6s o Gltimo desafio. Imagens representativas da figura 70. Barra de escala 100 uM. As setas indicam
acumulo de células inflamatorias. A estrela indica estreitamento das vias aéreas.

Como observamos mudancas celulares, tal como crescimento da eosinofilia, aumento
na liberacdo de citocinas e outros mediadores, além de alteracBes histologicas quando 0s
animais sao aerolizados e tratados com veiculo, procuramos verificar como estava a funcéo
pulmonar destes animais e se 0s tratados foram capazes causar alguma alteracdo. Na figura 73
observamos os graficos com os resultados de hiperreatividade, que nos revela que os animais
alérgicos apresentam comprometimento pulmonar em relacdo aos animais aerolizados com
salina. O grafico de resisténcia demonstra que, a diferenca entre OVA e salina somente foi
significativa na dose de 9 mg/mL de metacolina com um crescimento de 46%, nem
dexametasona, nem NpEtFAe foram capazes de alterar 0 aumento da resisténcia dos animais.
J& no gréfico de complacéncia, vemos uma diferenca mais clara entre o grupo OVA e o salina
com reducdo de 43% quando ndo h& metacolina, até em torno de 100% nas doses de 3 a 9
mg/mL. Novamente os tratamentos mostraram-se ineficazes em reverter estas alteracoes.

Analisamos também a elastancia, que é o inverso da complacéncia, o grupo ndo desafia do com
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salina (salina) somente apresentou diferenca significativa com relagdo ao grupo OVA nas doses
de 3 a 27 mg/mL (50%). Desta vez, apenas a grupo dexametasona apresentou melhora neste
parametro, com reducdo de 32%. Com isso, sugerimos que NpEtFAe ndo foi capaz de reverter
a hiperreatividade quando o tratamento foi administrado quando os animais ja apresentavam

comprometimento dos pulmdes, dexametasona também ndo foi eficaz.
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Figura 70: Andlise peribronquiolar nos pulmfes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds (coloracdo com
H&E). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 pL) de OVA (10ug) e AI(OH);
(10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.o., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu
24h ap6s o ultimo desafio. Resultados representam médiaxtEPM de 3 pulmdes (6 bronquiolos por pulméo).
Andlise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em relacdo ao grupo salina,
**p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo OVA.
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Figura 71: Imagens representativas de pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacédo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h ap6s (coloragdo com PAS).
Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 uL) de OVA (10ug) e AI(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacéo
e tratados v.o., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h ap6s o
Gltimo desafio. Imagens representativas da figura 72. Barra de escala 100 uM. As setas indicam acimulo de
células inflamatdrias. A estrela indica estreitamento das vias aéreas.
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Figura 72: Andlise da produgdo de muco em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica, aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds (coloracdo com PAS).
Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solu¢do (200 pL) de OVA (10ug) e Al(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por aerolizacéo
e tratados v.o., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu 24h apds o
Gltimo desafio. Resultados representam médiatEPM de 6 pulmdes (6 bronquiolos por pulméo). Andlise
estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++p<0,001 em relac¢éo ao grupo salina.
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Figura 73: Analise hiperreatividade brénquica em camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar de camundongos através do sistema de BUXCO invasivo e aerolizados por seis dias e tratados partir
do 4° dia de desafio 1h apds (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solugdo (200 uL)
de OVA (10ng) e Al(OH); 10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com
OVA (2,5%) por aerolizacdo e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds, v.0., com NpEtFAe (10 m/kg) ou
dexa (2 mg/kg). A eutanasia ocorreu 6h ap6s o ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de dois
experimentos (n > 10 animais). Analise estatistica realizada pelo método de Bonferroni. + p<0,05, ++p<0,01,
+++ p<0,001 em relacdo ao grupo salina, **p<0,01, ***p<0,001 em relacdo ao grupo OVA.

Além de analisar os pulmdes, buscamos determinar em qual compartimento NpEtFAe
poderia estar atuando de modo a modular resposta celular. Para tal, analisamos o perfil celular
da medula e do sangue dos animais tratados com NpEtFAe e estimulados com OVA. Na figura
74 que relata a porcentagem de células presentes na medula observamos que a aerolizagédo
acarreta um aumento de 40% de eosindfilos. Todavia, 0 tratamento tanto com dexametasona
guanto com NpEtFAe ndo impediu o aumento do percentual destas células na medula, com um

aumento de 22% e 35% respectivamente.
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Figura 74: Efeito de NpEtFAe sobre a celularidade na medula de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica de camundongos aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio
1h apo6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de OVA (10ug) e
AIl(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos foram desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.0., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanasia ocorreu
6h apds o ultimo desafio. Resultados representam médiaxtEPM de pelo menos dois experimentos (n > de 10
animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls.

No sangue (figura 75), a diminuicdo de 23% nas células totais, comparando 0s grupos
salina com o OVA néo foi diferente estatisticamente, também néo foi diferente a administracédo
com NpEtFAe com uma reducdo de 20% em relagdo ao grupo OVA, todavia dexametasona
inibiu em 86%. Este perfil dos tratamentos foi seguido na analise dos mononucleares,
neutrofilos e até os eosinodfilos onde NpEtFAe ndo causou efeito.

A aerolizagdo por seis dias causou uma alta na liberacdo de IgE no sangue (82%) em
relacdo aos animais que foram aerolizados por apenas trés dias. O tratamento com
dexametasona inibiu (20%), mas ndo de forma significativa, apenas NpEtFAe apresentou o

fenbmeno de forma significativa com reducéo de 38% (figura 76).
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Figura 75: Efeito de NpEtFAe sobre a celularidade no sangue de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica de camundongos aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio
1h apo6s (6x). Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 uL) de OVA (10ug) e
AIl(OH); (10 mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sao desafiados por 20 min com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.0., com NpEtFAe (10 mg/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutanésia ocorreu
6h apo6s o dltimo desafio. Resultados representam médiatEPM de pelo menos dois experimentos (n > de 10
animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 em
relacdo ao grupo OVA.
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(39 (6x) Figura 76: Efeito de

NpEtFAe sobre da liberagdo
de IgE no soro de camundongos submetidos ao modelo de inflamacdo pulmonar alérgica de camundongos
aerolizados por 3 dias (3x) ou aerolizados por seis dias e tratados partir do 4° dia de desafio 1h apds (6x).
Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 10, solucdo (200 pL) de OVA (10ug) e Al(OH); (10
mg/mL). Do dia 19 ao dia 24, os camundongos sdo desafiados por 20 minutos com OVA (2,5%) por
aerolizacdo e tratados v.0., com NpEtFAe (10 m/kg) ou dexa (2m/kg) a partir do dia 22. A eutandsia ocorreu 6h
apos o Ultimo desafio. Resultados representam médiatEPM de pelo menos dois experimentos (n > de 10
animais). Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +++ p<0,001 em relagdo ao grupo OVA
(3x), **p<0,01 em relagdo ao grupo OVA (6x).
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4.8 - Inflamacdo alérgica pulmonar croénica: Analise do efeito da
fracédo NpEtFAe

Como o tratamento dos animais submetidos ao modelo de asma estabelecida com
NpEtFAe foi capaz impedir a progressdo de alguns aspectos caracteristicos da asma como
migracdo de eosinofilos, liberacdo de citocinas e do anticorpo IgE, resolvemos investigar a
atuacdo desta fracdo num modelo de asma crdnica. Primeiramente verificamos a presenca de
células inflamatérias apos trés dias de instilacdes, caracterizado como fase aguda. Na figura 77
constatamos um pequeno aumento no ndmero de eosindfilos (de 0 no grupo salina para 0,05 x
10° no grupo OVA), porém como houve uma alta variabilidade na contagem, este aumento nio
foi significativo. Apos esta analise os animais foram tratados com dexametasona (2 mg/kg) ou
NpEtFAe (10 mg/kg) todos os dias, enquanto que as instilagdes foram realizadas duas vezes
por semana por quatro semanas consecutivas. Quando verificamos a quantidade de células
apos o término o experimento (figura 78), ndo observamos diferencas significativas nos valores
do gréfico de células totais, mononucleares e neutrofilos, acreditamos que falta de estatistica
seja devido ao baixo n de animais. Todavia, podemos observar diferenca significativa na
quantidade de eosindfilos com uma média de 0,07 x 10° em relacdo ao grupo instilado com
salina com auséncia de eosinofilos no BAL, dexametasona impediu a migracdo em 77% e
NpEtFAe reduziu estas células em 20%.

Como houve um tratamento prolongado dos animais com dexametasona e NpEtFAe,
analisamos um dos parametros necessarios para verificar uma provavel toxicidade em
decorréncia destes tratamentos. E foi constatado na figura 79, que o tratamento prolongado
com o veiculo ndo alterou o peso dos animais comparado com 0 grupo que ndo recebeu
tratamento, nem instilacdo com OVA (salina), o tratamento com NpEtFAe também ndo causou
alteracdo de peso em todos os periodos testados, em compensacdo, dexametasona, a partir da
segunda semana de tratamento acarretou perda de peso nos animais, neste periodo, 0s animais
do grupo salina apresentavam uma média de 23,8 £ 1,1g enquanto que 0 grupo dexametasona

uma média de 20 + 1,69, chegando a 19,3 £ 1,6 g no final do tratamento.
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Figura 77: Analise da celularidade no BAL de camundongos submetidos ao modelo de inflamacédo pulmonar
alérgica cronica, apds trés dias de instilacdo. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos dias 0 e 12 uma
solugdo (200 pL) de OVA (50pg) e Al(OH); 0,5 mg). Nos dias 24, 26 e 28, os camundongos sdo desafiados
com 20 pg de OVA em 20 uL. A eutandsia ocorreu 24h ap6s o ultimo desafio. Resultados representam
média£DP de um experimento. Anélise estatistica realizada pelo t-student.

As imagens histoldgicas (figura 80) e o grafico (figura 81) nos mostram o aumento do
infiltrado celular que ocorre no parénquima pulmonar quando ha repetidas instilagdes por um
longo periodo. A micrografia representativa do grupo OVA e o grafico (figura 80 e 81) nos
mostra o infiltrado inflamatorio pronunciado tanto ao redor dos brénquios, quanto dos vasos
sanguineos. Como visto no BAL, dexametasona foi capaz de atenuar este infiltrado em 20%,
além da alteracdo morfoldgica das células epiteliais. A migracdo também foi impedida também
pelo tratamento com NpEtFAe (30%), como mostra o grafico de células totais e
mononucleares, porém o tratamento ndo foi capaz de reduzir o infiltrado de eosinofilos ao

redor dos bronquios e aparentemente dos vasos sanguineos.
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Figura 78: Efeito de NpEtFAe sobre a celularidade no BAL de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacéo pulmonar alérgica crénica. Camundongos foram instilados por 3 dias (3x) ou instilados duas vezes
por semana, por quatro semanas e tratados partir do da quarta instilacdo, todos os dias (8x). Camundongos
BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 12 uma solucgéo (200 pL) de OVA (50ug) e Al(OH); 0,5 mg). Nos
dias 24, 26 e 28, os camundongos sdo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras instilagdes foram
realizadas duas vezes por semana por quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento com NpEtFAe
(10mg/kg) e dexa (2 mg: kg) todos os dias. A eutanasia ocorreu 48h apds o Ultimo desafio. Resultados
representam media de um experimento. Anélise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +p<0,05
em relacdo ao grupo salina (8x), *p<0,05 em relacdo ao grupo OVA (8x),
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Figura 79: Efeito de NpEtFAe sobre o peso corporal de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica cronica. Camundongos foram instilados por 3 dias e apds duas vezes por semana, por quatro
semanas e tratados partir do da quarta instilagdo, todos os dias. Camundongos BALB/c receberam via i.p., nos
dias 0 e 12 uma solugéo (200 pL) de OVA (50ng) e Al(OH); 0,5 mg). Nos dias 24, 26 e 28, os camundongos
sdo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras instilagfes foram realizadas duas vezes por semana por
quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa (2 mg/kg) todos os
dias. As pesagens foram realizadas no final de cada semana. Resultados representam médiatDP de um
experimento. Estatistica realizada pelo método de Bonferroni. ***p<0,001 em relacdo ao grupo salina.

O grafico com pulmdes colorados com PAS, mostrado na figura 82 e 83 nos revela a
alta liberagdo do muco em comparacdo com o salina que ndo nos revelou a alteracdo destas
células. Os pulmdes dos animais tratados com dexametasona tiveram este fenémeno reduzido,
porém ndo significativamente devido ao pequeno numero de animais. Os pulmdes dos animais
administrados NpEtFAe possuem tiveram uma discreta reducdo da producdo de muco (24%)

em relacdo ao grupo OVA.
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Figura 80: Imagens representativas de pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar alérgica cronica (coloragdo com H&E). Camundongos foram instilados por 3 dias e ap6s, duas vezes
por semana, por quatro semanas e tratados partir do da quarta instilacéo, todos os dias. Camundongos BALB/c
receberam via i.p., nos dias 0 e 12 uma solugéo (200 pL) de OVA (50ug) e Al(OH); (0,5 mg). Nos dias 24, 26 e
28, os camundongos sdo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras instilacdes foram realizadas duas
Vezes por semana por quatro semanas consecutivas, além do tratamento com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa (2
mg/kg) todos os dias. A eutanasia ocorreu 48h apds o ultimo desafio. Imagens representativas da figura 81.
Barra de escala 100 uM. As setas indicam acumulo de células inflamatdrias.

Além do infiltrado inflamatorio e da producdo de muco, outra caracteristica marcante
do remodelamento das vias aéreas é o depoésito de colageno, que pode ser visualizado pela
coloracdo de picrosirius, como mostrado na figura 84. De acordo com os graficos da figura 85,
vimos que os pulmdes dos animais do grupo salina, ndo apresentam uma deposicdo de
coladgeno pronunciada ao redor dos bronquios, em contrapartida, o grupo OVA, apresentou
um aumento na deposicdo do colageno de 27% e que este aumento co-localiza com o
infiltrado celular. Um depdsito mais denso de colageno pode ser observado ao redor dos vasos
sanguineos também ao compararmos com o grupo salina. O grupo dexametasona ndo
apresentou diferenca de densidade na deposicdo das fibras de colageno embora o infiltrado

esteja reduzido. Ja os animais que foram tratados com NpEtFAe mostraram uma reducdo na
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deposicdo de colageno de 51% principalmente na regido peribronquiolar, embora estes dados

ndo foram significativos.
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Figura 81: Analise do infiltrado peribronquiolar nos pulmdfes de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacdo pulmonar alérgica cronica (coloragdo de H&E). Camundongos foram instilados por 3, dias e ap6s
duas vezes por semana, por quatro semanas e tratados partir do da quarta instilacdo, todos os dias.
Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 12 uma solugéo (200 uL) de OVA (50ug) e Al(OH);
0,5 mg). Nos dias 24, 26 e 28, os camundongos sdo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras
instilacdes foram realizadas duas vezes por semana por quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento
com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa (2 mg: kg) todos os dias. A eutanasia ocorreu 48h apds o ultimo desafio.
Resultados representam média de um experimento. Anélise estatistica realizada pelo método de Newman-
Keuls. +p<0,05 em relacéo ao grupo salina (8x), *p<0,05 em rela¢do ao grupo OVA (8x).
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Figura 82:
pulmonar alérgica cronica (coloragdo com PAS). Camundongos instilados por 3 dias e apds, duas vezes por
semana, por quatro semanas e tratados partir do da quarta instilagdo, todos os dias. Camundongos BALB/c
receberam via i. p., nos dias 0 e 12 uma solugdo (200 pL) de OVA (50ug) e Al(OH); 0,5 mg). Nos dias 24, 26 e
28, 0s camundongos sdo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras instilacdes foram realizadas duas
VEezes por semana por quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa
(2 mg/kg) todos os dias. A eutanasia ocorreu 48h apds o Gltimo desafio. Imagens representativas da figura 82.
Barra de escala 100 uM. As setas indicam células globets metaplasicas. A estrela indica estreitamento das vias
brénquios.
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Figura 83: Andlise da produgdo de muco em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de inflamagéo
pulmonar alérgica cronica (coloragdo com PAS). Camundongos foram instilados por 3 dias e ap6s, duas vezes
por semana, por quatro semanas e tratados partir do da quarta instilacéo, todos os dias. Camundongos BALB/c
receberam via i. p., nos dias 0 e 12 uma solugéo (200 pL) de OVA (50ug) e AI(OH); 0,5 mg). Nos dias 24, 26 e
28, 0s camundongos séo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras instilagBes foram realizadas duas
Vezes por semana por quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa
(2 mg: kg) todos os dias. A eutandsia ocorreu 48h ap6s o Ultimo desafio. Resultados representam média de um
experimento. Analise estatistica realizada pelo método de Newman-Keuls. +p<0,05 em relagdo ao grupo salina
(8x), *p<0,05 em relagéo ao grupo OVA (8x),
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Figura 84:
pulmonar alérgica cronica (coloragdo com picrosirius). Camundongos foram instilados por 3 dias e ap6s, por
guatro semanas e tratados partir do da quarta instilagéo, todos os dias. Camundongos BALB/c receberam via i.
p., nos dias 0 e 12 uma solugdo (200 pL) de OVA (50ug) e Al(OH); 0,5 mg). Nos dias 24, 26 e 28, os
camundongos sdo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras instilagBes foram realizadas duas vezes por
semana por quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa (2 mg/kg)
todos os dias. A eutanasia ocorreu 48h ap6s o ultimo desafio. Imagens representativas da figura 85. Barra de
escala 100 pM. As setas indicam deposicao de fibras de colageno.
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Figura 85: Anélise da deposicdo de coldgeno em pulmdes de camundongos submetidos ao modelo de
inflamacéo pulmonar alérgica crénica (coloragdo com picrosirius). Camundongos foram instilados por 3 dias e
apo6s duas vezes por semana, por quatro semanas e tratados partir do da quarta instilacdo, todos os dias.
Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 12 uma solucgdo (200 uL) de OVA (50ug) e AI(OH)3
0,5 mg). Nos dias 24, 26 e 28, os camundongos séo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras
instilacBes foram realizadas duas vezes por semana por quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento
com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa (2 mg/kg) todos os dias. A eutanasia ocorreu 48h ap6s o Ultimo desafio.
Resultados representam médiatEPM de 3 pulmdes (mais de 8 bronquiolos por pulméo). Andlise estatistica
realizada pelo método de Newman-Keuls.
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J& que os animais tratados com veiculo apresentaram alteracfes pulmonares
condizentes com o que ocorre no remodelamento das vias aéreas, buscamos avaliar se também
havia diferenca na hiperreatividade. E o que verificamos (figura 86) é que os animais do grupo
OVA apresentaram comprometimento da fisiologia pulmonar em relagdo ao grupo instilado
com salina, embora ndo ocorreu grande diferenca estatistica, devido ao baixo numero de
animais. Verificando a resisténcia vimos que s6 houve diferenca estatistica entre o grupo OVA
e 0 salina na concentracdo de 27mg/mL de metacolina, um aumento de 57%. Os tratamentos
ndo reverteram o aumento da resisténcia. A alteracdo na funcdo pulmonar foi mais pronunciada
na analise da complacéncia, no qual os pulmdes do grupo OVA estavam menos complacentes
em 57%, 88%, 108% e 81% nas concentracdes crescentes de metacolina. Novamente, o0s
tratamentos ndo reverteram este parametro. Foi apenas observado uma tendéncia na melhora
da elastancia quando os animais foram tratados com NpEtFAe (38% na concentracdo de
27mg/mL de metacolina), contudo este parametro ndo apresentou nenhuma diferenca

estatistica.
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Figura 86: Andlise hiperreatividade bronquica em camundongos submetidos ao modelo de inflamacéo
pulmonar crénica, através do sistema de BUXCO invasivo. Camundongos foram instilados por 3 dias e ap0s,
duas vezes por semana, por quatro semanas e tratados partir do da quarta instilacdo, todos os dias (8x).
Camundongos BALB/c receberam via i. p., nos dias 0 e 12 uma solugdo (200 uL) de OVA (50ug) e AI(OH);
0,5 mg). Nos dias 24, 26 e 28, os camundongos sdo desafiados com 20 pg de OVA em 20 pL. Outras
instilacBes foram realizadas duas vezes por semana por quatro semanas consecutivas (8x), além do tratamento
com NpEtFAe (10mg/kg) e dexa (2 mg/kg) todos os dias. A eutanasia ocorreu 48h ap6s o ultimo desafio.
Resultados representam médiatDP de um experimento. Anélise estatistica realizada pelo método de
Bonferroni.
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5 — Discussao

Os modelos de alergia e de asma murina tém sido ferramentas importantes para a
elucidagcdo dos mecanismos moleculares envolvidos nestas doencas. Isto ocorre devido as
similaridades entre os modelos que utilizam animais e a doenca em humanos. De um modo
geral, o perfil de citocinas Tn2 (IL-4, IL-13 e IL-5), a presenca de hiperplasia das células
globet, a resposta neutrofilica e eosinofilica, a producéo de IgE, a hiperreatividade e alteracéo
da resisténcia das vias aéreas, resposta envolvendo células de meméria, 0 remodelamento das
vias aéreas e a fibrose subepitelial, sdo caracteristicas marcantes da asma e que podem ser
analisadas utilizando estes modelos animais. Ambas as espécies respondem a alguns
medicamentos muitos utilizados no tratamento da asma, como antagonistas de leucotrienos e
de receptores dos mesmos, estabilizadores de mastdcitos, anticorpo contra IgE, inibidores de
PDEA4 e corticdides, nos permitindo o uso de alguns destes medicamentos para compararmos a
eficacia do nosso extrato e outras substéncias teste como algumas drogas disponiveis no
mercado. Nos nossos experimentos utilizamos como farmaco de referéncia a dexametasona,
um glicocorticoide, por este tipo de medicamento ser o mais utilizado para o tratamento da
asma.

N. procerum, nossa planta de estudo, pertence a familia bromeliaceae. Poucos estudos
tém sido feito com esta familia, principalmente no que diz respeito a acdo de extratos e/ou
principios ativos isolados desta espécie sobre a reacdo inflamatoria. Uma das pesquisas que
tem sido realizada € o estudo da bromelina, uma enzima extraida da Ananas Cosmusus que
também pertence a familia bromeliaceae. Esta enzima € utilizada, assim como NpEt, em
estudos de inflamacéo e alergia. A descoberta da bromelina e o estudo com NpEt, reforca a
importancia de mais pesquisas farmacoldgicas de plantas desta familia. NpEt mostrou-se mais
eficiente do que esta substancia, para exercer o efeito antialérgico a bromelina € administrada
na concentracdo de 200 mg/kg (Secor e cols., 2007), enquanto que NpEt exerceu efeito de
inibicdo da migracdo de eosindfilos e liberacdo de proteinas no BAL e hiperreatividade com
1mg/kg. Também, o extrato foi capaz até mesmo de ser mais potente do que o antagonista do
receptor de leucotrienos, montelukast que foi utilizado entre as doses de 10mg/kg a 30 mg/kg
e a substancia isolada &cido tiarélico (TA) extraido da planta Tiarella polyphylla (familia
Saxifragaceae) que foi ativo na dose de 30 mg/kg com um modelo que gera grande quantidade
de células no total do BAL (Lee e cols., 2012). Até o ligante de PPARy, KR62980 s6 foi
capaz de inibir a asma partir de 10 mg/kg, mas por via i.p (Won e cols., 2009). Todos os testes

mencionados acima foram realizados em modelos de inflamacéo alérgica pulmonar semelhante
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ao utilizado pelo nosso grupo, no qual o tratamento com substancia ou extrato teste € iniciado
uma hora antes ou depois do primeiro desafio (aerolizacdo) e continua até o ultimo. Estas
comparacgdes nos ddo a idéia da poténcia de NpEt.

Junto com transmigracdo das células do sangue para o pulmd@ ocorre o
extravasamento de proteinas para o parénquima pulmonar quando animais sdo desafiados com
OVA, ou seja, aumento de fluido dos capilares para os espacos alveolares. Com relagdo o0s
resultados de dosagem de proteinas foram condizentes com o resultado da migracdo de
eosinofilos, nos mostrando que a dose de 1 mg/kg, além de reduzir, poderia ser capaz de
manter protecdo da barreira alvéolo-capilar, ou regular a expressdo de aquaporinas (Dong e
cols., 2012).

A inibicdo da migracdo para os pulmdes foi corroborada pela anlise histoldgica dos
pulmbes por H&E no qual vimos que, além da infiltracdo peribronquiolar, foi possivel observar
uma mudanca nas células epiteliais, aléem da metaplasia das celulas globet. Todos estes
parametros foram bloqueados pelo tratamento com o NpEt. Além disso, NpEt foi capaz de
inibir a broncoconstriccdo, no modelo de inflamacdo alérgica pulmonar aguda utilizado nos
nossos experimentos. Com estes resultados podemos sugerir que NpEt estaria inibindo a
liberagdo das citocinas IL-5, 1L-13, eotaxina, além de mediadores lipidicos como CisLt, PGD,
(aumentados em pacientes em pacientes alérgicos [Robinson e cols., 1992, Kuperman e cols.,
2008]). Assim como o extrato aquoso de N. procerum inibiu a liberacdo de eotaxina e 1L-13
em animais desafiados com OVA (Vieira-de-Abreu e cols.,, 2005). Ja que estes sao
responsaveis pela migracédo de eosindéfilos, hiperreatividade metaplasia das células globet. Vale
destacar que NpEt foi capaz de inibir a hiperreatividade, até mesmo melhor do que
dexametasona.

A revisdo bibliografica realizada por Rosenberg e cols., (2013) cita varios estudos que
sugerem como alvo para o tratamento da asma os eosinofilos (migracdo e eosinofilopoiese)
poderiam promover beneficios terapéuticos para esta doencga, por isso a importancia de
verificar se NpEt seria capaz de inibir a producdo de eosinéfilos e a sua circulacdo. Desta
forma, analisamos a contagem de células totais e analise diferencial do sangue e da medula,
além do BAL. No sangue, observamos uma reducdo no nimero de células totais em relacéo ao
grupo salina, provavelmente devido a um aumento dessas células no pulmdo, porém o
tratamento com NpEt ndo causou mudanca significativa. Nestas condicGes, o tratamento com
dexametasona causou aumento na quantidade de neutréfilos circulantes no sangue, e como
consequéncia ao redor dos bronquiolos, embora seja controverso, este fendbmeno é bem
descrito na literatura (Liles e cols., 1995, Nittoh e cols., 1998 e Zhang e cols., 2001). Porém
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ndo houve diferenca significativa nem mesmo entre os controles, tanto na contagem da medula
quanto no sangue. Essa falta de diferenca pode ter sido devido aos experimentos terem sido
realizados com a linhagem de camundongos C57BL/6. Esta linhagem ndo é t&o responsiva aos
modelos envolvendo resposta T2. Ainda assim, esta linhagem foi utilizada em um estudo, no
qual demonstrou-se que esta linhagem responde ao estimulo antigénico, com infiltracdo
inflamatéria e producdo de muco, 0 grupo empregou o sistema de Buxco invasivo para
demonstrar hiperreatividade brénquica nesta linhagem (Pinelli e cols., 2009). Os camundongos
C57BL/6 também sdo utilizados em experimentos de elucidacdo de mecanismos moleculares
de doencas alérgicas, com animais knockout que utilizam esta linhagem como background
genético (Angkasekwinai e cols., 2010).

Embora poderiamos dizer que NpEt possui um potencial antialérgico, essa sugestdo
merece cautela, pois diversos cientistas salientam as dificuldades de diversos compostos se
mostrarem eficazes tanto em camundongos quanto em humanos. Estes aspectos sao
primeiramente devido a diferencas entre os modelos murinos de asma e a doenga em humanos,
dentre elas podemos citar que as vias aéreas murinas Sdo mais estreitas em termos absolutos,
porém mais largas em relacdo ao tamanho corporal humano, 0os humanos possuem mais
musculatura lisa, mais glandulas submucosas do que os camundongos. Camundongos possuem
a parede do peito mais complacente com menor capacidade residual do que os humanos.
Eosinofilos murinos desgranulam menos se comparado com 0s humanos além da distribuicéo
destas células serem diferentes entre as espécies, a inflamagdo perivascular é muito mais
proeminente em camundongos. Outro aspecto que acarreta grande falha de agentes
identificados com potencial terapéutico em modelos murinos para o tratamento em humanos, é
que o tratamento nos modelos murinos é realizado principalmente de forma profilatica. Os
candidatos sdo testados com a habilidade de inibir o desenvolvimento da doenca como foi
realizado com os C57BL/6 e ndo como terapéutico (que suprime a doenca estabelecida). Estes
aspectos explicam o fato de que substancias como antagonistas de PAF, IL-12, IL-4 e IL-5,
foram efetivos em modelos murinos, porém ndo em humanos. Outro exemplo que podemos
citar, refere-se ao antagonista de IgE que falhou no tratamento da asma em camundongos,
porém mostrou se efetivo em humanos. Uma das explicacGes para estes problemas, é que em
estudos com humanos, novas drogas sdo testadas como agentes terapéuticos e ndo profilaticos
(Revisado por Finkelman e cols., 2008).

Por isso decidimos testar NpEt no modelo de asma estabelecida previamente mostrado
em Vieira-de-Abreu e cols., 2005. Neste artigo o extrato aquoso de N. procerum foi testado a
partir do quarto dia de aerolizagdo. Inicialmente, realizamos uma caracteriza¢do do modelo em
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nossas condicdes experimentais, ap0s os trés primeiros dias de aerolizacdo. Além disso,
utilizamos os camundongos da linhagem BALB/c que é umas das linhagens mais utilizadas, por
sua variabilidade genética permitir um melhor desenvolvimento de reagdes alérgicas se
comparado com outras linhagens como C57BL/6 e o Swiss. Este aspecto condiz com o que
ocorre com 0s humanos, pois algumas variabilidades no genoma humano também influenciam
na suscetibilidade ao desenvolvimento de asma (revisado por Finkelman e cols., 2008).

Além do pulméo, analisamos a medula o e sangue dos animais, pois no modelo
utilizado com os camundongos C57BL/6 ndo houve diferenca significativa tanto no nimero de
células totais, quando no numero de eosindfilos entre os animais aerolizados com salina e 0s
aerolizados com OVA, mesmo com um aumento significativo das células principalmente
eosinofilos, no BAL. Estes resultados ocorreram provavelmente devido ao tipo de resposta
desenvolvida por esta linhagem como dita anteriormente. Como o0 modelo de asma
estabelecida foi realizada com BALB/c e esta linhagem apresenta melhor resposta do tipo T2,
gostariamos de verificar se haveria uma maior producdo destas celulas na medula com
consequente migragdo para o pulmdo. As analises nos mostram que os trés dias de aerolizacéo,
ja foram suficientes para causar um aumento na producéo e circulagédo de eosinofilos e que este
aumento causou um acumulo no BAL.

Nos pulmdes, além de um aumento no ndmero de células, houve o aumento no
extravasamento de proteina, e uma marcante liberacdo de EPO. Todos estes resultados estdo
correlacionados ndo s6 com o aumento de eosinofilos mas também com o aumento de IL-5 e
de eotaxina, importantes agentes quimioatratores dos eosinofilos. A analise histoldgica obtida
também indicou a presenca de um quadro inflamatorio alérgico que pdde ser caracterizado por
um importante infiltrado peribronquiolar. Também observamos um aumento nas citocinas
responsaveis pela resposta alérgica. Embora IL-4, esteja presente nos pulmdes, os trés dias de
aerolizacdo ndo foram suficientes para um aumento estatistico na producdo de IgE, ja que a
producdo deste anticorpo € modulada principalmente por esta citocina. O que podemos reparar
é que os animais sensibilizados, porém aerolizados com salina ja possuem uma quantidade alta
de IgE, isso devido a sensibilizacdo. Podemos observar também alteracdo das células globet e
presenca de hiperreatividade, estes fendmenos estdo correlacionados com uma alteracdo no
perfil de citocinas, em especial a IL-13 que apresenta-se aumentada. Além das citocinas, 0s
mediadores lipidicos como PGD, e CisLt também foram dosados e se encontram aumentados.
Estes mediadores modulam a fisiologia muscular das vias aéreas, causando broncoconstriccao,
vasodilatacdo, aumentando a permeabilidade capilar e a producdo de muco, facilitando a
migracdo transendotelial das células inflamatdrias (Arima e Fukuda e cols., 2011). A partir do
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conjunto de dados obtidos concluimos que 0s animais ja& possuem um quadro alérgico
expressivo apos trés dias de aerolizago. Isto estd mais condizente com a clinica, pois antes da
medicacdo os individuos sdo diagnosticados ou ndo com asma de acordo com a fungéo
pulmonar (jornal brasileiro de pneumologia, S5).

Caracterizada a presenga de um quadro de inflamacdo alérgica em nosso modelo,
iniciamos a avaliagdo do NpEt. Para tal, passamos a tratar os animais a partir do quarto dia de
aerolizacdo. Cabe destacar, que a aerolizacdo foi mantida ao longo do estudo, uma vez que sua
suspensdo levaria os animais a entrarem na fase de resolucdo (Kearley e cols., 2009)
constituindo-se um outro modelo diferente do qual objetivamos estudar. Além disso, ndo
observariamos a real poténcia do extrato, quando o tratamento foi realizado ap6s o quadro ja
instalado. Observamos que NpEt ndo se apresentou tdo eficiente como dantes, ou seja, nos
modelos mais descritos na literatura, nos quais o tratamento é administrado antes do desafio
antigénico, ndo permitindo o estabelecimento das caracteristicas da doenga. A dexametasona
funcionou neste modelo o0 que comprova sua poténcia como uma boa droga padrdo. Nossos
experimentos até agora mostram por que os modelos experimentais de tratamento profilatico
sdo tdo criticados e que varios possiveis agentes terapéuticos foram bons em murinos e ndo
funcionaram em humanos (Persson e cols., 2002, Corry e cols., 2006 e Taube e cols., 2004).

Como o tratamento com 1 mg/kg de NpEt neste modelo ndo fez efeito tentamos o
mesmo tratamento desta vez, duas vezes ao dia como varios medicamentos s&o administrados.
Mesmo com esta estratégia de tratamento, a dose de 1mg/kg nédo surtiu efeito sobre o BAL.
Ao aumentarmos a dose para 10mg/kg observamos que administracdo uma vez ao dia tendeu a
diminuir a quantidade de eosinofilos enquanto que o tratamento duas vezes ao dia ndo
apresentou efeito sobre a inflamacdo. Este fato pode estar correlacionado com a presenca de
que se expressa quando o extrato € administrado de forma repetida no mesmo dia. Ja que a
dose de 10 mg/kg administrada uma vez ao dia teve tendéncia a diminuir a inflamacéo,
resolvemos aumentar a dose para verificarmos se ha efeito. Tanto a dose de 100 mg/kg quanto
a de 500 mg/kg sdo doses também testadas na literatura (Mabalirajan e cols., 2010, Jung e
cols., 2012). Ambas as doses foram capazes de inibir os eosinofilos de alguma forma ou na
migracdo como a dose de 100 mg/kg como na liberacdo de EPO 500 mg/kg. Cabe apontar que
a dificuldade em se caracterizar uma diferenca mais marcante nas analises se deveu a uma
discreta contaminacdo com sangue no BAL de alguns animais utilizados. Na histologia, estas
doses inibiram a migragéo peribronquiolar, sendo que dose de 100 mg/kg foi a que apresentou

......
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globet. Resolvemos também testar a aerolizagdo com NpEt por que tanto os corticdides
quanto os agonistas 2 sdo administrados nas vias aéreas, por aerossol apresentando um efeito
local. Porém mostramos que NpEt ndo possui efeito local sobre a migracdo celular, porém
poderiamos ter analisado a hiperreatividade, para verificar se NpEt possuiria um efeito como
os agonistas B2, que possuem atividade no alivio da broncoconstricgdo. Poucos compostos sao
testados pré clinicamente desta forma na literatura e ndo apresentaram efeito positivo
terapéutico, como por exemplo, Duan e cols., 2008 aerolizaram com oligonucleotideos
antisenso p-38a, que foi eficiente em inibir as caracteristicas da asma, porém nao foi de forma
curativa. Uma alternativa seria tentar aerolizar o extrato com particulas extrafinas, como
Ivancso e cols., 2013, que aerolizou corticoides desta maneira obtendo uma melhora adicional
na funcdo pulmonar de pacientes com diferentes fenotipos de asma, se comparado com a
formulagdo comum de corticoides inalatérios. Nossos resultados mostraram que ao ser
administrado de forma profilatica, NpEt foi capaz de inibir o desenvolvimento da doenga na
dose de 1 mg/kg em 58%, enquanto que, quando testamos no modelo mais aproximado ao tipo
de tratamento que ocorre em humanos, 0 mesmo extrato ndo foi capaz de inibir a progressdo
da doenca na mesma dose, para isso tivemos que aumentar a dose em cem vezes, pelo menos,
e ainda assim com uma eficacia menor, em relacdo ao modelo classico.

Pelas observacfes que NpEt nas doses de 10, 100 e 500 mg/kg apresentaram alguma
inibicdo mesmo de forma discreta, nos propusemos a fracionar o extrato para observarmos se
polaridade crescente sendo eles o hexano, diclorometano, acetato de etila e butandlico. Os
solventes hexano podem extrair lipidios, ceras, pigmentos furocumarinas, diclorometano, bases
livres de alcaloides, Oleos volateis, glicosideos cardiotonicos entre outros, acetato de etila e
butanol, retiram flavondides, cumarinas além de sesquiterpenos o residuo aquoso pode ter
saponinas e taninos (Simdes e cols., 2003), por estas caracteristicas podemos sugerir a
presenca destas substancias nas subfracées.

Analisamos também o LPS contido nos extratos e subfracdes para nos certificarmos
que as possiveis alteracdes e modulacGes nas fungdes celulares ndo seriam causados pelo LPS.
A andlise do LAL nos mostrou que a maioria das subfracdes possuem por volta de no maximo
0,02 ng/mL de endotoxina, enquanto que NpEt possuem o maior valor: 0,08 ng/mL. Nos
experimentos in vitro, este valor é diluido ainda mais: de 200 a 400 vezes dependendo da
cultura. Na literatura é necessaria uma quantidade de no minimo 5 pg/mL de LPS para ativar
esplendcitos (Basta Kain e cols., 2006) e 10 ng/mL para os mastocitos (Kirshenbaum e cols.,
2008). Foi visto que estimulagdo com baixas doses de LPS (< 10 ng/ml) resultou na
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polarizacdo em Th2 (Xu e cols., 2008). Com isso, podemos sugerir que o LPS ndo exerceu
influéncia nas culturas realizadas. Para os experimentos in vitro analisamos mais de um tipo
celular, j& que a asma envolve muitos tipos celulares sendo aqueles mais representativos os
linfocitos, mastacitos e eosinofilos, dentre outros (Schleimer e col., 2007 e Holgate, 2008).
Para investigarmos possiveis efeitos do NpEt e suas subfracdes, realizamos cultura com
linhagens celulares, células primérias e células derivadas de medula éssea. Inicialmente
utilizamos esplendcitos obtidos de camundongos D011.10. Estes animais sdo muito Gteis por
possuiram o0 TCR dos seus linfocitos modificados para responderam a OVA, rendendo uma
ativacdo robusta. O protocolo de cultura e de andlise de proliferacdo e apoptose foi de acordo
com Olsen e cols., (2011). Nestes experimentos procuramos primeiramente analisar a
toxicidade dos extratos/subfracdes para excluir a toxicidade da modulagdo. O método utilizado
foi 0 de MTT que se baseia na reducdo do sal de tetrazélio por desidrogenase e agentes
redutores presentes nas células vivas, levando a formacao de cristais de formazan. Este ensaio
é muito utilizado para citotoxicidade, viabilidade celular e proliferacdo. MTT € reduzido pela
atividade de uma desihidrogenase mitocondrial, identificada como succinato desidrogenase nas
células vivas. Poréem estudos tem identificado que a mitocondria ndo possui atividade redutora,
mas sim oxidativa. O dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADH) que uma coenzima
gerada na mitocndria seria a principal enzima que atua sobre 0 MTT. Além do NADH, outros
agentes redutores intracelulares podem também reduzir o MTT como acido ascorbico, cisteina,
glutationa etc. (Stockert e cols., 2012). Outro ponto em questdo € que alguns inibidores da
proliferacdo celular falham em indicar uma reducéo do sal de tetrazolio e até mesmo estimulam
a reducdo de MTT (Berridge e cols., 1996). Este fato poderia explicar por que NpEt, NpEtFH
e NpEtFD, nas doses mais baixas aumentaram a atividade de reducdo do MTT nas células.
Este aumento poderia estar ocorrendo devido a presenca de algum componente nos extratos e
estas subfracdes que podem estar acarretando a reducdo do MTT sem necessariamente
aumentar o nimero de células. Outro ponto importante é que o extrato e subfracGes possuem
cor e como o ensaio de MTT é um ensaio colorimétrico, a cor do extrato/subfracdes poderiam
alterar a leitura da cultura, acarretando em um resultado falso positivo. Este problema foi
contornado descontando a cor do extrato/subfracdes. Quando OVA € adicionada & cultura um
aumento da D.O. indicando de forma indireta um aumento no nimero de células. De um modo
vez cabe indicar que essa inibicdo pode ser no numero de célula ou a reducdo da atividade

redutora.
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Como o MTT ndo traz uma real elucidacdo do efeito modulador negativo dos
extratos/subfragdes utilizamos o ensaio de apoptose através da incubacdo de Anexina (que se
liga ao fosfolipideo fosfatidilserina que é deslocado do interior da membrana plasmatica para
fora dela quando as células estdo em apoptose) e Pl (que penetra ha membrana plasmaética das
células ndo viaveis) e andlise através da citometria de fluxo. Na citometria de fluxo os
linfocitos possuem tamanho pequeno e pouca granulosidade. Na proliferacdo houve um
aumento de tamanho e granulosidade devido ao aumento do conteudo de DNA e proteinas,
porém também houve um aumento na apoptose, este aumento na proliferacdo seguido da
apoptose ocorre devido a ativacdo de proteinas como Myc e RAS que muito ativadas também
induzem a apoptose (Fikaris e cols., 2006 e Alberts e col., 2002). Antes da anélise da apoptose
as células foram contadas e observamos um aumento no nimero de células quando estas sdo
estimuladas com OVA e que NpEt, dexametasona e as subfracfes, com exce¢do de NpEtFB e
NpEtFAq, diminuiram a quantidade células na cultura correlacionando com a D. O. vista no
MTT. Dai surgiu a pergunta se a reducdo foi por apoptose ou por modulacdo em alguma
proteina regulatoria do ciclo celular. Quando focamos no estudo da apoptose e analisamos
somente a porcentagem de células vivas, apoptoticas ou mortas nos citogramas, observamos
que a NpEtFD foi a mais toxica dentre todas as estudadas, pois dobrou a porcentagem de
células mortas em relacdo ao controle estimulado. Com relagcdo ao ciclo celular o resultado €
melhor explicado quando relacionamos o nimero absoluto de células com a porcentagem no
citograma, e vimos que além da dexametasona, NpEtFH, NpEtFD e NpEtFAe reduziram o
namero relativo de células em todas as fases do ciclo celular. Olsen cols., (2012), mostram que
a fosfocolina induziu a apoptose dos linfocitos. Na janela feita nos nossos experimentos ndo
observamos células em Sub GO. NpEtFAe impediu a progressdo do ciclo celular a partir da
fase S e seguida da G2/M, sem toxicidade, por isso, seria interessante analisar a expressdo das
ciclinas/CDKs que sdo proteinas importantes na progressao do ciclo celular, como houve uma
diminuicdo na progressdo tanto na fase S quanto na G2/M poderiamos analisar ciclinas D e
CDKA4/6, que permite a progressdao da fase G1 para S e ciclina E-CDK2 que permite a
passagem da fase S para G2/M. Além das ciclinas e CDKSs, outras proteinas como Rb e p53
poderiam ser analisadas (Hindley e cols., 2013).

Como os linfocitos T sdo a principal fonte de citocinas, verificamos a liberacdo das
mesmas na cultura. A IL-4 esta presente em pouca quantidade por que ela a mais importante
nos eventos iniciais da sensibilizacdo ao alérgeno, sendo necessaria para a polarizacdo de T2 e
regula os niveis de IgE total. A subfracdo NpEtFD inibiu todas as citocinas devido a sua
toxicidade. NpEtFH de forma surpreendente, aumentou a liberacdo de IL-5, citocina esta
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responsavel pela eosinofilia, este fator foi considerado para a exclusdo desta subfracdo para os
experimentos in vivo. NpEtFAe foi capaz de diminuir IL-13, achado importante ja que esta
citocina participa em Varios aspectos caracteristicos da asma. NpEt somente inibiu de forma
significativa a liberacdo de IFN-y, complementando o efeito antiinflamatorio observados por
Amendoeira e cols., (2005). O estimulo inflamatério causa aumento da liberacdo de IL-10,
nenhuma das subfracdes testadas ddi capaz de aumentar a IL-10, sugerindo que nenhuma delas
seria capaz induzir a proliferacdo/ativacdo das células T., Para confirmar este dado
deveriamos marcar a cultura com os anticorpos CD4, CD25 e FoxP3, para verificarmos se ha
um aumento no numero destas células. O estimulo com OVA também causou um aumento de
IFN-y bastante pronunciado. Como a cultura de esplendcitos ndo € pura, outras células
poderiam ter influéncia na liberacdo desta citocina como macréfagos, por exemplo, este fato
poderia ser resolvido gerando linfocitos Tyl, Th2, Ty OU até mesmo T,17 especificos para
OVA, através do cultivo de células CD4" com coquetel especifico de citocinas (Won e cols.,
2009 e Shigeru e col., 2010). Outra alternativa seria obter os linfocitos T do bago por
isolamento com beads ou sorting através do FACs.

Apesar do pensamento que a diminuigdo de IFN-y, por alguma subfragdo, ndo seria
interessante, devido a hipotese do desbalanco entre respostas Tyl e Tx2, a inibicdo de IFN-y é
importante, pois esta citocina é capaz de estimular os eosinofilos, fazendo com que 0os mesmos
se tornem mais ativados (Jung e cols., 2008, Kanda e cols., 2009). Na analise desta citocina
menos NpEtFB e NpEtFAq foram capazes inibi-la. Estes dados indicam que principalmente
NpEtFAe modula a inibicdo da proliferacdo como um todo, impedindo principalmente o ciclo
celular.

Outra ceélula com grande participacdo ndo s na asma como em outras respostas
alérgicas sdo 0s mastocitos, pois estas células liberam mediadores que atuam na chamada
reacdo de fase imediata da alergia. HMC-1 é uma linhagem humana estabelecida de uma
paciente com leucemia mastocistica. Estas células exibem muitas caracteristicas de mastécitos
de tecidos, como expressdo de histamina, triptase, heparina e outros antigenos de superficie,
sendo (til para analises que envolvem mastocitos, ja que obter mastocitos de tecidos ou de
lavado peritoneal em grande quantidade é muito complicado. Uma desvantagem destas células
é que elas ndo possuem o receptor de IgE (Butterfield e cols., 1988, Nilsson e cols., 1994), por
isso utilizamos o PMA e o ion6foro de Ca™ para mimetizar os eventos moleculares que
ocorrem durante a ativacdo. Novamente utilizamos o MTT, para averiguar uma possivel
toxicidade com 8 horas de cultivo, por que € um periodo muito utilizado para dosagem de
citocinas e western blotting para algumas proteinas. Na analise de MTT, aparentemente
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nenhum dos tratamentos apresentou efeito toxico, somente NpEtFD que inibiu em 20% a
reducdo dos cristais de formazan, essa inibicdo provavelmente causou diminuicdo na liberacdo
das citocinas testadas. Estas células liberaram grande quantidade de IL-6 seguida de IL-8, IL-
13 que foi liberada em pequenas quantidades. Na alergia, IL-6 apresenta grande importancia
pois esta pode modular diferentes aspectos das células T CD4" mediando por exemplo,
liberagéo de citocinas como IL-4 e IL-13. Nenhuma das subfracdes testadas inibiu a liberacéo
desta citocina. IL-8 tem participacdo na migracdao dos neutrofilos na inflamagdo. Na asma, esta
migracdo causa piora na inflamacao e possivel aumento da severidade da doenca. Com excecéo
de NpEtFAqQ e NpEtFB, todas as subfragdes e o extrato impediram a liberagdo desta citocina.
IL-13 s6 foi liberada em poucas quantidades em nossos experimentos e novamente, somente
NpEtFD diminuiu esta citocina. Muitos artigos pré tratam as células por pelo menos 30
minutos com a substancia de interesse antes do estimulo para analise de liberacéo de citocinas
(Kim e cols., 2010, Seo e cols., 2011), em nossos experimentos ndo houve este pré-
tratamento, por isso que pode ndo ter havido inibicdo das citocinas testadas. No nosso modelo
8h apds o estimulo ndo foi possivel detectar TNF-a, entretanto, Kim e cols., (2010) utilizaram
0 mesmo periodo de tempo e puderam detectar esta citocina, com uma quantidade células
menor do que utilizada em nossos estudos (3x10°/poco). Em nossa cultura poderiamos dosar o
TNF-o em tempos menores como Van den Elsen e cols., 2013 que dosaram esta citocina
quatro horas ap0s o desafio antigénico. Este teste com outros tempos de cultura poderia ser
utilizado para detecgdo da IL-13, que ao invés de ter sido dosada com oito horas poderia ser
dosada com vinte e quatro horas (Van den Elsen e cols., 2013).

Além das citocinas, os mastdcitos liberam mediadores que séo sintetizados pela enzima
COX; como PGD,, CisL T (Williams e cols., 2000). Por isso, avaliamos se apds oito horas de
estimulo esta enzima seria modulada negativamente, e vimos que o estimulo aumentou a
expressdo desta enzima e que o cultivo em meio com etanol ndo alterou este efeito, tanto o
extrato quanto as subfracdes inibiram a expressdo desta enzima em niveis inferiores ao
controle. Para reforcar este dado seria importante dosar PGD, e CisLt para verificarmos se ha
inibicdo da liberacdo destes mediadores lipidicos. Tanto o extrato quanto as subfracdes
demonstraram melhor inibicdo da ativacdo dos mastdcitos em relacdo a alguns artigos, pois
muitos destes, usam uma concentracdo muito alta de planta para que seja exercido alguma
funcdo. Kim e cols., 2011 utilizaram 5x10° células por poco e de 0.5 a 3mg/mL de um
conjunto de plantas da medicina tradicional coreana por 8h e. NpEt e as subfracdes foram

capazes de inibir a COX2 na concentragao de 50 pg/mL.
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Nos mastocitos, o estimulo com iondforo e PMA estimula caspase-1 seguida de NFKB
que vai para o0 nucleo e ativa a liberacdo de citocinas, outras proteinas como p38, ERK e JNK
também sdo ativadas. Como houve uma inibicdo da IL-8 seria interessante ver se o extrato e
subfracdes impediriam a ativacdo de alguma destas proteinas, e seria interessante a analise em
modelos in vivo para dermatite atopica, por exemplo (Oh e cols., 2012 e Moon e cols., 2012).
Alexandrakis e cols., 2003 observaram que os flavonoides flavona, quercetina e campeferol
impediram o crescimento no nimero de células e ocasionou acimulo de granulos secretorios e
este metabolito pode estar presente em alguma subfracdo exercendo o efeito inibitorio.

Para a andlise dos eosindfilos utilizamos 0 modelo de Dyer e cols., 2009. Esta forma de
obtencdo de eosintfilos nos permite fazer muitas analises, pois ao final da cultura é possivel
obter grande quantidade de eosinofilos, com alto grau de pureza e estes eosindfilos possuem
todas as caracteristicas funcionais. O mesmo grupo também demonstrou que a maturagdo de
eosinofilos pode ser feita com outras linhagens, como C57BL/6 e Sv129. Nos nossos
experimentos analisamos a formacdo de corpusculos lipidicos que s@o inclusdes
citoplasmaticas cheias de lipidios que possuem grande importancia na formacao de mediadores
eicosanoides durante a inflamacdo. Bozza e cols., (1997) mostraram o estimulo com eotaxina
acarretou aumento nestas organelas, assim como em nosso experimento. Além disso, junto
com o aumento houve uma maior liberacdo de LTC,, e PGD,. Todas as subfracdes inibiram
significativamente a producdo de corpusculos, entdo, para complementar as analises seria
interessante dosar estes mediadores no sobrenadante das culturas. Estas inibicdes ndo foram
conseqliéncia da toxicidade dos extratos/subfracdes, como mostrados pelo o experimento de
apoptose. Outros experimentos poderiam ser feitos como o de migracao celular, para verificar
se algumas das subfracBes seriam capazes de modular negativamente moléculas associadas a
este fendbmeno como L-selectina e CCR3 dentre outras.

Como no inicio da avaliacdo para estudo da toxicidade in vivo utilizamos em nossos as
células HepG2, um hepatoma humano, para verificar uma possivel toxicidade hepatica induzida
pela administracdo dos extratos, ja que a intencdo é um fitomedicamento com tratamento oral.
Zileuton é um exemplo na literatura de um bom medicamento para alergias porém
hepatotoxico (Temple, 2006). Pelo método de MTT ndo observamos aparente toxicidade,
apenas as subfracGes NpEtAe e NpEtFAg aumentaram a D.O. da cultura em relacdo ao
controle o que pode ser devido a ativacdo de outros agentes redutores aléem da NADH. Para
uma melhor andlise da possivel hepatotoxicidade, poderiamos também ter dosado a liberacao

de proteina no sobrenadante além de glutationa e a producéo de espécies reativas de oxigénio.
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Vimos que NpEtFAe foi a subfracdo que inibiu a atividade em todas as celulas além de
ndo apresentar toxicidade. Por isso utilizamos a subfragdo NpEtFAe que na dose de apenas 10
mg/kg foi capaz de inibir o agravamento da doenca, que j& foi previamente estabelecida.
Resultado semelhante a dexametasona. Este resultado é de grande importéncia pois a
subfracdo foi administrada de forma terapéutica, semelhante aos humanos, sendo capaz de
dificultar a migragdo eosinofilica mesmo com animal tendo sido continuamente aerolizados.
Poucos extratos possuem este efeito na literatura, dentre eles podemos citar novamente a
bromelina que apresentou efeito com 6 mg/kg (Secor e col., 2012). Cabe ressaltar que
bromelina é uma substancia pura, enquanto que NpEtFAe ainda possui um conjunto de
compostos. Quando tentamos correlacionar com quantidade de eosin6filos no BAL,
observamos que ndo houve correlacdo entre as doses de NpEtFAe, esta falta de correlacdo
deveria ser confirmada pela hemdlise de hemacias que eventualmente estdo presentes no BAL
e pela dosagem de EPO no macerado pulmonar (Baqueiro e cols., 2010).

Como NpEtFAe inibiu a migracdo de eosinofilos, esperariamos que estas células
estariam diminuidas ou na medula ou no sangue porém ndo observamos este resultado. Para
investigar o porqué deste paradoxo poderiamos realizar mais anélises como Pelaquini e cols.,
(2011). Este grupo analisou as células de cada compartimento no FACs para verificar a
expressdo das moléculas LFA-1 (CD11a/CD18), Mac-1 (CD11b/CD18) e VLA-4
(CD49d/CD29), que sdo responsaveis pela sua migracdo. Assim poderiamos verificar se
NpEtFAe pode causar uma diminuicdo destas moléculas impedindo assim a chegada ao
pulmdo. Outro ponto interessante € que NpEtFAe ndo inibiu eotaxina, por isso poderiamos
verificar se o receptor desta quimiocina, 0 CCR3 poderia estar diminuido.

Quando comparamos a producdo de citocinas de animais com trés e com seis dias de
aerolizacdo, observamos uma diminuicdo de IL-4, mas uma vez corroborando com o fato desta
citocina participar mais ativamente nos momentos iniciais das respostas. Também vimos uma
tendéncia ao aumento de IL-5 e de forma significativa de IL-13. Este aumento pode estar
correlacionado com a continua migracdo de eosinéfilos, ou seja, 0 aumento de mais de 100%
desta célula, apds o sexto dia de aerolizacdo. Com relacdo aos mediadores, ressaltamos que
eotaxina ndo apresentou acréscimo e que PGD, se apresentou atenuada. Esta atenuacdo
poderia ser elucidada pela vida curta deste mediador que ndo estaria mais detectavel no sexto
dia, devido a sua rapida metabolizacdo. Para confirmarmos esta hipdtese, seria interessante
realizarmos a dosagem de seus metabdlitos.

NpEtFAe apresentou uma tendéncia & inibicdo de IL-5, o que pode ter também

contribuido para inibicdo dos eosindfilos. Esta subfracéo, inibiu principalmente IL-13 o que
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pode estar relacionado com a inibigdo de IgE, fendmeno no qual esta citocina participa junto
com a IL-4. 1L-13 também e importante na hiperreatividade, sintoma que ndo foi inibido pela
NpEtFAe, mas como outros mediadores responsaveis pela hiperreatividade ndo foi inibida pela
NpEtFAe como PGD, (Uller e cols., 2007), isso explica a pouca acdo da NpEtFAe na
broncoconstricgdo e producdo de muco. A IL-13 estimula a producgdo de muco e embora esta
fracdo tenha sido capaz de diminuir a liberagdo desta citocina os animais que foram tratados
com NpEtFAe ndo demonstraram uma melhora na hiperplasia das células globet como
mostrado nas fotos micrografias coradas com PAS. Tal condicdo poderiamos ser explicada
pela acdo da IL-10 pois Kearley e cols., (2005), mostraram que ceélulas regulatérias
CD4'CD25" alérgeno especificas, suprimem muitas caracteristicas da asma.

O tratamento terapéutico com NpEtFAe reduziu de forma expressiva a presenca de IgE
no soro. Para elucidar o mecanismo de acdo deveriamos utilizar células do linfonodo
mediastinico e o baco e marca-las B220" e IgE", para verificar se ha uma diminuicdo dos
plasmacitos. Foi demonstrado na literatura que os eosinofilos presentes na medula auxiliam na
manutencdo e sobrevivéncia dos plasmocitos pelas citocinas APRIL e IL-6 (Chun e cols.,
2011). Estas analises de IgE abririam caminho para associagdes de inibicdo de mastécitos in
vivo, pois a reducdo de IgE poderia também estar influenciando a reducéo dos mastdcitos, que
poderiam ser visualizados histologicamente nos pulmdes ou na traquéia.

NpEtFAe foi capaz de inibir muitas caracteristicas da asma, porém nao foi capaz de
inibir a hiperreatividade, nossos resultados corroboram com a literatura que atestam relagdes
diferentes entre a inflamacdo e a hiperreatividade. Banerjee e cols. (2012) mostraram em
modelo de alergia utilizando Aspergillus fumigatus que a tricostotina A, um antifungico que
funciona como uma histona deacetilase, que de forma profilatica inibiu a hiperreatividade,
porém ndo a inflamacao caracterizada pela dosagem de IL-4, IL-6, nem a contagem do BAL.
Cui e cols., (2005) mostraram que a transferéncia adotiva de Thl causou grande aumento de
neutrofilia, pouca producdo de muco, porém muita hiperreatividade.

Vérios estudos chamam atencdo para natureza heterogénica da asma, como por
exemplo, o fendtipo neutrofilico resistente a esterdide, no qual os neutréfilos tém uma clara
participacdo (Gibson e cols., 2009 e Anderson e cols., 2008). Por isso, poderia também ser
verificado o efeito de NpEtFAe em outros modelos de inflamacdo pulmonar alérgica como por
exemplo o mediado por IL-17, descrito por Durrant e Metzger, (2010) que utilizaram grande
quantidade de OVA no desafio. Outro modelo interessante € o que utiliza a interagdo com
Rinovirus (Bartlett e cols., 2008), ja& que a infeccdo por virus pode aumentar o risco
exacerbacdes de asma embora os mecanismos moleculares desta interagcdo ndo estdo claros.

124



O modelo de asma cronica que empregamos é semelhante ao de Doherty e cols.,
(2008). Este modelo ¢ interessante por utilizar pouca quantidade de OVA e assim evitando a
tolerdncia dos animais. Apesar de ndo termos conseguido uma quantidade de eosindfilos
similar ao do artigo (600.000 contra 200.000), as alteracdes morfoldgicas foram semelhantes.
Embora houvessem poucos eosinéfilos no pulmédo ao final do experimento, o resultado foi
diferente do salina e dexametasona inibiu a quantidade de eosindfilos. NpEtFAe ndo foi
estatisticamente eficiente provavelmente devido ao numero pequeno de camundongos por
grupo.

Como os animais foram tratados com dexametasona e NpEtFAe por um longo periodo
seria interessante verificar uma possivel presenca de toxicidade. A dosagem de enzimas
hepaticas seria um bom parametro. Contudo, sé foi possivel verificar o peso corporal dos
animais. Nesta analise podemos destacar a grande perda de peso dos animais que receberam
dexametasona, estes dados nos confirmam sobre os problemas dos efeitos colaterais que os
pacientes que utilizam cronicamente 0s corticoides podem apresentar. No entanto, o
tratamento com NpEtFAe ndo acarretou alteracdo de peso em relacdo aos animais
sensibilizados e ndo tratados, indicando que NpEtFAe pode ndo apresentar toxicidade, mesmo
com tratamentos longos.

Os pulmdes normais mostram uma caracteristica aparéncia de um parénquima
esponjoso normal conforme observado por histologia, sendo o epitélio alveolar constituido de
dois tipos celulares principais 0os pneumaocitos do tipo | e Il. Os pulmdes dos animais instilados
com OVA mostraram uma eosinofilia, resultando em um aumento da parede dos alvéolos,
observamos também uma grande quantidade de células nas areas perivascular e
peribronquiolar. O tratamento com dexametasona inibiu esta migracdo. Ja as andlises
morfométricas nos mostraram que apesar de ambos os tratamentos inibirem a migracdo total,
ndo impediram a migracdo de eosinofilos. Com relagdo ao PAS, novamente os pulmdes dos
animais ndo tratados apresentaram grande quantidade de células produtoras de muco em
metaplasia, o tratamento com dexametasona reverteu o efeito enquanto que o tratamento com
NpEtFAe apresentou uma tendéncia a inibicdo. Também analisamos a deposicdo de colageno e
mais uma vez a subfracdo apresentou uma tendéncia a inibicdo de 51%. Infelizmente estas
andlises ndo apresentam diferenca significativa devido ao baixo nimero de amostras. Além das
caracteristicas do remodelamento das vias aéreas mencionados anteriormente, ocorre também
a hipertrofia do musculo liso. Por isso, outras analises histologicas como coloragdo de a-
actina, além de uma detalhada morfometria dos pulmdes como realizou Mahmoud, (2012) ¢é
importante. Estes eventos séo mediados pelas citocinas da resposta Tp2 e TGF-B, por isso €
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necessario a dosagem destas citocinas, aléem da dosagem de IgE para elucidagdo dos
mecanismos de a¢do de NpEtFAe no modelo de asma cronica.

Muitos artigos demonstraram os efeitos benéficos das drogas utilizadas no tratamento
com humanos em relagdo a hiperreatividade no modelo de asma cronica, de forma ndo
terapéutica. Henderson e cols., (2002), também mostraram o efeito de montelukast na asma
cronica e Christie e cols., (2004), demonstraram que dexametasona inibiu a deposicdo de
laminina no remodelamento das vias aéreas, todos estes tratamentos foram realizados antes da
instilacdo (de forma profilatica).

Quando algumas substancias sdo administradas apds o inicio da instilacdo e
consequentemente da inflamacdo também falham em reduzir a hiperreatividade como ocorreu
com o grupo no qual utilizamos o modelo. Este grupo demonstrou que uma vez instalada a
inflamacdo crénica, o anticorpo anti-CD4 € capaz de inibir a inflamacdo, mas ndo
remodelamento. Nos nossos experimentos até mesmo a dexametasona que tem sua eficacia
comprovada na farmacologia falhou em impedir a hiperreatividade, reforcando a possivel
eficacia de NpEtFAe em pacientes asmaticos.

Caso haja um novo subfracionamento de NpEtFAe com identificacdo da(s)
substancia(s) poderiamos obter melhores resultados com relacdo a inibicdo tanto da
inflamacdo, quanto da hiperreatividade, como Van e cols., (2011), que comprovaram que um
agonista de TLR7, o 848, foi capaz de inibir a progressdo da asma crénica ja estabelecida, com
reducdo do infiltrado celular, da hiperreatividade e das citocinas tais como eotaxina/CCL5, IL-
17, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13. Como outro exemplo, podemos citar Cowden e cols., (2010),
que realizaram tratamento terapéutico e verificaram que o antagonista de receptor 4 de
histamina foi capaz de inibir as principais caracteristicas da asma croénica.

Embora haja muita dificuldade na transposicdo dos testes com substancias do estagio
pré-clinico para os clinicos podemos destacar os estudos com Amburana cearensis, uma planta
utilizada no nordeste no Brasil para o tratamento de doencas respiratdrias, pertencente a
familia Leguminosae. Este estudo clinico € o primeiro a avaliar a eficacia e seguranca de
xarope de cumaru no tratamento da asma moderada persistente em seres humanos. Concluiu-
se que este medicamento fitoterapico mostrou um efeito benéfico significativo, representando
uma real alternativa para a terapia complementar da asma (Carvalho e cols., 2012).

NpEtFAe foi capaz de impedir a progressdao da doenca com efeitos semelhantes a
dexametasona como a inibicdo da migracdo dos leucdcitos para os pulmdes e auséncia de
efeito na hiperreatividade, porém sem possiveis efeitos colaterais, que foi demonstrado pela
andlise de peso no modelo de asma crbnica. Neste modelo, a dexametasona nitidamente
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induziu perda de peso dos animais tratados, 0 que ndo ocorreu com o tratamento com
NpEtFAe. Nossos achados motivam a continuidade do estudo do biomonitoramento com vista
a obtencdo de um agente com potencial utilizagdo no tratamento da asma, aprofundando a

analise dos mecanismos acao.
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6- Conclusodes

e Nossos resultados indicam que o tratamento oral com NpEt, apresenta importante
atividade inibidora no modelo de inflamacdo alérgica pulmonar aguda em
camundongos. Este extrato foi capaz de inibir a migracéo de leucdcitos, principalmente

de eosinofilos, para o parénquima pulmonar;

e Quando a doenga ja esta estabelecida, a eficacia de NpEt diminui bastante. NpEt ndo

apresenta efeito de inibicdo da migracéo celular por aerolizacéo.

e Tanto dos extratos quanto as subfracbes foram capazes de inibir a COX; nos
mastocitos, além de inibir a ativacdo dos eosindfilos. NpEtFAe se mostrou mais

eficiente em modular negativamente os linfocitos, sem toxicidade.

o A fracdo NpEtAe apresentou efeito significativo, no modelo de asma estabelecida,
através da inibicdo da migracdo de eosinofilos, da producdo de IgE, apesar de ndo ter
inibido a hiperreatividade. Desta forma, NpEtFAe & promissora para auxiliar no

tratamento da asma.
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