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RESUMO

A asma € uma doenga caracterizada por obstrucéo intermitente das vias aéreas e
inflamac&o cronica e afeta cerca de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo. E
considerada um grave problema de saude, trazendo consigo um grande encargo
econdmico. A resposta imunolégica na asma é predominantemente de linfocitos Th2,
com altos niveis de IgE total e alérgeno-especifica e eosinofilia brénquica. O
tratamento da asma visa ao controle da doenca e os medicamentos utilizados
atualmente apresentam efeitos colaterais sistémicos e, em geral, ndo sao eficazes
nos casos de asma de dificil controle. Neste trabalho, foi investigado o efeito do
extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus, planta utilizada pela populagéo por suas
propriedades diurética e anti-inflamatoria, no modelo de alergia pulmonar no qual
camundongos BALB/c foram sensibilizados e desafiados com OVA. O tratamento
com o extrato por via oral reduziu marcadamente o numero de neutréfilos, linfocitos,
macrofagos e eosindfilos no lavado bronco-alveolar (LBA), a atividade da peroxidase
eosinofilica (EPO) no tecido pulmonar, os niveis de IgE especifica para OVA no
soro, os niveis de CCL11 e a expressao génica de IL-4 e IL-13 no tecido pulmonar e
a expressado de CD25 em células do LBA. Entretanto, o tratamento n&o alterou o
infiltrado inflamatdério e o niumero de eosindfilos no tecido pulmonar, os niveis das
quimiocinas CCL2 e CCL5, das citocinas IL-4, IL-13, IL-10 e IL-17A e a expressao
génica de Foxp3 no tecido pulmonar e a expressdo de CD28 e CD152 nas células
do LBA. Esses resultados sugerem que o extrato aquoso de E. grandiflorus é capaz
de modular alguns aspectos da inflamacédo pulmonar alérgica e pode ser util no
tratamento da asma.

Palavras-chave: Asma. Alergia pulmonar. Echinodorus grandiflorus. IgE. Linfécitos
Th2.



ABSTRACT

Asthma is a disease characterized by intermittent obstruction of the airways and
chronic inflammation and affects about 300 million people around the world. It is
considered a serious health problem, bringing a large economic burden. The immune
response in asthma is predominantly Th2 lymphocytes, with high levels of total and
allergen-specific IgE and bronchial eosinophilia. Asthma treatment is aimed at
controlling the disease and the drugs used currently have systemic side effects and
generally are not effective in cases of asthma are difficult to control. In this study we
investigated the effect of aqueous extract of Echinodorus grandiflorus, plant used in
folk medicine for its diuretic and anti-inflammatory properties, in the model of lung
allergy in which BALB/c mice were sensitized and challenged with OVA. Oral
treatment with the extract markedly reduced the number of neutrophils, lymphocytes,
macrophages and eosinophils in bronchoalveolar lavage (BAL), the activity of
eosinophil peroxidase (EPO) in lung tissue, levels of OVA-specific IgE in serum,
levels of CCL11 in lung tissue, the gene expression of IL-4 and IL-13 in lung tissue
and the expression of CD25 on BAL cells. However, the treatment did not alter the
inflammatory infiltrate and the number of eosinophils in lung tissue, levels of
chemokines CCL2 and CCLS5, levels of cytokines IL-4, IL-13, IL-10 and IL-17A and
gene expression of Foxp3 in the lung tissue and the expression of CD28 and CD152
on BAL cells. These results suggest that the aqueous extract of E. grandiflorus is
able to modulate some aspects of allergic pulmonary inflammation and may be useful
in the treatment of asthma.

Keywords: Asthma. Pulmonary allergy. Echinodorus grandiflorus. IgE. Th2
lymphocytes.
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1 JUSTIFICATIVA

A asma é uma doenca inflamatéria crénica das vias aéreas que afeta cerca de
300 milhées de pessoas em todo o mundo. Apesar dos avancos no entendimento da
sua fisiopatologia e na terapéutica especifica para esta doencga, existem evidéncias
de que a asma esta se tornando cada vez mais grave e problematica, sendo
inquestionavel o risco de morte em razdo de uma crise de broncoespasmo.
Atualmente, o tratamento da asma visa ao controle da doenca e os medicamentos
utilizados apresentam efeitos colaterais sistémicos que, em geral, sdo observados
com a utilizagdo de doses elevadas por tempo prolongado. Além disso, essas
medicagcdes nao sao eficazes nos casos de asma de dificil controle, existindo a
necessidade do desenvolvimento de novas drogas.

Quanto a Echinodorus grandiflorus, sabe-se que € uma planta muito utilizada
pela populagdo para tratamento de diversas enfermidades. O cha das folhas é
utilizado principalmente por seus efeitos diurético, hipotensor e anti-inflamatério, e,
embora muitas pesquisas tenham demonstrado seus efeitos antinociceptivos, anti-
inflamatdrios, diuréticos, anti-hipertensivos e vasodilatadores, dentre outros, em
modelos in vitro e in vivo, ndo foram encontrados na literatura consultada estudos
sobre seus efeitos em modelos de alergia pulmonar.

Considerando que a asma € uma doenca inflamatoéria e que E. grandiflorus
apresenta grande potencial anti-inflamatério, o objetivo do presente trabalho foi
verificar a agao desta planta sobre o quadro pulmonar caracteristico da asma,

mimetizado em modelo murino.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Asma

2.1.1 Consideragbes gerais

A asma €& um disturbio respiratorio no qual as vias aéreas inferiores
apresentam obstrucdo intermitente acompanhada por inflamagdo crénica. A
obstrucdo € em parte devido a hiperresponsividade brénquica em resposta a
diversos estimulos. A redugao do didmetro dos bronquios prejudica a passagem de
ar para os pulmdes, sendo assim, as manifestagcdes clinicas s&o principalmente os
episodios recorrentes de sibilancia, a dispnéia e a sensagao de aperto no peito. A
obstrugdo brénquica é agravada pela inflamagao crénica, hipersecre¢do de muco e
remodelamento das vias aéreas (revisado por BUKSTEIN et al., 2006; revisado por
TORRES, PICADO e MORA, 2005).

Considerada um grave problema de saude, estima-se que a asma afete mais
de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo, acarretando cerca de 250 mil mortes
por ano, acometendo individuos de ambos os sexos e de todas as idades, grupos
raciais, culturas e niveis econémicos (GINA, 2007). No Brasil, segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude descritos nas DIRETRIZES BRASILEIRAS NO
MANEJO DA ASMA (2006), a asma é responsavel por cerca de 350.000 internagbes
por ano, constituindo-se na quarta causa de hospitalizacdo pelo Sistema Unico de
Saude (SUS). O risco de morte de um paciente como resultado de uma crise aguda
de broncoespasmo é estimada em 18 por 1.000.000 de individuos (revisado por
TORRES, PICADO e MORA, 2005). Dados do “The International Study of Asthma
and Allergies in Childhood”, que investigou de maneira extensiva a prevaléncia da
asma no mundo, revelaram que em paises industrializados, de cultura ocidental e de
lingua inglesa, e em alguns paises da Ameérica Latina, como, por exemplo, o Brasil e
o Peru, a prevaléncia de asma €& maior do que em paises em desenvolvimento
(revisado por PONTE, RIZZO e CRUZ, 2007).
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Embora a causa precisa para o desenvolvimento da asma seja desconhecida,
parece resultar de uma interagdo entre fatores genéticos e exposicdo ambiental a
estimulos irritantes, tais como endotoxinas bacterianas, alérgenos, fumaga de
cigarro e pélos de animais (revisado por BUKSTEIN et al., 2006). Adicionalmente, o
estilo de vida do individuo, que esta relacionado a dieta, habitos sociais e ambiente
de trabalho, possui significAncia para o desenvolvimento da doenga (revisado por
CORREA, MELO e COSTA, 2008).

Os fatores genéticos sdo importantes para explicar a variabilidade da
prevaléncia da asma no mundo, entretanto, a genética ndo explica o acentuado
crescimento recente da prevaléncia da asma verificado em varios paises, o que
provavelmente esta relacionado com mudangas ambientais ocorridas nas ultimas
décadas. De acordo com a “hipotese da higiene”, as melhorias sanitarias,
associadas a menor incidéncia de infecgdes virais e infestacbes parasitarias e a
incorporagao de novas vacinas nos programas de saude levam a um direcionamento
do sistema imune para um fendtipo de linfécitos T helper 2 (Th2) e sé&o
acompanhadas por um aumento na incidéncia de doencas atdpicas. Os resultados
de diversas pesquisas confirmam esta hipotese, entretanto, os mecanismos
imunoldgicos envolvidos neste processo ainda ndo foram esclarecidos (revisado por
TORRES, PICADO e MORA, 2005; revisado por PONTE, RIZZO e CRUZ, 2007).

Evidéncias de pesquisas independentes sugerem que a hipotese da higiene
da maneira atual simplifica muito o papel dos sinais derivados de patégenos no
desenvolvimento e na modulagdo das doengas alérgicas, o que levou ao
desenvolvimento da “hipotese da higiene modificada”, na qual o aumento na
frequéncia da asma € devido a reduzida incidéncia de certas infecgcdes como
hepatite A, enquanto certas infeccdes respiratorias, causadas, por exemplo, pelo
virus sincicial respiratério e virus influenza, favorecem o seu desenvolvimento
(revisado por SCHRODER e MAURER, 2007). As diferencas entre a hipétese da

higiene original e modificada podem ser vistas na Figura 1.
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HIPOTESE DAHIGIENE HIPOTESE DA HIGIENE
“ORIGINAL” “MODIFICADA”
Th2 Thi Th2 Thi
Predisposi¢ao Protegao Predisposi¢ao Protegao
paraalergias  contra alergias paraalergias contra alergias
Influenza \_.\ Virus da hepatite A
. ) oL Virus sincicial respiratorio V' Mycobacteriumtuberculosis

Ambiente livre de Exposicaoa Outros? Outros?
microrganismos  microrganismos B

noinicio davida noinicio davida Infeccoes

Figura 1. Hip6tese da higiene original e modificada. Adaptado de Schréder e Maurer, 2007.

Em relagdo aos tipos de asma, podemos diferenciar a asma em alérgica ou
nao alérgica, de acordo com os fatores etiolégicos envolvidos no seu
desenvolvimento. Quando a asma €& causada por um alérgeno é referida como
alérgica, atopica ou asma exirinseca e € caracterizada por aumento de
imunoglobulina (Ig) E no soro e acumulo e ativagdo de linfécitos Th2, eosindfilos e
mastécitos. Quando a causa é outra que ndo os alérgenos, como por exemplo a
realizacdo de exercicios fisicos, a asma €& referida como nao atopica e é
caracterizada por acumulo de células IL-8", neutréfilos e mastdcitos, sem elevacéo
dos niveis de IgE no soro (revisado por IWAKURA et al., 2008; revisado por
TORRES, PICADO e MORA, 2005).

Outro fator importante a ser considerado é o grande encargo econdmico
imposto pela doenga, incluindo tanto custos diretos, como hospitalizagbes e servigos
meédicos, quanto custos indiretos, como perda de dias de escola e trabalho. A asma
causa sério impacto na qualidade de vida, restringindo significativamente as
atividades do individuo (revisado por BUKSTEIN et al., 2006).
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2.1.2 Resposta imunoldgica

Uma das fungdes do sistema imune é proteger o individuo contra agentes
infecciosos e o funcionamento inadequado deste sistema pode levar ao
desenvolvimento de doengas, como as alergias (revisado por PONTE, RIZZO e
CRUZ, 2007). A asma alérgica € caracterizada por uma resposta de
hipersensibilidade imediata, sendo a sequéncia tipica de eventos iniciada com a
exposi¢cao a um alérgeno, por via inalatéria (revisado por AVERBECK et al., 2007).
Essa resposta € predominantemente de células Th2, com altos niveis de IgE total e
alérgeno-especifica, eosinofilia brénquica e produgdo de citocinas de perfil Th2
(VIEIRA et al., 2007). Um esquema com as principais células e moléculas envolvidas

na resposta imune na asma pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Resposta imune na asma. Modificado de Barnes, 2008.
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Os alérgenos inalados sdo processados por células dendriticas que, por sua
vez, liberam as quimiocinas CCL17 e CCL22, que interagem com seus receptores
CCR4 nos linfocitos, atraindo essas células para o sitio inflamatério (revisado por
BARNES, 2008). Os linfocitos T e B séo cruciais no desenvolvimento da asma. Em
pacientes asmaticos foi observado aumento do numero de células T CD4" nas vias
aéreas, com predominio de linfocitos Th2. A diferenciagdo das células “naive” em
linfécitos Th2 é regulada pela ligagao do seu receptor TCR (receptor da célula T) e
da molécula co-estimuladora CD28 nas células apresentadoras de antigenos (APCs)
(revisado por BARNES, 2008).

Os linfécitos Th2 liberam as citocinas interleucina-4 (IL-4), que leva a troca de
isotipo para IgE pelos linfocitos B, IL-5, que recruta e ativa eosindfilos, IL-13, que
tem sido associada ao desenvolvimento de hiperresponsividade das vias aéreas e
IL-9, que é quimioatraente e ativador de mastécitos (revisado por BARNES, 2008;
revisado por RENAULD, 2001).

Os linfocitos B produzem IgE alérgeno-especifica em grandes quantidades e
esta IgE se liga a receptores de alta afinidade para a por¢cao Fc de IgE (FceRlI)
presente em mastdcitos e basdfilos, € a chamada fase de sensibilizacédo da
hipersensibilidade imediata. Quando o individuo entra em contato novamente com o
antigeno e este se liga a IgE, os mastocitos e basofilos sdo ativados (revisado por
BARNES, 2008).

Os mastdcitos da mucosa sao recrutados para a superficie das vias aéreas,
através de moléculas liberadas pelas células epiteliais e apds ativacao, liberam
mediadores inflamatérios, incluindo histamina, mediadores lipidicos, como os
leucotrienos C4, D4 e E4 e a prostaglandina D2, além de citocinas inflamatorias. A
liberagdo dessas moléculas leva ao aumento da permeabilidade vascular e a
contracdo da musculatura lisa, caracterizando a fase efetora da hipersensibilidade
imediata (revisado por AVERBECK et al., 2007).

As células epiteliais das vias aéreas liberam ainda a quimiocina CCL11
(eotaxina), envolvida no recrutamento de eosindfilos via CCR3 (revisado por LLOYD
e RANKIN, 2003; revisado por ROLLINS, 1997). Os eosindfilos, por sua vez, estao
associados a condi¢des alérgicas e respostas imunes contra infestagdes helminticas
e contem proteinas catibnicas armazenadas nos grénulos do seu citoplasma,
incluindo a peroxidase eosinofilica (EPO), proteina basica principal (MBP), proteina

catidnica eosinofilica (ECP) e neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN), capazes
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de induzir lesdo tecidual e disfungdo. Além disso, os granulos dos eosinofilos
possuem quimiocinas pré-formadas, fatores de crescimento e diversas citocinas.
Essas proteinas sao rapida e seletivamente secretadas em resposta a diferentes
estimulos, o que é fundamental para as atividades dos eosinéfilos. Em conjunto, os
constituintes dos granulos dos eosinofilos podem ser de grande importancia para
explicar o broncoespasmo, o edema e os danos vistos no tecido na inflamagao
alérgica (revisado por NEVES e WELLER, 2009; revisado por EGESTEN et al.,
2001).

Além da CCL11, diversas quimiocinas estdo envolvidas na resposta alérgica.
Nos modelos de inflamagdo pulmonar ocorre, logo apdés o desafio com OVA
(ovalbumina) em animais previamente sensibilizados, migragcdo de mondcitos e
macrofagos para o tecido pulmonar em associagdo com a expressao de CCL2
(MCP-1, Monocyte Chemotactic Protein-1). Em seguida, ocorre acumulo de
eosindfilos e linfécitos em associagdo com a expressdao de CCL5 (RANTES,
Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted) e CCL11 (eotaxina)
(revisado por ROLLINS, 1997). Na asma, fatores quimiotaticos sao secretados
principalmente pelas células epiteliais das vias aéreas (revisado por BARNES,
2008).

Outras moléculas importantes na regulagdo da funcdo das células T sao
CD28 e CD152 (CTLA-4, “cytotoxic T lymphocyte-associated 4”). Esses receptores
sdo expressos predominantemente na superficie das células T e interagem com
seus ligantes, CD80 e CD86, encontrados nas APCs. Embora tenham similaridade
estrutural, as fungdes de CD28 e CD152 parecem quase completamente opostas,
com CD28 desenvolvendo um papel importante na promocédo da resposta dos
linfécitos T, enquanto o CD152 atua como um inibidor de ativagédo (revisado por
SANSOM e WALKER, 2006).

A persisténcia de uma resposta Th2, com lesdo repetida das vias aéreas
seguida por processo de reparagao excessivo, leva ao remodelamento das mesmas,
caracterizado por deposi¢cao de colageno e fibras elasticas, hipertrofia e hiperplasia
do musculo liso, hipertrofia das glandulas produtoras de muco e aumento da
vascularizagdo (revisado por HOGAN et al., 2008; revisado por BARNES, 2008;
VIEIRA et al., 2007).

Nos ultimos anos tem ficado claro que o desequilibrio do sistema imunoldgico

ocorrido nas respostas alérgicas nao pode ser explicado somente pela
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predominancia de uma resposta Th2 em detrimento de uma resposta Th1, havendo
participacédo tanto de linfoécitos T reguladores (Tregs) quanto da subpopulagédo de
linfécitos Th17 nesse processo (revisado por BARNES, 2008).

Quanto aos linfécitos Tregs, podemos dividi-los em duas categorias
principais. Os primeiros s&o linfécitos Tregs que ocorrem naturalmente, derivam do
timo e expressam CD4 e CD25, além de altos niveis do fator de transcricdo Foxp3, o
qual é essencial para o seu desenvolvimento e fungdo, dependente de contato
celular. A outra subpopulagédo de linfocitos T reguladores € antigeno-especifica e
pode ser induzida sob condi¢des particulares de estimulagdo antigénica in vitro e in
vivo, secretam citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e/ou TGF-B (Transforming
Growth Factor beta) e regulam as respostas imunes e patologias inflamatérias
(revisto por HAWRYLOWICZ e O'GARRA, 2005). Os linfocitos Tregs sao
componentes importantes da homeostase do sistema imune e atuariam
normalmente suprimindo respostas Th2 para alérgenos, sendo assim, a deficiéncia
na atividade dessas células pode estar relacionada ao desenvolvimento de doencgas
alérgicas (revisado por SHI e QIN, 2005).

A subpopulacdo de linfécitos Th17 produz principalmente a citocina IL-17 e
coordena a inflamacéo tissular através da indugao de citocinas e quimiocinas pré-
inflamatdrias como IL-6, IL-8 e TNF-a (Tumor Necrosis Factor alfa). Alguns estudos
sugerem que essas ceélulas estdo envolvidas no desenvolvimento de doengas auto-
imunes e alérgicas, entretanto, o seu papel nessas ultimas permanece controverso
(BURGLER et al., 2009). Por um lado, autores sugerem que existe uma possivel
contribuicdo dos linfécitos Th17 e da IL-17A na patogénese da asma crbnica e
mudancgas vistas no remodelamento das vias aéreas, além de induzir a liberagdo de
citocinas e quimiocinas por eosinofilos, amplificando a infamacgéo alérgica e atuando
de forma sinérgica as citocinas Th2 (HERBERT et al., 2008; revisado por HUNG et
al., 2008). Por outro lado, diferentes estudos reportaram que a IL-17A tem pouca ou
nenhuma contribuicdo ou papel regulador no modelo de eosinofilia pulmonar
predominantemente Th2, sendo de maior importancia no modelo de alergia
pulmonar neutrofilica ndo Th2 (revisado por HUNG et al., 2008; SCHNYDER-
CANDRIAN et al., 2006). Adicionalmente, foi demonstrado que a sensibilizagao
intraperitoneal com alumen induz a uma fraca resposta de células Th17 e

recrutamento de neutrdfilos (revisado por IWAKURA et al., 2008).
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2.1.3 Tratamento

Considerando as caracteristicas da resposta imune na asma e sabendo que
nao ha cura para a doenga até o momento, o principal objetivo do tratamento é a
obtencdo e manutencao do controle dos sintomas e a prevencao das exacerbacdes
(DIRETRIZES BRASILEIRAS NO MANEJO DA ASMA, 2006).

Nesse sentido, a combinacgao de corticéides inalatérios com beta-agonistas de
agao prolongada caracteriza a terapia mais eficaz disponivel atualmente, com
atuacdo sinérgica dos anti-inflamatorios e broncodilatadores. Entretanto, alguns
efeitos colaterais, como por exemplo, desenvolvimento de catarata e osteoporose,
podem ser observados quando essas drogas sao utilizadas em altas doses e por
tempo prolongado (revisado por ADCOCK, CARAMORI e CHUNG, 2008; revisado
por CORREA, MELO e COSTA, 2008). Nas crises de asma o tratamento deve ser
instituido imediatamente para resgate dos sintomas agudos, sendo os
medicamentos de escolha os beta-2 agonistas inalatérios de curta duragéo, podendo
ainda haver a necessidade do uso de corticosterdides orais (GINA, 2007).

A maioria dos asmaticos responde bem aos tratamentos disponiveis
atualmente, mas 5 a 10% dos pacientes tem doenca grave, de dificil controle
(revisado por ADCOCK, CARAMORI e CHUNG, 2008). Nesses casos as opgdes
terapéuticas sao reduzidas e os resultados dos tratamentos com drogas alternativas
como ciclosporina, methotrexate, dapsona, sais de ouro e colchicina sdo variaveis e
devem ser avaliados individualmente (DIRETRIZES BRASILEIRAS NO MANEJO DA
ASMA, 2006).

Diversas drogas encontram-se em diferentes estagios de testes. Entre elas,
os inibidores da enzima fosfodiesterase 4 (PDE4), com agdo anti-inflamatoria e
broncodilatadora, e os inibidores de leucotrienos, com acdo de inibicdo do
broncoespasmo e reducdo da permeabilidade vascular, da produgao de muco, da
quimiotaxia e ativacdo de leucdcitos. Outros estudos propéem a diminuicdo do
processo inflamatério através do uso de inibidores de TNF-a, inibidores de
prostaglandinas, moduladores de citocinas, quimiocinas e fatores de transcrigao,
anticorpos monoclonais anti-IgE, entre outros (revisado por ADCOCK, CARAMORI e
CHUNG, 2008; revisado por CORREA, MELO e COSTA, 2008).
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O uso de plantas para aliviar os sintomas provocados pela asma vem desde
os primérdios da humanidade: Ephedra sinica pelos chineses, Hyoscyamus muticus
pelos egipcios, plantas do género Datura (Solanaceae) pelos indianos, Cissampelos
sympodialis (Menispermaceae) pelos indios. Diversos farmacos com agéo contra a
asma ja foram isolados de plantas de uso medicinal em problemas respiratorios,
incluindo a atropina, a teofilina e as cromonas (revisado por CORREA, MELO e
COSTA, 2008).

Juntamente com o tratamento convencional, uma grande parcela da
populagdo asmatica usa plantas como tratamento complementar ou alternativo. No
Brasil, podemos citar o uso da canela, eucalipto, espinheira santa, gengibre, guaco,
entre outros, porém n&o foram encontrados na literatura trabalhos que tivessem
comprovado a agao desses fitoterapicos (MACEDO, OSHIIWA e GUARIDO, 2007;
ROCHA e SANTOS, 2007). Em revisdo realizada em 2000, Huntley e Ernst citam
que varias plantas foram testadas como Ginkgo biloba, Lingusticum wallichii,
Picrorrhiza kurroa, Solanum xanthocarpum, Solanum trilobatum e Marihuana nao
evidenciando eficacia devido, principalmente, a heterogeneidade e metodologia de
baixa qualidade dos estudos, com pequeno numero de pacientes.

Uma nova geragao de agentes terapéuticos para o tratamento da asma que
visem contribuir na busca de uma terapia eficaz, de facil acesso, menor custo e
efeitos adversos reduzidos, tem se destacado, incluindo farmacos derivados de
plantas, o uso da propria planta ou de suas partes, dietas suplementares e alimentos
funcionais (revisado por CORREA, MELO e COSTA, 2008).

2.1.4 Modelo murino de alergia pulmonar

A falta de um tratamento farmacolégico mais eficaz para a asma alérgica é
em grande parte devido ao fato de as alteragdes imunoldégicas e bioquimicas
especificas que a causam permanecerem desconhecidas. A pesquisa basica e
estudos clinicos em pacientes asmaticos sdo fundamentais para o avan¢o da
compreensao da patogénese da asma. Todavia, existem obstaculos cientificos e
éticos que impedem o esclarecimento de certos aspectos da doenga. O surgimento,

nas Uultimas décadas de modelos animais de alergia pulmonar estimulou a



24

investigacdo neste campo, sendo essencial para o entendimento dos mecanismos
imunopatolégicos que levam ao desenvolvimento dessa doenca das doengas e
subsequente desenvolvimento de novas e efetivas drogas para o seu tratamento
(BRAUN et al., 2008; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2008; revisado por
TORRES, PICADO e MORA, 2005).

Por razdes cientificas e econémicas e pela maior facilidade no manuseio, a
espécie animal universalmente utilizada para induzir o modelo de alergia pulmonar é
o camundongo. Comparado com outras espécies, outra vantagem é a possibilidade
de manipulacdo genética, produzindo animais transgénicos e nocautes, e
imunoldgica, produzindo camundongos imunodeficientes (revisado por TORRES,
PICADO e MORA, 2005).

Varios protocolos para indugdo de alergia pulmonar, tanto aguda quanto
cronica, tem sido publicados empregando uma ampla variedade de antigenos, rotas
de aplicagao, doses, sequéncias e avaliagcbes. A maioria dos modelos para a
indugdo de alergia pulmonar em camundongos utiliza uma sensibilizagao sistémica
com diferentes tipos de proteinas, seguido por um periodo de desafio que consiste
na exposigao inalatoria repetida do antigeno (revisado por SCHRODER e MAURER,
2007).

Em relagdo a linhagem de camundongos, a mais comumente usada é a
BALB/c, pois o0os camundongos dessa linhagem exibem uma tendéncia
geneticamente determinada para desenvolver uma resposta imune desviada para
Th2. Entre os antigenos empregados, encontra-se a OVA que oferece a
oportunidade de realizar experimentos de ativagcdo e proliferagdo de células T
detalhados devido a viabilidade de camundongos transgénicos exibindo TCR
especifico para este antigeno, além de haver no mercado a disponibilidade de um
grande numero de anticorpos para estudar a presengca de imunoglobulinas
especificas para OVA em camundongos (revisado por SCHRODER e MAURER,
2007).

Para a sensibilizacdo, a abordagem mais frequente é a injegao intraperitoneal
do antigeno adsorvido ao adjuvante hidréxido de aluminio, promovendo um aumento
da fagocitose do antigeno e induzindo uma resposta imune de células Th2
associada a uma marcada producao de IgE especifica para OVA (revisado por
WEGMANN, 2008).
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Similarmente aos humanos, os camundongos desenvolvem hiperreatividade
das vias aéreas, inflamagao peribronquica com infiltrados consistindo principalmente
de linfocitos e eosindfilos, aumento na IgE total, desenvolvimento de anticorpos IgE
especificos para o antigeno e hiperplasia das células caliciformes (revisado por
SCHRODER e MAURER, 2007). Em adigdo, nos modelos de alergia pulmonar
cronica, os animais apresentam mudancas estruturais nas vias aéreas (revisado por
TORRES, PICADO e MORA, 2005).

2.1.5 Farmacologia experimental em modelo murino de alergia pulmonar

No modelo murino de alergia pulmonar induzido por OVA, diversos farmacos,
moléculas sintéticas, extratos de plantas e substancias especificas extraidas de
plantas tem sido avaliados, e os trabalhos na literatura apontam resultados
promissores. Dentre os mais recentes, encontra-se a avaliagcdo dos efeitos da
administragcdo oral da lectina isolada do latex da planta Synadenium carinatum
(cega-olho), com inibicdo do extravasamento de neutrofilos e eosindfilos, redugao
das contagens de eosindfilos e células mononucleares no sangue periférico, redugéo
nos niveis de IL-4 e IL-5, aumento nos niveis de IFN-y (interferon gama) e IL-10 e
inibicdo da degradacado de IkBa (NF-kappa-B inhibitor alfa) (ROGERIO et al.,
2007a).

O tratamento oral com os flavondides quercetina e isoquercitrina reduziu as
contagens de eosindfilos no LBA (Lavado Bronco-Alveolar), no sangue e no
parénquima pulmonar quando comparados com o grupo controle (ROGERIO et al.,
2007b).

Lee e colaboradores (2008) investigaram a acao do licopeno e observaram
diminuicao da hiperresponsividade das vias aéreas, inibigdo do infiltrado de células
inflamatdrias nos pulmdes, redugdo da atividade da metaloproteinase-9 da matrix e
da expressdo de EPO no LBA, reducido dos niveis de RNAm de GATA-3 no tecido
pulmonar e da expresséao de IL-4 no LBA, aumento dos niveis de RNAm de T-bet no

tecido pulmonar e da expresséo de IFN-y no LBA.
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O tratamento com lupeol, um triterpendide isolado da planta Diplotropis
ferruginea (sucupira preta), reduziu a celularidade, o numero de eosindéfilos no LBA,
a produgdo de muco, a inflamagdo pulmonar e os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13
(VASCONCELGOS, et al., 2008).

O PG102, um extrato aquoso preparado da Actinidia arguta, foi capaz de
melhorar os sintomas asmaticos, incluindo a hiperresponsividade das vias aéreas e
a eosinofilia pulmonar, além de reduzir os niveis de IL-5 no LBA e IgE total e
especifica para OVA no soro e aumentar a expressao de heme-oxigenase-1 e a
expressdo de RNAm para Foxp3, TGF-f1 e IL-10 no tecido pulmonar (KIM et al.,
2008).

O tratamento com o extrato etandlico de Lafoensia pacari ou com acido
elagico, isolado da mesma planta, reduziu significativamente o infiltrado de células
inflamatorias no LBA e os niveis de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (ROGERIO et al.,
2008).

Medeiros e colaboradores (2009) avaliaram os efeitos preventivos e curativos
do flavondide glicosideo kaempferol isolado da planta Solanun asperum e
observaram desenvolvimento atenuado da inflamag&o alérgica das vias aéreas,
decréscimo da inflamagao eosinofilica, reducédo de linfécitos CD4 e B220, redugao
da expressao de CD40 e MHCII (Complexo de Histocompatibilidade Principal Il) nas
células CD11b*/CD11c¢", reducdo da producdo de citocinas IL-5 e IL-13 no LBA,
reducdo da hipersecrecdo de muco e melhora da hiperresponsividade das vias
aéreas.

O efeito do extrato aquoso da raiz de Platycodon grandiflorum, chamado de
changkil, reduziu o infiltrado celular inflamatério, os niveis de citocinas TNF-a, IL-4,
IL-5 e IL-13 e da quimiocina CCL2, os niveis de IgE no LBA e no soro, o infiltrado
celular no tecido pulmonar e a hipersecrecdo de muco. Além disso, aumentou a
geracédo de ROS (espécies reativas de oxigénio) intracelular, preveniu a traslocagéo
de NF-kB para o nucleo celular e reduziu a atividade das metaloproteases da matriz
2 e 9 (CHOI et al., 2009).
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2.2 Echinodorus grandiflorus

2.2.1 Consideragdes gerais

Echinodorus grandiflorus (Chamisso & Schlechtendal) Micheli pertence a
familia Alismataceae, a qual reune plantas herbaceas, aquaticas ou semi-aquaticas,
com folhas submersas, flutuantes ou emergentes, que podem ser reconhecidas pela
producdo de latex, placentacdo basal e frutos do tipo aquénio. O género
Echinodorus ocorre dos Estados Unidos até a Argentina, sendo restrito ao
hemisfério ocidental (Figura 3). As plantas desse género crescem ao nivel do mar ao
longo do fluxo de agua dos rios e riachos, mais comumente no delta de rios. A
floragao e a frutificagdo ocorrem de novembro a maio na Ameérica do Sul e de abril a
outubro nos Estados Unidos (revisado por LEHTONEN, 2008; BEVILAQUA et al.,
2001).

Em toda a literatura consultada predomina a denominagao popular chapéu-
de-couro, referindo-se tanto a espécie E. grandiflorus, quanto a espécie E.
macrophyllus (Kunth) Micheli, as quais sdo muito semelhantes morfologicamente e
sdo utilizadas para os mesmos fins medicinas (TIBIRICA et al., 2007; LOPES et al.,
2000), se diferenciando principalmente pela presenca de 11 a 13 nervuras principais
salientes na face inferior das folhas, pélos tectores e células diafragmaticas em E.
macrophyllus (LEITE et al., 2007).

Ambas sao conhecidas também por cha-mineiro, erva-de-pantano, erva-de-
bugre, congonha-do-campo, congonha-do-brejo, erva-do-brejo e cha-de-campanha
(LEITE et al., 2007; CARDOSO et al., 2005; CARDOSO et al., 2003).
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Figura 3. Distribuicdo geografica de Echinodorus grandiflorus (pontos pretos) e outras espécies do
género Echinodorus (tridngulos, pontos cinza e estrelas), baseado em material de herbérios
georreferenciados (Modificado de LEHTONEN, 2008).

E. grandiflorus € uma planta perene, com rizomas horizontais, peciolos e
pedunculos glabros a pubescentes. As folhas sdo emersas, com laminas ovais,
glabras a estrelado-pubescentes, com cerca de 7 a 13 vasos na superficie inferior, 0
apice é agudo e a base é atenuada a levemente cordada (revisado por LEHTONEN,
2008). As inflorescéncias s&o paniculadas, com verticilos eretos, acima das folhas.
As flores sdo levemente perfumadas, com sépalas eretas, pétalas expandidas,
brancas, ndo aderidas, sobressaindo-se acima das folhas, com estames amarelos,

expostos, anteras articuladas e carpelos numerosos. Cada inflorescéncia permanece
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florida por aproximadamente 30 dias. A antese das flores ocorre pela manha e cada
flor dura cerca de oito horas. Seu tipo morfolégico permite o acesso de diversos
insetos, sendo as abelhas os principais polinizadores. Os frutos sao oblanceolados,
eretos, alongados e glandulares (revisado por LEHTONEN, 2008; VIEIRA e LIMA,
1997). O aspecto das folhas e das inflorescéncias com flores em antese pode ser
observado nas Figuras 4 e 5.

WY
?i B VA b

Figura 4. Echinodorus grandiflorus: aspecto das folhas. Foto: PIMENTA, D. S. (2002), com

autorizacéo.

Figura 5. Echinodorus grandiflorus: aspectos da inflorescéncia com flores em antese. Foto:
PIMENTA, D. S. (2002), com autorizagao.
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2.2.2 Etnofarmacologia

As partes de E. grandiflorus usadas para o tratamento de diversas
enfermidades sédo as folhas e os rizomas. As folhas de E. grandiflorus constituem
matéria-prima para um dos chas mais empregados como diurético e depurativo. Seu
uso é muito difundido tanto nos grandes centros como no interior do pais. O cha das
folhas de E. grandiflorus é utilizado pela populacdo como diurético, preventivo da
arteriosclerose, laxativo, adstringente, anti-artritico, anti-reumatico, depurativo,
ténico, antinociceptivo, anti-inflamatoério, contra picada de cobra, para baixar o
colesterol, contra doengas da bexiga e feridas, problemas renais e hepaticos, como
sedativo, para combater gripes e resfriados e como anti-helmintico, especialmente
contra Ascaris lumbricoides. A decoccao das folhas também é usada para
problemas renais e como analgésico, especialmente contra dores de cabeca
(CARDOSO et al., 2005; SOUZA et al., 2004; CARDOSO et al., 2003; DI STASI e
HIRUMA-LIMA, 2002).

Em algumas regides, o cha é utilizado ndo s6 por suas propriedades
medicinais, mas também como bebida refrescante de ampla aceitacdo popular. E.

grandiflorus é componente dos produtos “Mineirinho®”

, industrializado pela empresa
“‘Refrigerantes Flexa Ltda.”, com ampla area de cultivo da espécie em Tangua — RJ,
e “Mate Couro®”, produzido em Belo Horizonte — MG (CARDOSO et al., 2005;

PIMENTA, 2002).

2.2.3 Toxicidade, farmacologia experimental e constituintes quimicos

Embora muito utilizada pela populagéo, a toxicidade de E. grandiflorus ainda
nao foi estudada adequadamente, sendo encontrados poucos trabalhos na literatura
pesquisada. Pimenta (2002) ndo observou extrato com destacada citotoxicidade,
avaliando os extratos brutos aquoso, hexanico e metandlico e suas particoes. Lima
(2006) avaliou, através do ensaio de indugao lisogénica (induteste), o infuso e os
extratos aquoso e etandlico das folhas e ndo observou genotoxidade. Em 2005,

Polacchine avaliou a toxicidade aguda em camundongos, nao registrando mortes
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nas 24 horas de observacdo. Brugiolo (dados ndo publicados) avaliou o efeito do
extrato aquoso administrado por via oral a ratas Wistar e ndo observou alteragéo na
performance reprodutiva, mas registrou anemia e alteragdes histopatolégicas no
baco, nos rins e no figado nas doses de 250mg/kg, 500mg/kg e 1000mg/kg, além de
leucocitose na dose de 1000mg/kg/dia.

Os efeitos demonstrados para os diversos extratos de E. grandiflorus em
modelos in vitro e in vivo incluem atividades anti-inflamatoria, analgésica, diurética,
hipotensora, anti-hipertensiva, vasodilatadora, descolesterolizante, cicatrizante,
antimicrobiana, tripanocida, leishmanicida e antineoplasica.

A atividade anti-inflamatéria de E. grandiflorus foi demonstrada em modelos
de edema plantar induzido pelo composto 48/80, histamina e carragenina, através
da inibicdo da migragdo celular apds injecdo intraperitoneal de acido acético e
através da inibicdo da migragao leucocitaria e redu¢cado do volume de exsudato no
modelo de pleurisia induzida por carragenina (PIMENTA, 2002; CARDOSO et al.,
2003; DUTRA et al., 2006).

A atividade antinociceptiva foi demonstrada em camundongos através da
reducdo do numero de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético e da
reducao do tempo da lambida da pata induzida por formalina (CARDOSO et al.,
2003; DUTRA et al., 2006).

O efeito diurético foi evidenciado pelo aumento do volume de urina excretado
por camundongos em 4 horas de observagao apés administracdo do extrato aquoso
das folhas por via oral (PIMENTA, 2002; CARDOSO et al., 2003).

Diversos efeitos tem sido observados sobre o sistema cardiovascular. Em
ratos naturalmente hipertensos foi demonstrada redugdo acentuada da pressao
sanguinea e da frequéncia cardiaca (RIBEIRO et al., 1986). Em ratos normotensos,
com hipertensao induzida por L-Name ou em ratos espontaneamente hipertensos foi
observado efeito hipotensor reversivel e dependente da dose (PIMENTA, 2002). A
agao anti-hipertensiva foi observada tanto com o tratamento agudo endovenoso
quanto com o tratamento cronico em ratos normotensos e hipertensos
(POLACCHINE, 2005; LESSA et al., 2008). Adicionalmente, foram observados
potente efeito vasodilatador na microcirculagédo renal de coelhos e relaxamento no
modelo de aorta isolada de coelhos (PIMENTA, 2002; TIBIRICA et al., 2007).

A avaliacdo da atividade do extrato aquoso sobre os niveis plasmaticos de

colesterol em camundongos revelou redugcdo destes niveis tanto em animais
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normais quanto nos animais recebendo solugéo oleosa de colesterol (CARDOSO et
al., 2005).

Os extratos de folhas e peciolos tiveram atividade contra os microorganismos
Staphylococcus aureus, Rhodococcus equi, Bacillus subtillis e Candida albicans
(TANAKA, 2000). O extrato aquoso das folhas demonstrou atividade contra as
bactérias Gram-positiva Staphylococcus aureus e Gram-negativas Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium (DUARTE et al., 2002). O
extrato metandlico das folhas teve atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis e
Micrococcus luteus (SOUZA et al., 2004).

A atividade tripanocida in vitro das folhas de E. grandiflorus foi demonstrada
contra a forma tripomastigota proveniente de cultura de LLCMK?2 infectadas com a
cepa Y de Trypanosoma cruzi (PIMENTA, 2002).

Pimenta (2002) demonstrou atividade leishmanicida contra promastigotas de
Leishmania major in vitro.

Extratos das folhas de E. grandiflorus inibiram a proliferagdo, in vitro, de
linhagens de células tumorais de mieloma (SP2/0), linfoma (BW) e plasmocitoma de
camundongos (P3653) (PIMENTA, 2002).

Quanto aos constituintes quimicos, estudos mais amplos da caracterizagao
farmacognodstica de E. grandiflorus, evidenciaram grupos quimicos de relevancia
terapéutica, os principios ativos, como os compostos fendlicos, triterpenos,
flavondides, saponinas e taninos (MANNS e HARTMANN, 1993; TANAKA et al.,
1997; COSTA et al., 1999; TANAKA, 2000; DUARTE et al., 2002; PIMENTA, 2002;
PIMENTA, 2006; LIMA, 2006; SCHNITZLER, PETEREIT e NAHRSTEDT, 2007).

Devido ao potencial terapéutico atribuido a E. grandiflorus, principalmente por
suas propriedades anti-inflamatoérias, e sabendo que a asma é uma doenca
inflamatdria cronica das vias aéreas, verificou-se neste trabalho a agao do extrato
aquoso desta planta sobre o quadro inflamatério pulmonar mimetizado em modelo

murino.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus (EAEg) na
modulagao da resposta imune no modelo murino de alergia pulmonar induzida por
OVA.

3.2 Objetivos especificos

- Estimar o grau de infiltrado celular inflamatério no tecido pulmonar e realizar a
contagem de células com morfologia sugestiva de eosindfilos nos cortes histolégicos
corados com hematoxilina e eosina (HE);

- Determinar a atividade da EPO no homogenato de tecido pulmonar através de
ensaio enzimatico;

- Analisar o perfil de produgcdo das quimiocinas CCL2, CCL5 e CCL11 no
sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar através de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay);

- Detectar IgE especifica para OVA no soro através de ELISA;

- Realizar as contagens total e especifica de células no LBA;

- Caracterizar o perfil de expressdo dos marcadores celulares CD3, CD25, CD28 e
CD152 nas células do LBA através da citometria de fluxo;

- Avaliar o perfil de produgdo das citocinas IL-4, IL-10, IL-13 e IL-17A no
sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar;

- Determinar a expressao génica das citocinas IL-4 e IL-13 e para o fator de
transcricdo Foxp3 no tecido pulmonar através de RT-PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase apds Transcrigdo Reversa) em tempo real.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, com
aproximadamente 6 a 8 semanas de idade, pesando em média 22g, provenientes do
Biotério do Centro de Biologia da Reprodugdo (CBR) da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF). Os camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno,
tendo como forma de alimentagdo agua e ragao propria oferecidas ad libitum. As
gaiolas foram mantidas em estantes ventiladas (Allesco, EUA), na sala de
manutengdo de animais do laboratério de Imunologia da UFJF. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)
da Pro-reitoria de Pesquisa da UFJF, em reunido realizada em 10/02/2009, sob o
numero 038/2008-CEEA, que segue as regras éticas internacionais em

experimentagao animal.

4.2 Material vegetal e preparagcao do extrato aquoso de Echinodorus

grandiflorus

As folhas de E. grandiflorus foram coletadas em junho de 2006, em plantio
sob condicbes de inundacdo intermitente, em Juiz de Fora, MG, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Daniel Sales Pimenta, que identificou e arquivou
exsicata no Herbario Leopoldo Krieger na UFJF, Juiz de Fora, Minas Gerais, sob o
numero 49.707. O extrato aquoso foi elaborado no laboratério de Anatomia Vegetal,
do Departamento de Botanica da UFJF. Apds secagem em bancada, seguida de
utilizacao de estufa a 55°C até atingir peso constante, foi obtida a amostra de folhas
secas rasuradas. Folhas secas (250g) foram submetidas a extragdo aquosa por
infusdo com 5600mL de agua destilada, permanecendo por 15 horas em maceragao
estatica, sendo depois filtrado, acondicionado em freezer a -20°C e liofilizado

(Liofilizador Freeze Dryer 18, Labconco, EUA) na Empresa Brasileira de Pesquisa
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Agropecuaria - Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite (EMBRAPA-CNPGL),
Juiz de Fora, MG. O rendimento dos residuos liofilizados foi de 13,45%, ou seja,
13,459 de residuo para cada 100g de folhas secas. A determinagdo do perfil
cromatografico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a avaliagéo
qualitativa do extrato aquoso de E. grandiflorus foram realizadas pelos professores
Elita Scio Fontes e Rodrigo Luiz Fabri, no Departamento de Bioquimica da UFJF, e

as informacgdes referentes a estas avaliagbes encontram-se disponiveis no Anexo A.

4.3 Delineamento experimental

4.3.1 Modelo de alergia pulmonar induzida por OVA

Todos os animais foram inicialmente submetidos a tratamento anti-helmintico
com ivermectina por 10 dias, sendo 800uL de lvermectina 1% (lvomec, Merial,
Brasil) diluida em 1L de agua filtrada, e posteriormente com dose unica de Cestox
(Praziquantel, Merck, Alemanha) por gavagem na dose de 0,75mg/animal, seguido
por um periodo de repouso de 10 dias antes do inicio do protocolo do modelo de
alergia pulmonar induzida por OVA (AP). Para a indugdo do modelo, os animais
foram imunizados com uma injegao intraperitoneal (i.p.) contendo 20ug de OVA
(Grade V, Sigma-Aldrich Corp, EUA) e 2mg de hidréxido de aluminio (Sigma-Aldrich
Corp, EUA) em volume total de 160uL por animal nos dias O e 14 do protocolo. Nos
dias 28, 29 e 30, os animais foram submetidos a nebulizacdo com OVA 1% por 20
minutos, mimetizando a via natural de exposi¢do aos alérgenos ambientais. Os
desafios foram realizados através da nebulizagdo de OVA 5% por 20 minutos nos
dias 32 e 40 do protocolo (Figura 6). Para as nebulizagbes, realizadas em grupos de
5 a 6 camundongos mantidos em uma gaiola comum (30cm X 19cm X 13cm), foi
utilizado o nebulizador modelo Inalatec Plus (Nevoni, Brasil), como mostrado na

Figura 7.



i.p.com OVA

Tratamento Tratamento
anti-helmintico Repouso com EAEg
Dias -21 -1 10 0 14 28 20 30 32 40
Sensibilizagio Sensibilizagao Desafio
OVA 1% OVA 5%

Figura 6. Desenho experimental.

Figura 7. Equipamento utilizado para nebulizagédo. Foto: BRUGIOLO, A. S. S. (2009).

4.3.2 Grupos experimentais e tratamentos

36

Os camundongos utilizados no presente experimento foram divididos

conforme os grupos a seguir, sendo que cada grupo foi composto por 5 a 6 animais:

- Controle: camundongos tratados com veiculo (agua filtrada);

- EAEQ: camundongos tratados com extrato aquoso de E. grandiflorus;

- AP: camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com

veiculo;

- AP + EAEQ: camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e tratados

com extrato aquoso de E. grandiflorus;

- AP + Dexa: camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e tratados

com dexametasona.
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Os tratamentos foram realizados por via oral (v.0.) através de gavagem, em
volume de 0,1mL por animal por dia, do dia 32 ao dia 40 do protocolo, sendo que
para os animais dos grupos nos quais foi induzido o modelo de alergia pulmonar,
nos dias 32 e 40 do protocolo, o tratamento foi realizado imediatamente apds o
desafio. A dose de extrato aquoso de E. grandiflorus utilizada foi de 23mg/kg de
peso corporeo, sendo esta a dose recomendada para humanos, segundo Lopes e
colaboradores (2000). A dose de dexametasona utilizada foi de 3mg/kg de peso
corpéreo. Um resumo dos procedimentos realizados em cada um dos grupos

experimentais € mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais.

n=5 a 6/grupo  Sensibilizagao e Veiculo E. grandiflorus Dexametasona

desafio com OVA (23mg/Kg) (3mg/Kg)
Controle - + - -
EAEg - - + -
AP + + - -
AP + EAEg + - + -
AP + Dexa + - - +

4.3.3 Obtengao de material biolégico

Todo o material biolégico foi obtido 8 horas apds o ultimo tratamento com
veiculo, EAEg ou dexametasona. Aproximadamente 0,5mL de sangue foram
coletados pelo plexo retro-orbital, centrifugado a 14000rpm, por 2 minutos
(Centrifuge 5410, Eppendorf, Alemanha) e o soro foi separado e armazenado
individualmente a -20°C. Posteriormente, os animais foram eutanasiados com
solugao de ketamina (90mg/kg, Syntec, Brasil) e xilasina (10mg/kg, Calmiun, Agener
Unido, Brasil) por via i.p.. A traquéia foi entdo canulada com uma sonda uretral
numero 4 (CPL Medical's, Brasil) conectada a uma seringa e os pulmdes foram
lavados com aproximadamente 1mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) gelado,

por 2 ou 3 vezes para a coleta de aproximadamente 0,7mL de LBA, que foi
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armazenado individualmente. Seguiu-se a abertura da caixa toracica para retirada

dos lobos pulmonares, que também foram armazenados individualmente.

4.3.4 Analise histopatologica

A avaliagéo histopatoldgica foi realizada com a colaboracdo da Dra. Beatriz
Julido Vieira Aarestrup, do Departamento de Morfologia, Instituto de Ciéncias
Bioldégicas (ICB)-UFJF. Para isto o lobo pulmonar superior direito de cada animal foi
fixado em formol tamponado a 10%, e as amostras foram submetidas ao
processamento histolégico de rotina. O material emblocado em parafina foi
submetido a microtomia com 4um de espessura e corados com hematoxilina e
eosina (HE). Apds coloragédo, os cortes foram dispostos sobre ldminas e montados
em laminulas com Entellan (1.07961, Merck, Alemanha). As amostras foram
observadas em toda sua extensdo em microscopio Optico Zeiss (Hallbergmoos,
Alemanha) nos aumentos de 50, 100 e 400 vezes, por dois avaliadores
independentes, com formagdo e experiéncia em histopatologia, calibrados e
cegados em relagdo aos grupos. Apos observagao, foram selecionados para captura
fotografica digital, em aumento de 400 vezes, de 3 a 5 campos do lobo pulmonar
superior direito para analise do infiltrado inflamatério e para contagem das células
com morfologia sugestiva de eosinofilos. As areas peribronquiolares e
perivasculares foram avaliadas de acordo com o grau de infiltrado celular
inflamatorio, ao qual foram atribuidos escores de 0 a 5 para cada campo (LEE et al.,
2009):

- 0, auséncia de processo inflamatério;

- 1, células inflamatdrias esparsas;

- 2, uma camada de células inflamatérias ao redor da estrutura avaliada;

- 3, anel de células inflamatérias contendo 2 a 4 camadas;

- 4, aglomerado focal de células inflamatorias ao redor da estrutura;

- 5, infiltrado inflamatorio intenso.

Posteriormente, foi realizada a contagem das células com morfologia
sugestiva de eosindfilos, sendo avaliados a afinidade tintorial do citoplasma e a

morfologia do nucleo. Para a andlise estatistica foram utilizadas as meédias
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aritméticas simples de 3 a 5 campos pulmonares por lamina, sendo 5 a 6 laminas
representativas de cada grupo experimental. Ainda nas fotomicrografias, foram
analisados o tecido epitelial de revestimento bronquiolar e o epitélio alveolar, quanto
a presengca e a intensidade de alteragbes celulares metaplasicas, bem como

possivel produgdo de muco.

4.3.5 Determinacgéo da atividade da peroxidase eosinofilica no tecido pulmonar

A determinacéo da atividade da peroxidase eosinofilica (EPO) e dosagem de
quimiocinas e citocinas no tecido pulmonar foi realizada com a colaboragao da Dra.
Lucila Grossi Gongalves Pacifico, no Departamento de Bioquimica e Imunologia da
UFMG, Belo Horizonte, MG. Para isto o lobo pulmonar inferior direito foi
armazenado, individualmente, a -20°C até a utilizacdo. Para a determinacdo da
atividade da EPO no tecido pulmonar, 100mg de tecido de cada amostra foi pesado,
homogeneizado em 1,9mL de PBS e centrifugado a 10000rpm por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi descartado e as hemacias foram lisadas. As amostras foram
entdo centrifugadas a 10000rpm por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1,9mL de hexadeciltrimetil brometo
de amébnio (HTAB) 0,5% em salina PBS e homogeneizado. Seguiu-se o
congelamento das amostras por trés vezes em nitrogénio liquido e a centrifugacao a
10000rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico.
Resumidamente, 10mg de OPD (o-fenilenodiamina) foi dissolvida em 5,5mL de agua
destilada e, em seguida, 1,5mL de solugdo de OPD foi adicionado a 8,5mL de
tampao Tris (pH 8,0), seguido pela adigdo de 7,5uL de agua oxigenada. Usando
uma placa de 96 pogos, 100uL da solugédo de substrato foi adicionado em 50uL de
cada amostra. Apos 30 minutos, a reacédo foi interrompida com 50uL de &acido
sulfurico 1M e a absorbancia foi lida a 492nm em leitor de ELISA (SPECTRAMAX
190, Molecular Devices, EUA).
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4.3.6 Dosagem de quimiocinas e citocinas no sobrenadante do homogenato de

tecido pulmonar

Para a obtengcdo do homogenato, 100mg de cada tecido pulmonar foi
macerado em 1mL de PBS contendo inibidores de proteases (0,1mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 0,1mM cloreto de benzetonio, 10mM EDTA e 2uL de aprotinina A) e
0,05% Tween 20. As amostras foram entédo centrifugadas por 10 minutos a 3000 X g
e 0s sobrenadantes foram imediatamente diluidos e usados para detectar os niveis
de quimiocinas e citocinas por ELISA. As quimiocinas CCL2 e CCL5 foram diluidas
na proporg¢ao 1:5 e a CCL11, 1:8, as citocinas IL-4, IL-13 e IL-10 foram diluidas na
proporcao 1:3 e a IL-17A foi utilizada sem diluicdo. Foram utilizados os kits de ELISA
da R&D Diagnostics (EUA) para quantificar as quimiocinas CCL2, CCL5 e CCL11, os
kits de ELISA BD OptEIA (BD Biosciences, EUA) para quantificar as citocinas IL-4,
IL-10 e IL-13 e o kit de ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience, EUA) para quantificar a
citocina IL-17A, de acordo com as instru¢gdes do fabricante. Para a dosagem de
citocinas, placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o anticorpo de captura
diluido em tampao e incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas em
PBS-Tween 20 (PBST) e os sitios inespecificos foram bloqueados, permanecendo
incubando por 1 hora, seguida por lavagem. Para determinagdo das quimiocinas e
citocinas, as curvas-padrao para as respectivas quimiocinas e citocinas e as
amostras do sobrenadante de tecido pulmonar foram adicionadas e incubadas por 2
horas a temperatura ambiente. Terminada a incubagao, as placas foram lavadas e o
segundo anticorpo foi adicionado e incubado por mais 1 hora a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas e a reacéao foi revelada pela adigdo do substrato.
A reacgao foi interrompida com acido sulfurico 1M e a leitura foi feita em leitor de
ELISA (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices, EUA) a 450nm. As concentragbes
de quimiocinas e citocinas foram calculadas a partir das curvas-padrao, obtidas

pelas diferentes concentragcdes das quimiocinas e citocinas recombinantes.
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4.3.7 Detecgao de anticorpo especifico para OVA

Para a deteccao de IgE especifica para OVA placas de 96 pogos foram
sensibilizadas com o antigeno OVA (10ug/mL) e incubadas por 18 horas a 4°C. As
placas foram lavadas com PBST e bloqueadas com PBST com 10% SFB (soro fetal
bovino), permanecendo incubando por 2 horas em temperatura ambiente. As placas
foram novamente lavadas e os soros ja diluidos (1:100) foram adicionados e
permaneceram incubando por 18 horas a 4°C. As placas foram lavadas e o
anticorpo anti-IgE conjugado a peroxidase foi adicionado e permaneceu incubando
por mais 1 hora a temperatura ambiente. Apos as lavagens a reacéo foi revelada
pela adicdo do substrato contendo acido citrico 0,1M, citrato de sédio 0,1M, agua
destilada, cromogeno OPD e agua oxigenada 30%. A reacado foi bloqueada com
acido sulfurico 1M e a leitura foi realizada em leitor de ELISA a 492nm. A detecgao
do anticorpo especifico foi quantificada como densidade o6tica (DO) em leitor de
microplacas (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA).

4.3.8 Contagem total e especifica de leucdcitos no lavado bronco-alveolar

O LBA foi utilizado para realizar a contagem total do numero de células. Para
isto, foi utilizada uma solugdo contendo uma parte de corante azul de Trypan para
uma parte do LBA, individualmente. Para cada amostra, 20uL dessa solugao foram
colocadas na lamina da camara de Neubauer e as células foram contadas. O
resultado foi expresso como nimero de células x10*/mL de LBA. Posteriormente o
LBA foi centrifugado a 4°C por 10 minutos a 1200rpm (Jouan CR 312, Thermo
Electron Corporation, EUA), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 50uL de PBS e utilizado para contagem especifica de leucécitos
no LBA através do citospyn. Resumidamente, foi realizada uma diluicdo para que
todos os grupos ficassem com aproximadamente o mesmo numero de células. As
amostras foram citocentrifugadas (Centrifuga Citolégica, Fanem, Brasil) a 2800rpm

por 5 minutos. As laminas foram coradas com Pandtico Rapido (Laborclin Ltda,
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Brasil) e foi realizada a contagem de 300 células por lamina, com o auxilio de
microscopio optico (BX41PF, Olympus Optical, Japdo) nos aumentos de 400 e 1000
vezes. As células foram caracterizadas de acordo com critérios morfolégicos padréao
e os resultados foram expressos como nimero especifico de células x10%/mL de
LBA.

4.3.9 Expressao de marcadores celulares nas células do lavado bronco-alveolar

Para a analise da expressdo de marcadores celulares nas células do LBA foi
utilizado o sedimento ressuspendido em 50uL de PBS. Inicialmente as células foram
incubadas com os anticorpos anti-CD3-PerCP, anti-CD25-PE, anti-CD28-PE e anti-
CD152-PE, por 45 minutos a 4°C. Posteriormente as células foram fixadas. Foram
adicionados 70uL de SFB seguido de centrifugacao a 4°C por 5 minutos a 1200rpm.
O sobrenadante foi desprezado e seguiram-se 3 lavagens com 1mL de PBS com 5%
SFB. As células foram entédo ressuspendidas em 200uL de paraformaldeido (1% em
PBS) e armazenadas no escuro, a 4°C até a aquisicdo que foi realizada em
citbmetro de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson, EUA). As analises foram feitas
utilizando 10000 eventos para cada amostra. As células marcadas foram
selecionadas, através de tamanho e granulosidade, e analisadas através do
software CellQuest® (Becton Dickinson, EUA). Os resultados foram expressos como
percentual de células, numero total de células e expressdo dos marcadores
celulares, sendo esta Ultima caracterizada pela média de intensidade de

fluorescéncia (MIF).

4.3.10 Extracao de RNA e sintese de cDNA

Todas as etapas para a realizacdo do RT-PCR em tempo real foram
realizadas com a colaboracdo do Dr. Marco Antonio Machado na EMBRAPA-

CNPGL, Juiz de Fora, MG. O lobo pulmonar esquerdo de cada animal foi
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armazenado em RNA later a -80°C para posterior realizacdo de RT-PCR em tempo
real. As amostras de tecido pulmonar foram removidas do RNA later e o excesso de
liquido foi drenado usando uma pinga. A seguir, foi pesada a quantidade de tecido a
ser utilizada, aproximadamente 5mg, e o tecido foi rompido e homogeneizado
utilizando o aparelho TissueRuptor (Qiagen, Alemanha) na presenca de tampéao de
lise durante 45 a 90 segundos. O RNA total foi extraido das amostras de tecido
pulmonar de cada camundongo, individualmente, conforme as instrugdes do
fabricante (RNeasy Mini Kit 74104, Qiagen, Alemanha), quantificado por
nanoespectrofotometria através do NanoDrop ND1000 (NanoDrop, EUA) e
qualificado através do 2100 Bioanalyzer (Agilent, EUA) para verificar a integridade
do RNA. Para avaliar a auséncia de contaminagao, principalmente por proteinas,
observou-se a relagédo 260/280, que deve estar proxima de 2,0. Seguiu-se a sintese
de cDNA (DNA complementar) primeira fita conforme as instrugbes do kit
SuperScript 1l First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, EUA). O cDNA produzido
foi armazenado a -20°C até o momento da reacdo de PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) em tempo real. Os primers utilizados neste estudo e as avaliagbes
relativas ao funcionamento dos primers e a temperatura de anelamento sao
mostrados no Anexo B. Os genes HPRT (hypoxanthine guanine
phosphoribosyltransferase) e B-actina foram testados a fim de avaliar o melhor
controle endégeno, sendo que este deve ser expresso em todos os tecidos e

apresentar niveis de expressao inalterados com o tratamento.

4.3.11 RT-PCR em tempo real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o kit iTaq
SYBR Green Supermix with ROX (Bio-Rad, EUA), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Cada gene alvo foi amplificado em pocos diferentes e as condigbes de
amplificacdo para todos os sistemas foram: 50°C durante 2 minutos para ativacido da
iTag DNA polimerase, 95°C por 10 minutos para desnaturagao inicial, 40 ciclos de
95°C por 15 segundos para desnaturagdo e 60°C por 1 minuto para pareamento e
extensdo. Apos 40 ciclos de amplificacdo todas as amostras foram submetidas a

analise da curva de dissociagao, a fim de validar a auséncia de produtos nao
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especificos e dimeros de primers (Anexo B). A expressao génica foi calculada
através dos valores de Ct (cycle threshold) que correspondem ao ciclo em que cada
curva de amplificagao atravessa o limiar de detecgéo, sendo um ponto de referéncia,

servindo como base para comparagao entre as amostras, pela formula:

Expressao génica = 2744

Onde: ACt = Ct do gene alvo — Ct do gene controle enddgeno,
E: AACt = ACt da amostra — ACt do controle.

4.4 Analise estatistica

Os dados numéricos foram analisados pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Posteriormente, foram utilizados o teste t ndo pareado para os
dados paramétricos e o teste de Mann Whitney para os dados n&o paramétricos. O
nivel de significancia admitido para os testes foi de p<0,05. Os dados sao expressos

como média + erro padrao.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise histopatolégica

A partir da observagdo microscopica, foi realizada a analise histopatoldgica
descritiva geral dos grupos. Foi observado aumento significativo na quantidade de
células infiltradas no tecido pulmonar dos animais do grupo AP quando comparados
com o0s animais do grupo controle. Os animais do grupo AP exibiram intenso
infiltrado inflamatério perivascular, peribronquiolar e nos espagos interalveolares,
composto predominantemente por células com morfologia sugestiva de eosindfilos
em todo o estroma, sendo atribuido escore 5 para este grupo. Ja os animais do
grupo controle apresentaram caracteristicas histolégicas compativeis com a
normalidade, sendo atribuido escore 0 para este grupo (Figuras 8A, 8C, 9A e 9C).

Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com EAEgQ nao reduziu o
infiltrado celular inflamatorio em relagado ao grupo AP, sendo atribuido escore 5 para
este grupo, caracterizado por infiltrado inflamatorio perivascular e peribronquiolar
composto por células com morfologia sugestiva de eosindfilos (Figuras 8C, 8D, 9C e
D).

Ja o tratamento com dexametasona reduziu o infiltrado inflamatério em
relacdo ao grupo AP, sendo observados neste grupo discreto infiltrado inflamatorio
predominantemente perivascular com areas restritas de edema e composto por
células mononucleares em menor quantidade e células com morfologia sugestiva de
eosindfilos, sendo 2 o escore atribuido para este grupo (Figura 8C, 8E, 9C e 9E).

Além disso, n&o foi observada diferenga significativa entre os grupos controle
e EAEg, sendo atribuido escore 0 para ambos, embora os animais do grupo EAEg
tenham apresentado discreto infiltrado inflamatoério associado a edema perivascular

e peribronquiolar composto por células mononucleares (Figura 8A, 8B, 9A e 9B).



46

Figura 8. Amostras de parénquima pulmonar de camundongos BALB/c. (A) Controle, (B) EAEg, (C)
AP, (D) AP + EAEg e (E) AP + Dexa. (a) luz bronquiolar, (b) luz vascular, (c) luz alveolar, (d) infiltrado
inflamatério, (e) edema. Coloragdo HE. Aumento original 250X.
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Figura 9. Amostras de parénquima pulmonar de camundongos BALB/c. (A) Controle, (B) EAEg, (C)
AP, (D) AP + EAEg e (E) AP + Dexa. (a) luz bronquiolar, (b) luz vascular, (c) estroma, (d) epitélio
bronquiolar, (*) células mononucleares, ({) células com morfologia sugestiva de eosindfilos.
Coloracao HE. Aumento original 400X.
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A avaliagdo quantitativa de eosindfilos no tecido pulmonar revelou aumento
significativo nas amostras provenientes do grupo AP quando comparado as
amostras do grupo controle. Nos animais com alergia pulmonar, os tratamentos com
EAEg ou com dexametasona n&o alteraram a quantidade de eosindfilos infiltrados
no tecido pulmonar quando comparados as amostras do grupo AP. Foi observado
aumento significativo na quantidade de eosindfilos no grupo EAEg quando

comparado ao grupo controle (Figura 10).
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Figura 10. Numero de eosindfilos no tecido pulmonar. Barras representam a média * erro padrao.
Foram contadas células em 3 a 5 campos pulmonares representativos por Iamina, sendo 5 a 6
I&minas por grupo. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; ¢ p<0,05 versus AP + EAEg.

5.2 Atividade da peroxidase eosinofilica no tecido pulmonar

A avaliagédo da atividade da EPO no homogenato de tecido pulmonar revelou
que a indugdo do modelo de alergia pulmonar aumentou significativamente a
atividade da EPO, comparado com o grupo controle (Figura 11).

Nos animais com alergia pulmonar, os tratamentos com EAEg ou com

dexametasona reduziram significativamente a atividade da EPO, quando
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comparados com o grupo AP. Também foi observada redugéo significativa na
atividade da EPO no grupo AP + Dexa, quando comparado ao grupo AP + EAEg
(Figura 11).

Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos controle e EAEg em

relacdo a atividade da EPO (Figura 11).
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Figura 11. Atividade da EPO no homogenato de tecido pulmonar (DO 492nm). Barras representam a
média + erro padrdo. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; c¢ p<0,05 versus AP + EAEg.
EPO, peroxidase eosinofilica e DO, densidade 6ptica.

5.3 Niveis de quimiocinas no homogenato de tecido pulmonar

Em relagdo aos niveis de quimiocinas no homogenato de tecido pulmonar
houve aumento significativo na produgdo de CCL2, CCL5 e CCL11 com a indugao
do modelo de alergia pulmonar, quando comparado com o grupo controle (Figura
12).

Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com EAEg reduziu
significativamente apenas a producado de CCL11, comparada com a produgao dessa
quimiocina pelo grupo AP (Figura 12C).

Ja o tratamento com dexametasona reduziu significativamente os niveis de
producao de CCL2, CCL5 e CCL11, comparado com os niveis de producdo dessas
quimiocinas pelo grupo AP. Também foram observadas redugdes significativas nos
niveis das quimiocinas avaliadas no grupo AP + Dexa, quando comparado ao grupo
AP + EAEg (Figura 12).
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N&o houve diferenga significativa entre os grupos controle e EAEg em relagao

a produgao das quimiocinas avaliadas (Figura 12).
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Figura 12. Niveis de quimiocinas no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar. (A) Niveis de
CCL2, (B) CCL5 e (C) CCL11 no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar (pg/mL). Barras
representam a média + erro padrao. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; c p<0,05 versus
AP + EAEgQ.

5.4 Deteccao de anticorpo especifico para OVA

A avaliagao da produgao de IgE especifica para OVA no soro demonstrou que
a indugao do modelo de alergia pulmonar aumentou significativamente esses niveis,
quando comparado com o grupo controle (Figura 13).

Nos animais com alergia pulmonar, os tratamentos com EAEg e com
dexametasona reduziram significativamente os niveis de IgE especifica para OVA
no soro, quando comparados com o grupo AP (Figura 13).

N&o foi observada diferenca significativa entre os grupos controle e EAEg em

relacdo aos niveis de IgE especifica para OVA (Figura 13).
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Figura 13. Niveis de IgE especifica para OVA no soro (1:100). Barras representam a média * erro
padrao. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; c p<0,05 versus AP + EAEg. DO, densidade
oOptica.

5.5 Contagem total e especifica de leucécitos no lavado bronco-alveolar

A contagem de células no LBA demonstrou que a indug¢do do modelo de
alergia pulmonar aumentou significativamente o numero total de células no LBA,
quando comparado ao grupo controle (Figura 14A).

Nos animais com alergia pulmonar, os tratamentos com EAEg ou com
dexametasona, reduziram significativamente o numero total de células no LBA,
quando comparado com o grupo AP (Figura 14A).

Adicionalmente, o tratamento com dexametasona reduziu significativamente o
numero total de células no LBA quando comparado com o grupo AP + EAEg (Figura
14A).

Nao foi observada diferenga significativa entre os grupos controle e EAEg em
relacdo ao numero total de células no LBA (Figura 14A).

Em relagdo as subpopulagdes celulares, a inducdo do modelo de alergia
pulmonar resultou no aumento significativo no numero de neutréfilos, linfécitos,
macrofagos e eosindfilos, quando comparado ao grupo controle (Figuras 14B, 14C,
14D e 14E).
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Nos animais com alergia pulmonar, os tratamentos com EAEg e com
dexametasona reduziram significativamente o numero de células em todas as
subpopulag¢des avaliadas (Figuras 14B, 14C, 14D e 14E).

Além disso, o tratamento com dexametasona reduziu significativamente o
numero de neutrdfilos, linfocitos e eosindfilos, quando comparado com o grupo AP +
EAEg (Figuras 14B, 14C e 14E).

Nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos controle e
EAEg quanto ao numero de neutréfilos e eosindfilos (Figuras 14B e 14E). Entretanto,
foram observadas a redugdo significativa no numero de linfocitos e o aumento
significativo no numero de macrofagos comparando os grupos controle e EAEgQ
(Figuras 14C e 14D).
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Figura 14. Contagem total e especifica de células no LBA. (A) Numero total de células, (B) numero de
neutrofilos, (C) numero de linfécitos, (D) nimero de macréfagos e (E) nimero de eosindfilos no LBA
(x104/mL). Barras representam a média + erro padrdo. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP;
¢ p<0,05 versus AP + EAEg.
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5.6 Expressao de marcadores celulares nas células do lavado bronco-alveolar

A avaliagdo da expressdao dos marcadores celulares nas células do LBA
demonstrou que a indugcdo do modelo de alergia pulmonar aumentou
significativamente o percentual e o nimero total de células CD25" e a expresséo de
CD25, quando comparado com o grupo controle (Figura 15).

Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com EAEg aumentou
significativamente o percentual de células CD25%, entretanto reduziu
significativamente o nimero total de células CD25" e a expressdo de CD25, quando
comparado com o grupo AP (Figura 15).

Ja o tratamento com dexametasona, nos animais com alergia pulmonar, néo
alterou o percentual de células CD25", entretanto reduziu o nimero total de células
CD25" e a expressdo de CD25, quando comparado com o grupo AP. Também foram
observadas reducdes significativas no numero total de células CD25" e na
expressdo de CD25 no grupo AP + Dexa quando comparado com o grupo AP +
EAEg (Figura 15).

Adicionalmente, houve aumento significativo no percentual e no numero total
de células CD25" no grupo EAEg quando comparado com o grupo controle.
Entretanto, ndo houve diferenga na expressao de CD25 entre esses grupos (Figura
15).
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Figura 15. Expressdo de CD25 nas células do LBA. (A) Percentual de células CD25". (B) Niumero
absoluto de células CD25" (X 104/mL). (C) Expresséo de CD25. Barras representam a média * erro
padrdo. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; c¢ p<0,05 versus AP + EAEg. Cada dot plot é
representativo do respectivo grupo experimental. MIF, média de intensidade de fluorescéncia.



56

Em relacdo a expressdo do marcador CD28" nas células do LBA, a indugéo
do modelo de alergia pulmonar induziu ao aumento significativo no percentual e no
numero total de células CD28" e na expressdo de CD28, quando comparado com o
grupo controle (Figura 16).

Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com EAEg aumentou
significativamente o percentual de células CD28" e n&o alterou o numero total
células CD28" e a expresséo de CD28, quando comparado com o grupo AP (Figura
16).

Ja o tratamento com dexametasona, nos animais com alergia pulmonar, n&o
alterou o percentual de células CD28" e a expressdo de CD28, mas reduziu
significativamente o nimero total de células CD28", quando comparado com o grupo
AP. Também foram observadas redugdes significativas no percentual e no numero
total de células CD28" e na expressdo de CD28 no grupo AP + Dexa, quando
comparado com o grupo AP + EAEg (Figura 16).

N&o houve diferenca no percentual de células CD28" e na expressdo de
CD28, comparando os grupos controle e EAEg. Entretanto, houve aumento
significativo no nimero total de células CD28" no grupo EAEg quando comparado
com o grupo controle (Figura 16).
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Figura 16. Expressdo de CD28 nas células do LBA. (A) Percentual de células CD28". (B) Numero
absoluto de células CD28" (X 104/mL). (C) Expresséo de CD28. Barras representam a média * erro
padrdo. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; c¢ p<0,05 versus AP + EAEg. Cada dot plot é
representativo do respectivo grupo experimental. MIF, média de intensidade de fluorescéncia.
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Quanto & expressdo do marcador CD152" nas células do LBA a inducéo do
modelo de alergia pulmonar aumentou significativamente o percentual e o numero
total de células CD152", quando comparado com o grupo controle. Entretanto, néo
foram observadas diferengas na expressao de CD152 entre os grupos controle e AP
(Figura 17).

Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com EAEg aumentou
significativamente o percentual de células CD152" e ndo alterou o nimero total de
células CD152" e a expressdo de CD152, quando comparado com o grupo AP
(Figura 17).

Ja o tratamento com dexametasona, nos animais com alergia pulmonar, n&o
alterou o percentual de células CD152", mas reduziu significativamente o nimero
total de células CD152" e aumentou significativamente a expressdo de CD152,
quando comparado com o grupo AP. Também foram observadas a redugéo
significativa no nimero total de células CD152" e o aumento significativo na
expressao de CD152 no grupo AP + Dexa, quando comparado com o grupo AP +
EAEg (Figura 17).

Nao foram observadas diferengas no percentual e no numero total de células
CD152%, comparando os grupos controle e EAEg. Entretanto, houve redugéo
significativa na expressdo de CD152 no grupo EAEg quando comparado com o

grupo controle (Figura 17).
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Figura 17. Expressdo de CD152 nas células do LBA. (A) Percentual de células CD152". (B) Numero
absoluto de células CD152" (X 104/mL). (C) Expresséo de CD152. Barras representam a média + erro
padrdo. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; c¢ p<0,05 versus AP + EAEg. Cada dot plot é
representativo do respectivo grupo experimental. MIF, média de intensidade de fluorescéncia.
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5.7 Niveis de citocinas no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar

Quanto aos niveis de citocinas no sobrenadante do homogenato de tecido
pulmonar, foi observado aumento significativo na producdo de IL-4, IL-13 e IL-10
com a indugdo do modelo de alergia pulmonar, quando comparado ao grupo
controle (Figuras 18A, 18B e 18C). Os niveis de producdo de IL-17A no
sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar nao foram alterados no grupo AP,
quando comparado ao grupo controle (Figura 18D).

Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com EAEQ n&o alterou os
niveis de produ¢cao de nenhuma das citocinas avaliadas, enquanto o tratamento com
dexametasona reduziu significativamente os niveis de produgdo de todas as
citocinas avaliadas quando comparadas ao grupo AP e os niveis de IL-4, IL-13 e IL-
10 quando comparado ao grupo AP + EAEg (Figura 18).

Nao foi observada diferengca estatisticamente significativa entre os grupos

controle e EAEg quanto a produgao de nenhuma das citocinas avaliadas (Figura 18).
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Figura 18. Niveis das citocinas (A) IL-4, (B) IL-13, (C) IL-10 e (D) IL-17A no sobrenadante do
homogenato de tecido pulmonar (pg/mL). Barras representam a média * erro padrao. a p<0,05 versus
Controle; b p<0,05 versus AP; c p<0,05 versus AP + EAEg.
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5.8 Expressao génicade IL-4 e IL-13

Analisando a expressao génica, podemos observar que a indugdo do modelo
de alergia pulmonar aumentou a expressao génica de IL-4 em aproximadamente
134 vezes e de IL-13 em aproximadamente 116 vezes, quando comparado com 0O
grupo controle (Figura 19).

Nos animais com alergia pulmonar, os tratamentos com EAEg e com
dexametasona reduziram a expressao génica para as duas citocinas avaliadas. Para
a IL-4 a reducao foi de aproximadamente 1,6 vezes com o tratamento com EAEg e
de aproximadamente 16 vezes com o tratamento com dexametasona, quando
comparados ao grupo AP. Para a IL-13 a reducgao foi de aproximadamente 1,6 vezes
com o tratamento com EAEg e de aproximadamente 20 vezes para o tratamento
com dexametasona, quando comparados ao grupo AP (Figura 19).

Também foram observadas redugdes significativas na expressao génica de
IL-4 e IL-13 no grupo AP + Dexa, quando comparado ao grupo AP + EAEg (Figura
19).

N&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos controle e
EAEg em relagéo a expressao génica de IL-4 e IL-13 (Figura 19).
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Figura 19. Expressao génica de (A) IL-4 e (B) IL-13 nas amostras de tecido pulmonar, em relagédo a
expressdo do grupo controle, normalizadas pelo controle endégeno (HPRT). Barras representam a
média + erro padrdo. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; ¢ p<0,05 versus AP + EAEg.
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5.9 Expressao génica de Foxp3

A avaliagdo da expressao génica de Foxp3, demonstrou que né&o houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos controle, EAEg, AP e AP +
EAEg. Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com dexametasona reduziu
significativamente os niveis de expressdo génica para este fator de transcrigao,
quando comparado aos grupos AP e AP + EAEgQg, sendo esta reducdo de

aproximadamente 8 vezes quando comparado ao grupo AP (Figura 20).
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Figura 20. Expressao génica de Foxp3 nas amostras de tecido pulmonar, em relagado a expressao do
grupo controle, normalizada pelo controle endégeno (HPRT). Barras representam a média + erro
padrao. a p<0,05 versus Controle; b p<0,05 versus AP; c p<0,05 versus AP + EAEg.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, a indu¢gdo do modelo de alergia pulmonar por OVA foi
capaz de mimetizar as principais caracteristicas da asma alérgica humana. Embora
nao se tenha avaliado a hiperresponsividade brénquica, outros parametros como
infiltrado inflamatério intenso no tecido pulmonar, aumento no numero de eosindfilos
e na atividade da EPO no tecido pulmonar, aumento do numero total de células e no
numero de neutrofilos, linfocitos, macrofagos e eosindfilos no LBA, além de aumento
dos niveis de IgE especifica para OVA foram observados. A caracterizagéo
histopatolégica das vias aéreas e do parénquima pulmonar € um dos fatores
determinantes no estabelecimento de um paralelo entre a asma em pacientes e em
modelos murinos (revisado por TORRES, PICADO e MORA, 2005).

Em maior ou menor grau estes modelos s&o associados com a presenga de
eosindfilos, variando entre 30 a 80% do total de células, dependendo do modelo
(revisado por TORRES, PICADO e MORA, 2005). Neste trabalho, o percentual de
eosinofilos no LBA foi de aproximadamente 20% do total de células. Embora a
maioria dos trabalhos utilizando modelos murinos realize a eutanasia dentro de 24
horas apds o ultimo desafio (PACIFICO et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2008;
KIM et al., 2008), optou-se por realizar a eutanasia dentro de 8 horas apos o ultimo
desafio, pois este foi o melhor momento para avaliar a produgdo de citocinas
conforme experimento prévio realizado em nosso laboratério. Esse fato talvez possa
explicar o percentual de eosindfilos encontrado no LBA neste trabalho.

A presenca de eosindfilos no LBA e nos cortes histolégicos de pulmao
corados com HE nos animais sensibilizados e desafiados com OVA parece estar
correlacionada com a elevada atividade da EPO encontrada neste trabalho. Assim,
sabendo-se que os eosindfilos sao células centrais no desenvolvimento de
inflamacao das vias aéreas e que a EPO ¢é a proteina catibnica mais caracteristica
dessas células, com capacidade de induzir lesdo tecidual e disfuncdo torna-se
importante reproduzir essas caracteristicas em modelos murinos de alergia pulmonar
(revisado por NEVES e WELLER, 2009; revisado por HOGAN et al., 2008; revisado
por EGESTEN et al., 2001). O aumento da atividade da EPO nos animais com
inflamacao pulmonar induzida por OVA tem sido descrito por outros autores e foi
observada neste trabalho (PACIFICO et al., 2009; LEE et al., 2008).
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O aumento no numero de células no LBA e o infiltrado celular intenso
observado nos cortes histologicos de tecido pulmonar corados com HE, encontrados
no modelo de alergia pulmonar neste trabalho, podem estar relacionados ao
aumento das quimiocinas CCL2, CCL5 e CCL11. Essas quimiocinas foram avaliadas
e encontraram-se elevadas nos animais sensibilizados e desafiados com OVA. A
quimiocina CCL2 (MCP-1) se liga aos receptores CCR2 e CCR4 e tem uma potente
agao quimioatraente para monacitos, linfocitos T de memdria, basofilos e células NK
(natural killer). Além disso, é capaz de induzir a expressao de integrinas requeridas
para quimiotaxia de monocitos e € um potente fator de liberagdo de histamina dos
basdfilos. A quimiocina CCL5 (RANTES) se liga aos receptores CCR1, CCR2,
CCR3, CCR4 e CCR5 e tem uma potente acdo quimioatraente para linfocitos T de
memoria, eosinodfilos, basdfilos, células NK, células dendriticas e mondcitos. Esta
quimiocina € capaz de ativar as células NK, sendo um importante fator de liberagéo
de histamina dos basdéfilos. A quimiocina CCL11 (eotaxina) se liga ao receptor CCR3
e tem habilidade para atrair especificamente os eosindfilos, trabalhando em conjunto
com a citocina IL-5 (revisado por ROLLINS, 1997). Trabalhos recentes
demonstraram o aumento da producdo dessas quimiocinas no modelo de alergia
pulmonar induzida por OVA e este resultado foi reproduzido neste trabalho
(PACIFICO et al., 2009; CHOI et al., 2009; MIN et al., 2009).

Além da presencga de infiltrado celular no tecido pulmonar, de aumento do
numero de células no LBA e de quimiocinas no tecido pulmonar, outra observagao
que comprova a indugdo do modelo de alergia pulmonar s&o os altos niveis de IgE
especifica para OVA encontrados no soro dos animais sensibilizados e desafiados
com OVA neste trabalho, reforgando o fato do modelo induzido ser de asma atépica
(revisado por IWAKURA et al., 2008).

No intuito de caracterizar as populagdes celulares presentes no modelo
utilizado foram realizadas as marcagdes CD25, CD28 e CD152 através da técnica
de citometria de fluxo. Foram observados aumentos no percentual e no numero total
de células CD25", CD28" e CD152" e na expressdo de CD25 e CD28, nos animais
sensibilizados e desafiados com OVA. O CD25 ¢ a cadeia a do receptor para IL-2 e
encontra-se na superficie de linfocitos T e B ativados, enquanto os receptores CD28
e CD152 sao expressos predominantemente na superficie das células T (revisado
por O'SHEA, MA e LIPSKY, 2002; revisado por SANSOM e WALKER, 2008). O

aumento no percentual e no numero total dessas células pode estar associado ao
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aumento no numero de linfocitos T e B no modelo de alergia pulmonar, no caso dos
linfocitos T, provavelmente células Th2.

Quanto ao CD28, ja foi demonstrado anteriormente que sua expresséo
encontra-se aumentada em pacientes asmaticos, estando o CD28 associado ao
desenvolvimento das respostas alérgicas (WONG et al., 2005). Em trabalho onde
foram utilizados camundongos deficientes em CD28 ndo foi observado
desenvolvimento de inflamagdo em resposta a sensibilizacdo e desafio com OVA e
os autores sugeriram que o CD28 € necessario para a diferenciagao e fungao normal
das células Th2 em resposta a OVA (BURR et al., 2001). Portanto, o aumento no
percentual e no numero total de células CD28" e na expressdo de CD28 neste
modelo parece estar associado ao desenvolvimento de uma resposta alérgica,
predominantemente de linfocitos Th2.

Em relacdo a expressdo de CD152, n&do foi observado aumento com a
indugdo de alergia pulmonar. Em trabalho publicado por Burr e colaboradores
(2001), o tratamento de camundongos deficientes em CD28 com anti-CD152
restaurou o recrutamento de células inflamatérias para o pulmdao e os autores
sugerem que a ligagcdo entre CD152 e seu ligante B7 previne a inflamagédo na
auséncia de CD28, sendo o CD152 capaz de inibir a ativacdo dos linfocitos T e
também sua habilidade para ser recrutado para o local do desafio com o antigeno. A
auséncia de alteracdo na expressdao de CD152 nos animais sensibilizados e
desafiados com OVA neste trabalho pode indicar, possivelmente, maior ativagéo dos
linfocitos Th2 associada a permanéncia dessas células no tecido pulmonar.

Foram observados neste trabalho a elevagao tanto dos niveis de expressao
génica quanto protéica das citocinas IL-4 e IL-13 produzidas no tecido pulmonar. E
bem documentado que a resposta imune na alergia pulmonar é caracterizada por
uma resposta predominantemente de células Th2, com altos niveis de produgao das
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (VIEIRA et al., 2007). A citocina IL-4 esta relacionada com
a troca de isotipo para a classe IgE pelos linfocitos B enquanto a IL-13 tem sido
associada ao desenvolvimento de hiperresponsividade das vias aéreas (revisado por
RENAULD, 2001). Outros autores ja demonstraram a elevagéo dessas citocinas em
modelos de alergia pulmonar induzida por OVA e esses resultados foram
reproduzidos neste trabalho (PACIFICO et al., 2009; CHOIl et al., 2009;
VASCONCELOS et al., 2008).
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Neste trabalho os animais foram eutanasiados 8 horas apds o ultimo desafio e
0s niveis de produgédo da citocina reguladora IL-10 encontraram-se elevados no
tecido pulmonar dos animais sensibilizados e desafiados com OVA. Em trabalhos
publicados recentemente, a eutanasia dos animais foi realizada 4 horas ou 24 horas
depois do ultimo desafio e foi observado aumento da expressado génica para a
citocina IL-10 nas vias aéreas e no tecido pulmonar de animais expostos a OVA
(KIM et al., 2008; HERBERT et al., 2008). Outros trabalhos, nos quais os animais
foram eutanasiados 24 horas depois do ultimo desafio, ndo revelaram diferengas nos
niveis de IL-10 entre estes grupos (PACIFICO et al., 2009; ROGERIO et al., 2007a).
As diferentes respostas obtidas nestes trabalhos podem ser devido aos diferentes
protocolos de indugao de alergia pulmonar com exposi¢ao aguda ou crénica a OVA
e também devido ao tempo que precedeu a eutanasia apds o ultimo desafio.

Sabe-se que as citocinas tem acgbes complexas, sao pleiotropicas,
redundantes em alguns graus e influenciam a producéo de outras citocinas, podendo
atuar de forma imunoestimuladora ou imunossupressora (revisado por O’'SHEA, MA
e LIPSKY, 2002). Sendo assim, a elevagao inicial na producédo da IL-10 poderia
indicar uma resposta imune reguladora para os linfocitos Th1, com redugdo na
producao de IFN-y associado ao desenvolvimento e proliferagado dos linfocitos Th2.
Na sequéncia, poderia ocorrer queda na produgdo da IL-10, atingindo valores
semelhantes aos do controle em torno de 24 horas apods o ultimo desafio. Neste
momento, a expressao génica da IL-10 pode se elevar, o que pode sugerir 0 inicio
de uma resposta imune supressora para os linfocitos Th2, na tentativa de controlar a
resposta inflamatodria pulmonar alérgica.

Quanto a producdo da citocina IL-17A, os resultados ndo mostraram
diferencas entre os animais sensibilizados e desafiados com OVA e os animais
controle. Ja4 havia sido demonstrado anteriormente aumento da expresséo génica
para esta citocina nas vias aéreas de animais expostos de forma crénica a OVA e os
autores sugerem que existe uma possivel contribuicdo das células Th17 e da
citocina IL-17A na patogénese da asma crénica e nas mudangas observadas no
remodelamento das vias aéreas (HERBERT et al.,, 2008). Diferentes trabalhos
reportaram que a IL-17A tem pouca ou nenhuma contribuicdo ou papel regulador no
modelo de eosinofilia pulmonar predominantemente Th2, sendo de maior
importancia no modelo de alergia pulmonar neutrofilica ndo Th2. Adicionalmente, foi

demonstrado que a sensibilizagao intraperitoneal com alumen induz a uma fraca
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resposta de células Th17 e recrutamento de neutrdfilos (revisado por IWAKURA et
al., 2008). A sensibilizacdo no modelo de alergia pulmonar induzido neste trabalho
foi realizada com OVA adsorvida em alumen por via intraperitoneal e o periodo de
exposi¢cao dos animais ao alérgeno foi curto, caracterizando o modelo como agudo.
Esses fatores podem estar relacionados a auséncia de alteragdo nos niveis de IL-
17A relatados aqui.

Neste trabalho, assim como reportado por Kim e colaboradores (2008), a
inflamacao pulmonar induzida por OVA nao alterou os niveis de expressao génica
de Foxp3. Ja € bem descrito que o Foxp3 é um fator de transcricdo expresso em
altos niveis pelas células T reguladoras naturais CD4'CD25" e é essencial para o
seu desenvolvimento e fungao (revisado por HAWRYLOWICZ, 2005). O fato de néo
ter sido demonstrada alteragdo na expressao génica de Foxp3 neste trabalho pode
se correlacionar com a reducdo de linfocitos T reguladores e consequentemente
desenvolvimento da inflamagao pulmonar alérgica.

A partir da indugcdo e caracterizagdo do modelo de alergia pulmonar, foi
iniciada a avaliagcdo referente a administragdo oral do extrato aquoso de E.
grandiflorus, que demonstrou resultado promissor em relagcdo ao tratamento da
inflamac&o alérgica induzida por OVA.

O efeito anti-inflamatério do extrato aquoso de E. grandiflorus ja havia sido
demonstrado em modelos de edema plantar induzido pelo composto 48/80 e por
histamina (PIMENTA, 2002) e no modelo de contor¢bes abdominais induzidas por
injecao intraperitoneal de acido acético (CARDOSO et al., 2003).

A avaliagédo qualitativa das substancias presentes no extrato aquoso utilizado
neste trabalho mostrou a presenca de compostos fendlicos, flavondides, saponinas,
triterpenos e taninos. Varios trabalhos ja haviam demonstrado a presenca dessas
classes de substancias em diferentes extratos de E. grandiflorus (MANNS e
HARTMANN, 1993; TANAKA et al., 1997; COSTA et al., 1999; TANAKA, 2000;
DUARTE et al., 2002; PIMENTA, 2002; PIMENTA, 2006; LIMA, 2006; SCHNITZLER,
PETEREIT e NAHRSTEDT, 2007).

Muitos destes constituintes quimicos ja tiveram seu potencial terapéutico
avaliado no modelo de alergia pulmonar induzido por OVA. Os compostos fendlicos
estao presentes em relativa abundancia entre os metabdlitos secundarios de plantas
e animais e sdao comumente consumidos na dieta alimentar. Os taninos sao

componentes polifendlicos distribuidos nas plantas, alimentos e bebidas. Estas
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substancias apresentam atividades biologicas variadas, dentre elas a atividade
antioxidante, benéfica para a saude humana (revisado por CORREA, MELO e
COSTA, 2008). No modelo de alergia pulmonar foi testado recentemente o extrato
etandlico das cascas dos caules de Lafoensia pacari e o composto fendlico acido
elagico, capazes de diminuir o numero de células no LBA e o infiltrado inflamatério
no parénquima pulmonar (ROGERIO et al., 2008).

Os flavondides compreendem um grupo de compostos amplamente
distribuidos no reino vegetal, que estdo intimamente ligadas com processos
fisiologicos das plantas. No organismo de mamiferos, sdo capazes de atuar como
imunomoduladores, anti-inflamatérios, antivirais, bactericidas, hepatoprotetores,
gastroprotetores e antioxidantes (revisado por CORREA, MELO e COSTA, 2008).
Resultados promissores relativos a redugéao do processo inflamatério no modelo de
alergia pulmonar foram obtidos com o tratamento com os flavonoides quercetina e
isoquercitrina (ROGERIO et al., 2007b) e com o flavondide glicosideo kaempferol
(MEDEIROS et al., 2009).

As saponinas sdo um vasto grupo de glicosideos amplamente distribuidos nas
plantas, essas substéncias se dissolvem em agua formando solug¢des coloidais que
fazem espuma sob agitacdo e possuem propriedades anti-inflamatérias e
antimicrobianas, entre outras. Os triterpendis consistem de um esqueleto C30,
compreendendo uma estrutura pentaciclica (revisado por SPARG, LIGHT e van
STADE, 2004). O lupeol, um triterpeno isolado das cascas do tronco de Diplotropis
ferruginea, atenuou as alteragdes caracteristicas da inflamacgao alérgica das vias
aéreas em um modelo de alergia pulmonar induzida por OVA (VASCONCELOS et
al., 2008).

Pimenta (2002) avaliou diversas atividades farmacolégicas para os extratos
de E. grandiflorus e observou que a planta possui substancias ativas em mais de um
tipo de extrato. O mesmo autor afirmou que nao foi possivel determinar qual fragao
exerce a atividade anti-inflamatoria visto que amostras quimicamente diferentes e
sem substancias em comum apresentaram efetividade significativa. Nesse sentido é
possivel imaginar que a atividade biolégica do extrato aquoso de E. grandiflorus
utilizado neste trabalho resulta de varios compostos diferentes.

O tratamento com extrato aquoso de E. grandiflorus nao reduziu o infiltrado
celular inflamatério e o numero de eosindfilos no tecido pulmonar. Entretanto, foram

observadas reducdo na atividade da EPO no tecido pulmonar e redugdo nos
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numeros total e das subpopulac¢des celulares de neutrdfilos, linfocitos, macrofagos e
eosindfilos no LBA neste trabalho.

O fato de nao serem observadas reducgdes do infiltrado celular inflamatoério e
do numero de eosindfilos no tecido pulmonar pode estar relacionado a dose de
extrato aquoso de E. grandiflorus utilizada e ao tempo de tratamento. A dose de
escolha, 23mg/kg de peso corporal, € a dose recomendada para humanos (LOPES
et al., 2000) e o tempo de tratamento de 9 dias se baseou no tempo entre os
desafios no modelo de indugédo de alergia pulmonar utilizada neste trabalho. Novos
experimentos empregando doses mais elevadas e tempos de tratamento mais
longos, incluindo protocolos com o tratamento com o extrato aquoso de E.
grandiflorus antes do periodo de sensibilizacdo, deverdo ser realizados para
observar os efeitos preventivos e curativos sobre o processo inflamatdrio no tecido
pulmonar. Alguns autores avaliaram os efeitos preventivos e curativos dos
tratamentos com L. pacari e acido elagico e com o flavonodide glicosideo kaempferol
no modelo murino de asma e observaram resultados promissores no controle da
inflamacé&o pulmonar (ROGERIO et al., 2008 e MEDEIROS et al., 2009).

Embora o tratamento oral com o extrato aquoso de E. grandiflorus nao tenha
reduzido o infiltrado inflamatério e o numero de eosindfilos no tecido pulmonar,
houve reducdo da atividade da EPO nesse tecido, resultado encontrado também
com o tratamento com dexametasona. Pode-se sugerir que esta reducado da EPO
esta relacionada com a redugao da atividade celular, ja que a EPO é liberada apds a
ativacdo dessas células e tem capacidade de induzir lesdo tecidual e disfungao
(revisado por NEVES e WELLER, 2009).

Adicionalmente, foi observada redugao nos niveis de producédo da quimiocina
CCL11 no tecido pulmonar. Esta quimiocina se liga ao receptor CCR3 e tem
habilidade para atrair especificamente os eosinodfilos, trabalhando em conjunto com
a citocina IL-5 (revisado por ROLLINS, 1997). Além disso, o fato dos animais terem
sido eutanasiados 8 horas apds o ultimo tratamento pode ter influenciado esses
resultados, ndo havendo tempo suficiente para que ocorresse inibigdo da migragao
celular relacionada a queda da producdo de CCL11. Nesse sentido, avaliar os
animais em diferentes pontos de tempo, por exemplo, 8, 12 e 24 horas apos o ultimo
tratamento, e dosar os niveis de produgao da IL-5, envolvida no recrutamento e na

ativacdo de eosindfilos (revisado por ROLLINS, 1997), pode ser util para esclarecer
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0s mecanismos de atuagdo do extrato aquoso de E. grandiflorus no modelo de
alergia pulmonar induzida por OVA.

O tratamento com extrato aquoso de E. grandiflorus nao teve efeito sobre os
niveis de producdo de CCL2 e CCL5, muito embora tenham sido observadas
redu¢cées no numero de macrofagos, neutrofilos, linfocitos e eosinofilos no LBA. A
quimiocina CCL2 esta relacionada a migracdo de mondcitos e macrofagos, e a
CCLS5 esta relacionadas a migracao de eosindfilos e linfécitos para o tecido
pulmonar (revisado por ROLLINS, 1997). Este resultado, aparentemente
contraditorio, pode ser explicado por duas hipéteses. Em primeiro lugar o tratamento
oral com o extrato aquoso de E. grandiflorus pode ter reduzido a expressdao dos
receptores para essas quimiocinas, reduzindo a migragao das células inflamatérias
para o local da resposta. Em segundo lugar, os resultados encontrados podem ser
devido a cinética da resposta com o tratamento com o extrato, ocorrendo
inicialmente queda dos niveis de CCL2 e CCL5, levando a redugdo na migragao de
macrofagos, linfocitos e eosindfilos e, posteriormente, aumento dos niveis dessas
quimiocinas, atingindo valores semelhantes aos dos animais sensibilizados e
desafiados com OVA dentro de 8 horas apds o ultimo desafio.

Outro resultado relevante, foi a reducdo dos niveis de IgE especifica para
OVA no soro com o tratamento com extrato aquoso de E. grandiflorus, resultado
similar ao encontrado no tratamento com dexametasona. A IgE tem um papel
fundamental na sensibilizagcdo e degranulagcdo dos mastocitos e consequente
liberagdo de mediadores inflamatérios associados ao broncoespasmo (revisado por
AVERBECK et al., 2007). Ja foi demonstrado que o bloqueio da agao da IgE com o
anticorpo monoclonal omalizumab reduz a resposta a alérgenos, a inflamacéao
alérgica das vias aéreas e as exacerbagdes da asma (revisado por BARNES, 2008).

Embora ndo tenham sido encontrados na literatura trabalhos do efeito do
extrato aquoso de E. grandiflorus sobre a resposta imune, em artigo publicado por
Pinto e colaboradores (2007) evidéncias de atividade imunossupressora para o
extrato aquoso de E. macrophyllus, que se assemelha morfologicamente e quanto
aos constituintes quimicos a E. grandiflorus e é também conhecida popularmente
por chapéu de couro foram demonstradas. Esses autores observaram que o extrato
aquoso de E. macrophyllus foi capaz de reduzir a produgdo de anticorpos
aglutinantes, inibiu a produ¢ado de NO (6xido nitrico) in vitro e reduziu o infiltrado de

leucdcitos no tecido subcutdneo no modelo de hipersensibilidade do tipo tardia. Uma
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sugestédo futura seria avaliar especificamente a populacao de linfocitos B, através de
marcacoes de moléculas expressas na superficie dessas células, como B220, o que
podera contribuir para elucidar se a queda na producgao de IgE esta relacionada com
a reducao do numero de linfécitos B ou com a inibicdo da sua fungao.

Em relagdo aos marcadores celulares foram observados aumentos no
percentual de células CD25%, CD28" e CD152" com o tratamento com extrato
aquoso de E. grandiflorus. Entretanto, houve redugcdo no numero total de células
CD25" e na expressdo de CD25, sugerindo diminuigdo da populagéo celular e menor
ativacao de linfécitos T e B. Isto pode se correlacionar com a reducao dos niveis de
expressao génica de IL-4 e IL-13 pelos linfécitos Th2, levando a redugdo dos niveis
de IgE especifica para OVA produzidas pelos linfécitos B ativados.

Ja o numero total de células CD28" e CD152" e a expressdo de CD28 e
CD152 nao foram alteradas pelo tratamento com extrato aquoso de E. grandiflorus,
0 que pode significar que o extrato ndo modula a inflamagéo alérgica pulmonar
através da regulacao dessas moléculas. Outra hipotese € que pode estar ocorrendo
uma redugao no numero de linfécitos Th2, com consequente reducdo da resposta
imune alérgica, associada ao aumento do numero de linfécitos Th1, sem alteragao
no numero total e na expressédo de CD28 e CD152, ja que estes sdo expressos por
essas duas subpopulagdes de linfocitos T. Investigar a expressdo de CD80 e CD86
expressos na superficie celular das APCs e os niveis dos receptores soluveis CD28,
CD152, CD80 e CD86, além de avaliar a cinética da resposta imune com o
tratamento com o extrato aquoso de E. grandiflorus podera contribuir para o
esclarecimento dos mecanismos de agao do extrato neste modelo.

Em relacdo as citocinas IL-4 e IL-13, a expressao protéica avaliada no
sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar ndo se encontrou alterada com o
tratamento com o extrato aquoso de E. grandiflorus, entretanto, a expressao génica
para essas citocinas foi reduzida no tecido pulmonar. Pode-se sugerir que
eutanasiar os animais 8 horas apds o ultimo tratamento, influenciou o resultado
obtido e ndo possibilitou a observacdo da queda dessas citocinas no tecido
pulmonar. Avaliar a cinética da resposta com o tratamento com o extrato no modelo
de alergia pulmonar induzida por OVA pode ser interessante para elucidar os
mecanismos envolvidos.

O tratamento com EAEg ndo alterou os niveis de produgao das citocinas IL-10

e IL-17A, assim como nao alterou os niveis de expressao génica de Foxp3. Neste
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sentido, € possivel supor que os mecanismos envolvidos na redugao da inflamagao
no modelo de alergia pulmonar induzida por OVA provavelmente n&do estao
relacionados ao desenvolvimento de células T reguladoras ou Th17. Outra
possibilidade é supor que a eutanasia dos animais 8 horas apés o ultimo tratamento,
nao permitiu que as alteragcdes nos niveis de produgdo dessas citocinas e do fator
de transcricdo Foxp3 fossem observadas. Avaliar através da citometria de fluxo a
marcacgao simultdnea de moléculas caracteristicas das células T reguladoras, como
CD25, CD152 e Foxp3, além de citocinas intracelulares, como IL-10 e TGF-j,
podera contribuir para esclarecer se realmente o extrato nao induz o
desenvolvimento de células T reguladoras.

Os resultados referentes ao tratamento com dexametasona na dose de
3mg/kg de peso corporal sdo descritos em seguida. Neste trabalho o tratamento com
dexametasona reduziu visivelmente o infiltrado inflamatério nos cortes de tecido
pulmonar corados com HE. Embora o numero de eosindfilos no tecido pulmonar néo
tenha sido reduzido, houve reducado da atividade da EPO neste tecido. O total de
células e os numeros de neutrofilos, linfocitos, macrofagos e eosindfilos no LBA
foram reduzidos, o que se correlacionou com a queda nos niveis de produg¢ao das
quimiocinas CCL2, CCL5 e CCL11 no tecido pulmonar.

A reducdo dos niveis de IgE no soro e dos numeros absolutos de células
CD25, CD28 e CD152 também foram observadas com o tratamento com
dexametasona. Além disso, houve queda dos niveis de expressao génica e protéica
de IL-4 e IL-13. Finalmente, foram demonstradas redug¢do dos niveis das citocinas
IL-10 e IL-17A e queda da expresséo génica do fator de transcricdo Foxp3 no tecido
pulmonar.

A dexametasona € um glicocorticoide sintético muito utilizado no tratamento
da asma e também como controle positivo em modelos murinos de inflamagao
pulmonar. Os resultados de inibicdo encontrados neste trabalho sdo semelhantes
aos resultados encontrados por diversos autores que utilizaram esta droga como
controle positivo no modelo de alergia pulmonar induzida por OVA. O tratamento
com dexametasona inalada em modelo murino de asma alérgica preveniu
efetivamente a hiperresponsividade das vias aéreas, a hipersecrecdo de muco,
levou a queda nos niveis de imunoglobulinas e a redugao da inflamagéao das vias
aéreas (JUNGSUWADEE et al., 2004).
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Em trabalho publicado por Herbert e colaboradores (2008) a dexametasona
suprimiu a expressao génica para as citocinas avaliadas nas vias aéreas de animais
expostos de maneira crénica a OVA, incluindo IL-5, IL-13, IL-10 e IL-17A, suprimiu a
expressao génica para os fatores de crescimento avaliados e suprimiu a fibrose
subepitelial e a hipertrofia epitelial das vias aéreas.

O tratamento com dexametasona reduziu os leucécitos no LBA, o infiltrado
inflamatdrio no tecido pulmonar, a hiperresponsividade das vias aéreas e 0s niveis
de producdo de IL-4, IL-5 e IL-13 e leucotrienos (ROGERIO et al., 2008).

Vasconcelos e colaboradores (2008) observaram redugdo no infiltrado
inflamatorio, na produgado de muco, no numero de eosindéfilos no LBA, nos niveis de
IL-4, IL-5 e IL-13 no LBA e nos niveis de IgE especifica para OVA no soro.

Foi observado decréscimo da inflamagao eosinofilica, reducao de linfocitos
CD4 e B220, reducdo da expressao de CD40, CD80 e MHCIlI nas células
CD11b*/CD11c", redugdo da producéo de citocinas IL-5 e IL-13 no LBA, reducéo da
hipersecrecdo de muco e melhora da hiperresponsividade das vias aéreas
(MEDEIROS et al., 2009). Tomados em conjunto, esses resultados nos permitem
concluir que a dexametasona atua em diversos processos relacionados a inflamacgao
alérgica das vias aéreas de maneira relativamente inespecifica.

No presente trabalho, o modelo de alergia pulmonar induzido por OVA
mimetizou as principais caracteristicas da asma alérgica humana que foram inibidas
pela utilizacdo da dexametasona. Sendo assim, este modelo pode ser util na
avaliacdo dos mecanismos imunopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento da
asma e a dexametasona continua sendo um bom controle positivo para se avaliar a
eficacia de novos tratamentos neste modelo. Além disso, a administragao oral do
extrato aquoso de E. grandiflorus se mostrou promissora na modulacdo da resposta
imune na alergia pulmonar induzida por OVA, com resultados semelhantes aos
obtidos com o tratamento com dexametasona para alguns parametros avaliados.
Pesquisas futuras sao necessarias para se determinar mais especificamente os
mecanismos de acao de E. grandiflorus e o uso seguro deste fitoterapico,
principalmente em nivel clinico, muito embora o mesmo ja venha sendo utilizado

pela populagao brasileira.



74

7 CONCLUSOES

Inicialmente podemos concluir que a indugao do modelo de alergia pulmonar
por OVA foi capaz de mimetizar as principais caracteristicas da asma alérgica
humana, sendo um bom modelo para investigar os mecanismos imunopatolégicos
que levam ao desenvolvimento da asma e avaliar a eficacia de novos tratamentos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram-se promissores em relagao ao
controle da alergia pulmonar induzida por OVA através do tratamento com o extrato
aquoso de E. grandiflorus. Os mecanismos de agdo desse extrato parecem estar
relacionados com a inibicdo da migragao e fungcédo de eosindfilos, com reducéo da
atividade da EPO, fungao de linfocitos B, com redugédo dos niveis de produgao de
IgE especifica para OVA, além de migragao e fungéo de linfocitos Th2, levando a
reducdo na producédo de citocinas IL-4 e IL-13.

Quanto aos mecanismos envolvidos na redugao da inflamagao pulmonar com
o tratamento com o extrato aquoso de E. grandiflorus provavelmente estes nao

est&o relacionados ao desenvolvimento de células T reguladoras ou Th17.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliar a cinética da resposta imune no modelo de alergia pulmonar induzida
por OVA, por exemplo, 8, 12 e 24 horas apos o ultimo desafio, através da analise
histopatoldgica e das populagbes de leucécitos no LBA, da caracterizagdo das
populagdes celulares através da citometria de fluxo e da determinagao dos niveis de
expressao génica e protéica das principais citocinas e quimiocinas envolvidas na
resposta imune na alergia pulmonar.

Realizar experimentos empregando diferentes doses do extrato aquoso de E.
grandiflorus e tempos de tratamento mais longos, incluindo protocolos com o
tratamento com o extrato antes do periodo de sensibilizagao.

Avaliar a cinética da resposta imune com o tratamento com o extrato aquoso
de E. grandiflorus no modelo de alergia pulmonar induzida por OVA, por exemplo, 8,
12 e 24 horas apds o ultimo desafio, através da analise histopatolégica e das
populagdes de leucocitos no LBA, da caracterizagdo das populagdes celulares
através da citometria de fluxo e da determinagdo dos niveis de expresséo génica e

protéica das principais citocinas e quimiocinas envolvidas na resposta.
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ANEXO A - DETERMINAGAO DO PERFIL CROMATOGRAFICO POR CLAE E
AVALIAGAO QUALITATIVA DO EXTRATO AQUOSO DE Echinodorus

grandiflorus

A determinacao do perfil cromatografico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e a avaliagdo qualitativa do extrato aquoso de E. grandiflorus
foram realizadas pelos professores Elita Scio Fontes e Rodrigo Luiz Fabri, no
Departamento de Bioquimica da UFJF.

Para determinar o perfil cromatografico do extrato foi utilizado um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos e
injetor automatico (Agilent Technologies 1200 Series, EUA). Para separacdo das
substancias empregou-se coluna de fase reversa (Zorbax SB-18; 4,6 x 150mm;
5um) e um gradiente linear dos solventes A (agua Milig pH 4,0) e B (acetonitrila pH
4,0) variando de 10 a 70% de B em 60 minutos. A inje¢ao foi de 20uL de amostra, na
concentragdo de 30mg/mL, e o fluxo de corrida foi de 1mL/min mantido a
temperatura ambiente. A deteccgao foi feita nos comprimentos de onda de 225, 230,
254, 335nm e evidenciou a ocorréncia dos flavondides isoorientina, swertisina e
isovitexina e dos aril propanoides acido caféico, ferulico e iso-ferulico.

Prosseguindo-se com a caracterizagdo quimica foram realizados testes para
avaliacdo qualitativa de alcaldides, triterpenos, esterdides, saponinas, cumarinas,
compostos fendlicos, taninos, antraquinonas e flavondides, conforme a metodologia
constante em Matos, 1997. Estes testes determinam a presenca de compostos por
meio de reagbes com o aparecimento de cor e/ou precipitado. Este segundo
procedimento foi realizado porque alguns constituintes ndo foram identificados por
CLAE, pois nao havia padrdes, o equipamento ndo possuia o software de dados de
padroes de produtos naturais e nem orientagdes quanto ao uso de padrdes internos.
A avaliacdo qualitativa do extrato revelou a presenga de saponinas, triterpenos e
taninos e confirmou a ocorréncia de compostos fendlicos como flavondides e acidos
fendlicos. Outras substidncias como alcaldides, esterdides, antraquinonas e

cumarinas nao foram detectadas.
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ANEXO B — QUANTIFICAGAO E QUALIFICAGAO DO RNA, FUNCIONAMENTO
DOS PRIMERS E TEMPERATURA DE ANELAMENTO

O RNA total extraido de amostras de tecido pulmonar para o estudo
apresentou concentragdo média de 195ng/uL e a relagao 260/280 variou entre 2,06
e 2,26. O RNA total apos extragcdo manteve-se integro uma vez que foi possivel
observar as bandas referentes ao RNA 18S e 28S e o valor de RIN (RNA integrity
number) variou de 6,60 a 9,20. Para a realizagao de PCR real time, espera-se um
valor de RIN acima de 5,0. Um exemplo de grafico obtido através do 2100

Bioanalyzer (Agilent, USA) esta na representado na Figura A1.
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Figura A1. Grafico obtido no 2100 Bioanalyser demonstrando a integridade do RNA (RIN = 9,20).

Antes da quantificacdo em tempo real, foi realizado PCR convencional
seguido por gel de poliacrilamida 8% para verificar o funcionamento dos primers e a
temperatura de anelamento. Os primers utilizados neste estudo foram sintetizados

pela Prodimol (Brasil) e sdo mostrados na Tabela A1.
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Tabela A1. Nome e sequéncia dos oligonucleotideos usados como primers e tamanho do produto
final amplificado (amplicon).

Nome Sequéncia dos primers Tamanho do amplicon
IL-4 Forward 5 - TCG AAT GTACCAGGAGCCATATCC-3 149pb
IL-4 Reverse 5 -CTCTGT GGT GTT CTT CGT TGC TGT - &
IL-13 Forward 5 - CAC ACAAGACCAGACTCCCCTGT-3 155pb
IL-13 Reverse 5" - GGT TAC AGA GGC CAT GCAATATCC -3
Foxp3 Forward 5 -CCCACCTACAGGCCCTTCTC-3 71pb
Foxp3 Reverse 5 - GGC ATG GGC ATC CAC AGT - &
HPRT Forward 5 -CAAAGC CTAAGATGAGCG CAA-3 100pb
HPRT Reverse 5 -AGG CAGATGGCCACAGGAC-3
B-actina Forward 5 -CGT TGA CAT CCGTAAAGACCTC-3 173pb
B-actina Reverse 5 -AGC CACCGATCCACACAGA-3

As condi¢des de amplificacdo para todos os sistemas foram: 95°C durante 5
minutos, para desnaturacgao inicial, 40 ciclos (desnaturagao a 95°C durante 1 minuto,
pareamento dos primers a 60°C durante 1 minuto e extensdo a 72°C durante 1
minuto) e 7 minutos a 72°C para extens&o final. Foram realizadas diluicbes seriadas
de cDNA (20, 40 e 80ng) e duas diluigdes de primer (150 e 300nM) para todos os
genes, para o calculo da eficiéncia da PCR, ja que na quantificacdo relativa é
necessario que as eficiéncias de amplificacdo do alvo e do controle enddégeno sejam
aproximadamente iguais. Cada amostra foi feita em duplicata em placas Opticas de
reacao de 96 pocos (Applied Biosystems, EUA), seladas com filme adesivo 6ptico
(Optical Adhesive Covers, Applied Biosystems, EUA) e amplificadas no ABI Prism
7300 Sequence Detection Systems (Applied Biosystems, EUA). A eficiéncia da PCR
foi calculada para cada gene no programa Relative Expression Software Tool
(REST, 2008). Em seguida, foi realizado gel de poliacrilamida 8% para analisar a
especificidade da reacao.

A quantidade de cDNA otimizada para amplificacdo, a concentracéo ideal de
primer e temperatura de dissociagao (TD) para cada gene estao descritas na Tabela
A2.
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Tabela A2. Quantidade de cDNA, concentragcéo de primer e temperatura de dissocia¢do (TD) de cada

gene analisado.

Gene cDNA Primer (nM) TD (°C)
IL-4 20 150 81,2
IL-13 40 300 83,3
Foxp3 20 300 80,2
HPRT 80 300 78,7
B-actina 20 300 82,2

A eficiéncia da PCR de cada gene é mostrada na Tabela A3. Entre os genes

HPRT e B-actina, o gene escolhido como controle endégeno foi o gene HPRT, pois

este apresentou eficiéncia mais préxima das eficiéncias dos genes de interesse.

Tabela A3. Eficiéncia das reag¢des de PCR.

Gene Eficiéncia
IL-4 0, 698
IL-13 0,709
Foxp3 0,718
HPRT 0,647
B-actina 1,657

As analises das curvas de dissociacdo dos genes alvo e do controle

enddégeno mostraram nao haver picos referentes a dimeros de primers ou produtos

inespecificos. A auséncia destes constitui-se condigcao para estudos de expressao

quando se utiliza o corante SYBR Green, pois este se liga a qualquer dupla fita de

DNA podendo ocasionar valores superestimados de expressado. Exemplos destas

curvas de dissociagao podem ser vistos nas Figuras A2 e A3.
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Figura A2. Curva de dissociag¢édo do gene HPRT.
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Figura A3. Curva de dissociagéo do gene IL-13.
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