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RESUMO

A asma é uma doenca heterogénea, caracterizada por inflamagéo cronica das vias
aéreas, definida pela historia de sintomas respiratorios e associada a limitacéo
variavel do fluxo expiratorio. Considerada um grave problema de saude, estima-se
que afete mais de 300 milhdes de pessoas em todo o mundo. A resposta
imunolégica na asma envolve predominantemente linfocitos Th2, com elevados
niveis de IgE total e alérgeno-especifica e eosinofilia bronquica. O tratamento visa
ao controle da doenca e os medicamentos utilizados atualmente apresentam efeitos
colaterais sistémicos e, em geral, ndo sdo eficazes nos casos de asma de dificil
controle, sendo crucial o desenvolvimento de novos tratamentos. Echinodorus
grandiflorus € uma espécie vegetal conhecida como chapéu-de-couro muito utilizada
por suas propriedades anti-inflamatérias. Em estudo anterior, o tratamento com o
extrato aquoso dessa espécie reduziu a resposta imune patogénica Th2 no modelo
de alergia pulmonar induzida por OVA. O acido ferdlico é um &cido fendlico
amplamente presente no reino vegetal e encontrado em E. grandiflorus que
apresenta atividades antioxidante e anti-inflamatoria. Neste trabalho, foram
investigados os efeitos do extrato aquoso de E. grandiflorus, de suas fragbes
metandlica e residual e do acido ferdlico na modulacdo da resposta imune no
modelo de alergia pulmonar. O extrato, as fracbes e o acido ferulico foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Para inducdo da alergia
pulmonar camundongos fémeas BALB/c foram sensibilizados intraperitonealmente
com OVA e alumen nos dias 0 e 14. Nos dias 21, 23, 25, 27 e 29, 0s animais foram
desafiados com OVA 1% por 20 minutos. Os tratamentos foram administrados por
gavagem, entre os dias 21 e 29 do protocolo. Foram coletados soro, lavado bronco-
alveolar e pulmdes. Inicialmente, a analise cromatografica revelou dois acidos
fendlicos como componentes majoritarios do extrato e das fracdes, possivelmente
relacionados as suas atividades farmacolégicas, entretanto, o acido feralico néo foi
identificado no extrato e nas fragGes. Todos os tratamentos foram promissores na
modulacdo da resposta patogénica Th2, com os melhores resultados obtidos com o
extrato aquoso 25 mg/kg, fragdo metandlica 25 mg/kg, fracdo residual 100 mg/kg e
acido ferulico 25 mg/kg. Foram observadas reducdes do infiltrado inflamatorio
pulmonar, do niumero de células caliciformes produtoras de muco, do numero total
de células e de eosindfilos, linfécitos e neutrofilos no lavado bronco-alveolar, dos
niveis de TSLP, IL-25, IL-33, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y, CCL5, CCL11 e CCL20 no
tecido pulmonar e niveis séricos de IgE e IgG1l. Juntos, esses resultados indicam
que o extrato aquoso de E. grandiflorus, suas fragdes metandlica e residual e o
acido ferulico, reduzem a inflamacdo pulmonar alérgica, atuando principalmente na
fase inicial da resposta imune, reduzindo a liberacdo de citocinas e quimiocinas
pelas células epiteliais das vias aéreas.

Palavras-chave: Asma. Alergia pulmonar. Echinodorus grandiflorus. Acido ferdlico.
Células epiteliais das vias aéreas. Linfocitos Th2.



ABSTRACT

Asthma is a heterogeneous disease characterized by chronic airway inflammation,
defined by history of respiratory symptoms and associated with variable expiratory
flow limitation. Regarded as a serious health problem affecting an estimated over 300
million people worldwide. 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, and it is crucial the developing new treatments.
Echinodorus grandiflorus is a plant species known as “chapéu-de-couro” widely used
for their anti-inflammatory properties. In previous work, the treatment with the
agueous extract of this specie reduced the pathogenic Th2 response in the OVA-
induced pulmonary allergy. The ferulic acid is a phenolic acid widely present in the
plant kingdom and found in E. grandiflorus which has antioxidant and anti-
inflammatory activities. In this study, the effect of aqueous extract of E. grandiflorus,
its methanol and residual fractions, and ferulic acid in modulating the immune
response of pulmonary allergy model was investigated. The aqueous extract,
fractions and ferulic acid were analyzed by high-performance liquid chromatography.
For induction of pulmonary allergy female BALB/c mice were intraperitoneally
sensitized with OVA and alum on days 0 and 14. On days 21, 23, 25, 27 and 29,
animals were challenged with OVA 1% for 20 minutes. Treatments were
administered by gavage, between days 21 and 29 of protocol. The serum,
bronchoalveolar lavage fluid and lungs were collected. Chromatographic analysis
revealed two phenolic acids as major components of extract and fractions that
possibly are related to their pharmacological activities, however ferulic acid was not
identified in the extract and fractions. The treatments were promising in the
modulation of pathogenic Th2 response, with the best results obtained with the
agueous extract 25 mg/kg, methanolic fraction 25 mg/kg, residual fraction 100 mg/kg
and ferulic acid 25 mg/kg. The treatments reduced the inflammatory infiltration in lung
tissue, the number of goblet cells in lung tissue, the number of total cells, eosinophils,
lymphocytes and neutrophils in bronchoalveolar lavage, the levels of TSLP, IL-25, IL-
33, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y, CCL5, CCL11, and CCL20 in lung tissue, and the serum
levels of IgE and IgG1l. Taken together, these results indicate that the aqueous
extract of E. grandiflorus, methanolic and residual fractions, and ferulic acid reduced
the allergic pulmonary inflammation, act primarily in the early phase of the immune
response, reducing the release of cytokines and chemokines by airways epithelial
cells.

Keywords: Asthma. Pulmonary allergy. Echinodorus grandiflorus. Ferulic acid.
Epithelial cells of the airways. Th2 lymphocytes.
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1 JUSTIFICATIVA

A asma € uma doenca heterogénea, caracterizada por inflamacéo crénica das
vias aéreas inferiores e definida pela historia de sintomas respiratérios, associada a
limitagdo variavel do fluxo expiratorio, reversivel espontaneamente ou com
tratamento. Considerada um grave problema de salude, estima-se que a asma afete
em todo o mundo mais de 300 milhdes de pessoas, sendo que sua prevaléncia esta
aumentando em muitos paises. Os principais objetivos do tratamento da doenca séo
o controle dos sintomas e a prevencao das exacerbacdes, sendo a combinacdo de
anti-inflamatérios e broncodilatadores a terapia mais eficaz disponivel atualmente,
embora sejam observados efeitos colaterais quando essas drogas sao utilizadas em
altas doses e por tempo prolongado. Nesse sentido, a busca de agentes
terapéuticos eficazes, de facil acesso, menor custo e efeitos adversos reduzidos
para o tratamento da asma tem sido constante, destacando-se a pesquisa de
farmacos derivados de plantas, o uso da propria planta ou de suas partes, dietas
suplementares e alimentos funcionais.

Quanto a Echinodorus grandiflorus, pertence a familia Alismataceae e € uma
planta herbacea, perene, semi-aquatica e com folhas emergentes, conhecida
popularmente como chapéu-de-couro e muito utilizada pela populacdo para
tratamento de diversas enfermidades. Trabalhos utilizando diferentes extratos de
folhas ou rizomas dessa planta evidenciaram eficacia em varios modelos in vitro e in
vivo, principalmente por sua atividade anti-inflamatéria. No modelo de alergia
pulmonar induzido por ovalbumina (OVA), foi demonstrado que o extrato aquoso das
folhas, administrado por via oral na dose de 23 mg/kg de peso corporal por 9 dias
consecutivos, reduziu a resposta imune patogénica T helper 2 (Th2).

J& o &cido ferulico é um &cido fendlico amplamente presente no reino vegetal,
sendo abundante em alimentos e em ervas medicinais, incluindo E. grandiflorus.
Diferentes trabalhos demonstraram uma grande variedade de efeitos terapéuticos
em modelos in vitro e in vivo enfatizando as atividades antioxidante e anti-
inflamatoéria do &cido ferdulico, inclusive com efeitos supressores sobre as reacgfes

alérgicas.
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Considerando-se o grande potencial antioxidante e anti-inflamatério atribuido
tanto a E. grandiflorus quanto ao acido feralico nele presente, pretendeu-se neste
trabalho verificar os efeitos e os provaveis mecanismos de acédo do extrato aquoso
das folhas de E. grandiflorus, de suas fragcdes metandlica e residual e do acido
ferdlico na modulacdo da resposta imune em um modelo de alergia pulmonar
induzida por OVA.
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2 INTRODUCAO

2.1 Asma

2.1.1 Considerac0es gerais

A asma € uma doenca heterogénea, caracterizada por inflamacéo crénica das
vias aéreas inferiores e definida pela histéria de sintomas respiratorios, tais como
sibilancia, dispneia, aperto toracico e tosse que varia ao longo do tempo e em
intensidade, associada a limitacdo variavel do fluxo expiratério, reversivel
espontaneamente ou com tratamento (GINA, 2015). A obstrucdo das vias aéreas
ocorre em parte devido a hiper-responsividade brénquica em resposta a diversos
estimulos e é agravada pela inflamacdo crbnica, hipersecrecdo de muco e
remodelamento das vias aéreas (revisado por TORRES, PICADO e MORA, 2005;
DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA
PARA O MANEJO DA ASMA, 2012).

Considerada um grave problema de saude, € uma das doencas crénicas mais
comuns em todo o mundo e acomete individuos de ambos os sexos e de todas as
idades, grupos etnicos, culturas e niveis socio-econdmicos. Estima-se que a asma
afete aproximadamente 7 a 10% da populacdo mundial, o que corresponde a
aproximadamente 300 milhdes de pessoas, acarretando cerca de 250 mil mortes
anualmente (Figura 1) (revisado por MASOLI et al., 2004; GINA, 2015). A
prevaléncia da asma esta aumentando em muitos paises, especialmente entre as
criancas, estima-se que até 2025 o ndmero de asméticos em todo o mundo alcance
400 milhdes de individuos (revisado por MASOLI et al., 2004; GINA, 2015). Esse
fato tem sido associado ao aumento tanto da sensibilizacdo atOpica quanto da

prevaléncia de outras doencas alérgicas como eczema e rinite, além da urbanizacao
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das cidades e do maior numero de pessoas adotando o estilo de vida ocidental
(revisado por MASOLI et al., 2004).

Proporgao da populagao (%)

" | 760 — 1
51-7,5 | | Dados nao disponiveis

Figura 1. Prevaléncia mundial de asma (adaptado de MASOLI et al., 2004).

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 América Latina, como, por exemplo, o Brasil e o Peru, a prevaléncia de
asma é maior do que em outros paises em desenvolvimento (revisado por PONTE,
RIZZO e CRUZ, 2007). No Brasil, estima-se que existam aproximadamente 20
milh6es de asmaticos, considerando uma prevaléncia global de 10%. Foram
registradas em todas as idades 160 mil hospitalizacbes, sendo a asma a quarta
causa de interna¢gBes no pais no ano de 2011. A taxa média de mortalidade por
asma no Brasil, entre 1998 e 2007, foi de 1,52 individuos por 100.000 habitantes



23

(DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA
PARA O MANEJO DA ASMA, 2012). Apesar disso, como em outros paises, também
no Brasil, observa-se um declinio nas internacdes e mortes por asma. No entanto, a
doenca ainda imp8e uma carga inaceitavel para os sistemas de saude e para a
sociedade, incluindo tanto custos diretos, como hospitalizagdes e servicos meédicos,
guanto custos indiretos, como perda de dias de escola e trabalho, acarretando perda
de produtividade, alteracdes nas relacdes familiares e restricbes das atividades,
reduzindo a qualidade de vida (revisado por BUKSTEIN et al., 2006; DIRETRIZES
DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O
MANEJO DA ASMA, 2012; GINA, 2015). O custo da asma aumenta
proporcionalmente com a gravidade e a falta de controle da doenca, sendo este
altimo o maior componente relacionado a utlizacdo dos servicos de saude
(DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA
PARA O MANEJO DA ASMA, 2012).

Embora a causa precisa para o desenvolvimento da asma permaneca
desconhecida, sabe-se que a doenca resulta de uma interacdo entre fatores
genéticos e exposicdo ambiental a estimulos irritantes, tais como endotoxinas
bacterianas, alérgenos, mudancas de temperatura, baixa umidade e poluentes
ambientais. Adicionalmente, o estilo de vida do individuo, que esta relacionado a
dieta, habitos sociais e ambiente de trabalho, influencia o desenvolvimento da
doenca e o aparecimento dos sintomas (revisado por BUKSTEIN et al., 2006;
revisado por CORREA, MELO e COSTA, 2008; NAGEL et al., 2010; GINA, 2015).

Com relacdo aos fatores genéticos, evidéncias sugerem que os diversos
fendtipos da doenca sdo secundarios a interferéncia de varios genes que podem ser
divididos em quarto grupos principais. O primeiro grupo inclui genes associados com
a resposta imune e a diferenciacdo de linfocitos T helper CD4* e que codificam
receptores de reconhecimento de padrdo (CD14, TLR2, TLR4, TLR6, TLR10, NOD1
e NOD2), citocinas imunorregulatérias (IL10 e TGFB1), o fator de transcricdo STATS3,
moléculas envolvidas na apresentacdo antigénica (alelos HLA-DR, HLA-DQ e HLA-
DP) e o receptor de prostaglandina PTGER2. O segundo grupo inclui genes
associados com a diferenciacao de linfocitos Th2 e suas funcdes efetoras (GATA3,
TBX21, IL4, IL13, ILARA, FCERI1B, IL5, IL5RA, STAT6 e IL12B). O terceiro grupo é
expresso pelas células epiteliais e inclui genes de quimiocinas (CCL5, CCL11,

CCL24 e CCL26), peptideos antimicrobianos (DEFB1) e fatores envolvidos na
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manutencao da integridade da barreira epitelial celular (SPINK5 e FLG). Finalmente,
0 quarto grupo inclui genes associados com a fungéo pulmonar, remodelamento das
vias aéreas e gravidade da doenca como ADRB2, TNF, TGFB1, LTC4S, GSTP1,
GSTM1, TBXA2R, ALOX5, LTA, TNC e NOS1 (revisado por VERCELLI, 2008).
Dados publicados pelo “The International Study of Asthma and Allergies in
Childhood” demonstraram haver correlacdo positiva entre as variantes de alguns
genes e presenca de sibilancia e niveis de imunoglobulina (Ig)E especifica para o
antigeno, entretanto, os autores ressaltam que nenhum dos genes e suas variantes
avaliados foram fortes determinantes dos sintomas de asma na populagdo geral,
sendo que estas relagbes precisam ser melhor compreendidas (GENUNEIT et al.,
2009).

Nas dultimas décadas ocorreram avancos no entendimento das bases
patolégicas da asma nos niveis genético e molecular, entretanto, o conhecimento
atual sobre as causas da asma nao explica completamente a variabilidade da
prevaléncia da doenca no mundo. Os fatores genéticos sdo importantes, mas o
acentuado crescimento da prevaléncia da asma verificado em varios paises esta
provavelmente relacionado a mudancas ambientais (revisado por MASOLI et al.,
2004). De acordo com a “Hipotese da Higiene”, originalmente proposta por Strachan
(1989), a reducdo do tamanho das familias e as melhorias sanitarias, associadas a
menor incidéncia de infeccbes virais e infestacbes parasitarias, além da
incorporacao de novas vacinas, foram acompanhadas por um aumento na incidéncia
de doencgas atOpicas, sugerindo que determinadas infec¢des no inicio da vida sao
necesséarias para o desenvolvimento normal do sistema imune. De acordo com 0s
defensores dessa hipotese, a exposi¢cdo reduzida a microrganismos acarreta uma
maior predisposicdo para desenvolver doencas alérgicas.

Historicamente, a descricdo da dicotomia de respostas de linfocitos Thl e
Th2, reforgcou essa teoria, jA que as respostas para infec¢cdes bacterianas e virais
induziriam um forte padréo de citocinas Thl, suprimindo o padrao de resposta Th2 e,
consequentemente, as doencas alérgicas (revisado por BENDIKS e KOPP, 2013).
Os resultados de diversas pesquisas confirmam esta hipotese, entretanto, os
mecanismos imunoldgicos envolvidos neste processo sdo complexos e ainda nao
foram totalmente esclarecidos (revisado por TORRES, PICADO e MORA, 2005;
revisado por PONTE, RIZZO e CRUZ, 2007). Pode-se citar, por exemplo, o efeito
protetor de determinados helmintos sobre o desenvolvimento de doencas alérgicas,
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apesar de ambas as patologias desencadearem resposta imune de perfil Th2
(PACIFICO et al., 2009). Sendo assim, a dicotomia Th1/Th2 seria insuficiente para
explicar a hipétese da higiene proposta originalmente, simplificando muito o papel de
patdogenos no desenvolvimento e na modulacdo das doencas alérgicas. Esse fato,
levou ao desenvolvimento da “Hipotese da Higiene Modificada”, na qual o aumento
na frequéncia da asma se explica pela reduzida incidéncia de certas infecgcbes como
hepatite A, enquanto certas infeccbes respiratérias, causadas, por exemplo, pelo
virus sincicial respiratério e virus influenza, favorecem o seu desenvolvimento
(revisado por SCHRODER e MAURER, 2007).

Em paralelo, tem se desenvolvido a visdo de que o sistema imune orguestra
as interacfes entre microrganismos patogénicos, inofensivos e até mesmo benéficos
com o hospedeiro. Sendo assim, o conceito inicial da “Hipotese da Higiene” foi
modernizado, e, atualmente, acredita-se que o estilo de vida ocidental
excessivamente higiénico reduz a exposicdo do individuo a microorganismos e
altera a colonizacdo inicial do intestino infantil, perturbando o desenvolvimento
normal da tolerancia do sistema imune. Portanto, o melhor entendimento da
interacdo entre a microbiota humana e o seu impacto sobre a saude do hospedeiro
podera contribuir para estratégias de prevencédo e tratamento mais eficazes para as
doencas alérgicas (revisado por BENDIKS e KOPP, 2013).

Classicamente, a asma é diferenciada em asma alérgica ou nao alérgica, de
acordo com os fatores etiologicos envolvidos no seu desenvolvimento. Sendo assim,
guando a asma é causada por um alérgeno é referida como alérgica, atopica ou
asma extrinseca e é caracterizada por aumento de IgE no soro e acimulo e ativacao
de linfécitos Th2, eosindfilos e mastécitos. Quando a causa € outra que néo 0s
alérgenos, como, por exemplo, a realizacado de exercicios fisicos, a asma é referida
como ndo atdpica e é caracterizada por acumulo de neutréfilos e mastécitos, sem
elevacao dos niveis de IgE no soro (revisado por TORRES, PICADO e MORA, 2005;
revisado por IWAKURA et al., 2008). Entretanto, estudos recentes tém demonstrado
a heterogeneidade da asma, caracterizada pela existéncia de diversos fenotipos,
com ampla variagdo individual na historia natural da doenca, nos sintomas
produzidos e na resposta a terapia. Além disso, as medidas fisiolégicas objetivas da
doenca muitas vezes ndo se correlacionam com o0s sintomas, resultando em varios
desfechos clinicos. Embora a asma alérgica continue sendo o tipo mais prevalente,

os diversos fendtipos dificultam o diagnéstico e a avaliacdo dos pacientes asmaticos
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e 0 seu melhor entendimento poderd favorecer a abordagem terapéutica mais

especifica e personalizada para o tratamento dessa doenca (revisado por TORRES,
PICADO e MORA, 2005; BUKNSTEIN et al., 2006; SIMPSON et al., 2010; WENZEL,

2012). Na Tabela 1 séo apresentadas as caracteristicas de cada um dos fendtipos

da asma.

Tabela 1. Fendtipos da asma em relagdo as caracteristicas.*

Historia natural

Caracteristicas
clinicas e
fisiolbgicas

Biomarcadores e
patobiologia

Resposta a
terapia

IgE especifica

Responsivo a

Alérgica de C : - Citocinas Th2 . .
L Inicio precoce Sintomas alérgicos corticoesteroides e
inicio Membrana basal )
Moderada a grave e outras doencas o medicamentos
precoce subepitelial .
direcionados a Th2
espessa
Responsivo a
L Inicio na vida IL-5** anticorpo para IL-5
Eosinofilica . - e modificadores de
s adulta Sinusite Eosinofilia )
de inicio A L leucotrienos
. Frequentemente Menos alérgica refrataria a T
tardio ; : cisteinicos,
grave corticoesteroide -
refrataria a
corticoesteroide
Ativacédo de Resp(_)nswo a
R modificadores de
. Moderada mastocitos .
Induzida pelo ) N leucotrienos
o Intermitente com Citocinas Th2 o
exercicio . . cisteinicos, beta-
exercicio Leucotrienos .
A agonistas e
cisteinicos !
anticorpo para IL-9
Principalmente
mulheres afetadas Responsivo a
: . . Muito sintomatico Deficiéncia de perda de peso,
Relacionada Inicio na vida : . o
R X Hiper- biomarcadores Th2 antioxidantes e
a obesidade adulta

responsividade das
vias aéreas menos
clara

Estresse oxidativo

possivelmente a
terapia hormonal

Neutrofilica

Baixo VEF1***
Maior
aprisionamento
aéreo

Secrecéo
neutrofilica
Resposta Th17
IL-8

Possivelmente
responsivo a
antibiéticos
macrolideos

* Modificado de Wenzel, 2012.

** |L, interleucina
*** \VEF1: Volume expiratério forgcado no primeiro segundo.
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2.1.2 Resposta imune na asma alérgica

Uma das fungBes do sistema imune € responder contra agentes infecciosos e
o funcionamento inadequado deste sistema pode levar ao desenvolvimento de
doencas, como as alergias (revisado por PONTE, RIZZO e CRUZ, 2007). O termo
alergia foi criado por Clemens von Pirquet em 1906 para identificar a propensao
incomum de alguns individuos de desenvolver sinais e sintomas de reatividade
gquando expostos a certas substancias (GALLI, TSAI e PILIPONSKY, 2008). Na
asma alérgica, ocorre uma resposta imune anormal direcionada contra substancias
ambientais nao-infecciosas, os alérgenos, antigenos de natureza protéica,
relativamente pequenos e muito solUveis. Essa resposta € chamada de
hipersensibilidade imediata e é caracterizada por linfécitos Th2, com elevados niveis
de IgE total e alérgeno-especifica, eosinofilia bronquica e producéo de citocinas de
perfil Th2 (revisado por AVERBECK et al., 2007; VIEIRA et al., 2007; GALLI, TSAl e
PILIPONSKY, 2008). Um esquema com as principais células e moléculas envolvidas

na resposta imune na asma alérgica pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2. Resposta imune na asma (adaptado de HOLGATE, 2012). CE, célula epitelial. DCs, células
dendriticas. mDC, célula dendritica mieldide. PRRs, receptores de reconhecimento de padrdo. TN,
linfocito T naive.

A sequéncia tipica de eventos é iniciada com a exposi¢cdo a um alérgeno por
via inalatéria, com ativacdo dos PRRs (receptores de reconhecimento de padrao)
expressos pelas células epiteliais pulmonares. Em seguida, essas células liberam as
citocinas GM-CSF (fator estimulador de colbnias de granulécitos e macrofagos),
interleucina (IL)-25, IL-33 e TSLP (linfopoitina do estroma timico) que ativam as
células dendriticas (DCs) a fagocitar os alérgenos presentes no lumen das vias
aéreas ou no tecido submucoso por onde penetram através do epitélio danificado.
As DCs migram para os linfonodos onde apresentam peptideos derivados do
alérgeno através das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal Il
(MHC II) para o receptor de células T (TCR) nos linfécitos T CD4 naive, em paralelo
a ligacdo de moléculas co-estimulatérias como CD80 ou CD86 nas células
dendriticas com CD28 nos linfécitos T ou OX40L (CD252) nas células dendriticas
com OX40 (CD134) nos linfocitos T. Essas interacdes entre as células dendriticas e

os linfocitos T naive, na presenca de niveis reduzidos de IL-12 e niveis elevados de



29

IL-4, ativam os fatores de transcricdo STAT6 (sinal transdutor e ativador de
transcricdo 6) e GATA3 (proteina ligante GATA 3), induzindo a diferenciacdo em
linfécitos Th2 (revisado por BARNES, 2008; GALLI, TSAI e PILIPONSKY, 2008;
revisado por HOLGATE, 2012; revisado por DECKERS, MADEIRA e HAMMAD,
2013).

As citocinas liberadas por essas células orquestram a cascata inflamatéria
gue ocorre na asma, incluindo a sobrevivéncia dos linfécitos Th2 regulada pela
citocina IL-4; a diferenciacdo e ativacdo de mastocitos reguladas pelas citocinas IL-
3, IL-9 e IL-13; a maturacéo e sobrevivéncia de eosinodfilos reguladas pelas citocinas
IL-3, IL-5 e GM-CSF; o recrutamento de basdfilos regulado pelas citocinas IL-3 e
GM-CSF; o desenvolvimento de hiper-responsividade das vias aéreas regulado pela
citocina IL-13 e a troca de isotipo para IgE pelos linfocitos B regulada pelas citocinas
IL-4 e IL-13 (revisado por RENAULD, 2001; revisado por BARNES, 2008; GALLI,
TSAI e PILIPONSKY, 2008; revisado por HOLGATE, 2012; revisado por DECKERS,
MADEIRA e HAMMAD, 2013). Os linfécitos B produzem entdo IgE alérgeno-
especifica em grandes quantidades, que se difundem sistemicamente e se ligam a
receptores de alta afinidade para a porcdo Fc de IgE (FceRIl), presentes em
mastocitos e basofilos dos tecidos. Esta € a chamada fase de sensibilizacdo da
hipersensibilidade imediata (revisado por BARNES, 2008; GALLI, TSAI e
PILIPONSKY, 2008).

A fase efetora da hipersensibilidade imediata pode ser dividida em reacéo
imediata, que ocorre em segundos ou minutos, e tardia, que ocorre depois de 8 a 12
horas apds a re-exposicdo ao alérgeno. Quando o individuo entra em contato
novamente com o antigeno e este se liga a IgE, os mastdcitos e baséfilos sdo
ativados e liberam mediadores inflamatorios, incluindo histamina, mediadores
lipidicos, como os leucotrienos C4, D4 e E4 e a prostaglandina D2, causando
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, edema, broncoconstricdo e
secrecdo de muco nas vias aéreas, caracterizando a reacdo imediata (revisado por
AVERBECK et al., 2007; revisado por BARNES, 2008; GALLI, TSAI e PILIPONSKY,
2008). Ja a reacao tardia, compartilha caracteristicas com a reacao imediata, tais
como obstrucdo das vias aéreas e hipersecre¢cdo de muco, refletindo principalmente
as acOes das células recrutadas da circulacdo, como os mondcitos, eosindfilos,

neutrofilos, mastocitos e basodfilos, bem como as acbes dos mediadores
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inflamatorios secretados pelas células teciduais (GALLI, TSAlI e PILIPONSKY,
2008).

Na ultima década os resultados de diversas pesquisas favoreceram o
entendimento do papel das células epiteliais das vias aéreas na fase inicial da
resposta imune alérgica. Essas células funcionam como a principal barreira entre o
ambiente e os pulmdes, sendo que o dano ou a ativagdo das mesmas por
microorganismos e irritantes € o principal estimulo que leva a liberacéo de diversas
quimiocinas, incluindo a CCL20 (ligante de quimiocina CC 20), que se liga ao seu
receptor CCR6 (receptor de quimiocina CC 6), direcionando a migracdo das células
dendriticas da medula 6ssea para o epitélio e tecido submucoso (revisado por
HOLGATE, 2012). Paralalelamente, ocorre a expansédo e a ativacado das ceélulas
linféides inatas 2 (ILC2) (GALLI, TSAI e PILIPONSKY, 2008; revisado por
DECKERS, MADEIRA e HAMMAD, 2013), que sdo uma populacéo de células com
morfologia e tamanho similar aos linfécitos, mas que nao expressam marcadores
tipicos de linfocitos T, linfécitos B ou marcadores de outras linhagens celulares e
respondem a IL-25 e IL-33, produzindo niveis elevados de citocinas IL-5 e IL-13
(revisado por HOLTZMAN et al., 2014).

Durante a re-exposi¢cdo ao alérgeno, as células dendriticas pulmonares
reativam os linfocitos Th2 localmente para produzir as citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-
13. Ao mesmo tempo, as células epiteliais produzem IL-25 e IL-33, as quais ativam e
expandem a subpopulacédo de células ILC2s, levando a eosinofilia, ao aumento no
namero de mastocitos nos pulmdes e a hipersecre¢do de muco. As citocinas IL-33 e
GM-CSF também contribuem para a ativacdo e sobrevivéncia de eosinofilos,
mastocitos e basofilos. Adicionalmente as acdes ja descritas, as citocinas TSLP e IL-
33, produzidas apds a exposicao ao alérgeno, sdo capazes de ativar 0s mastocitos
diretamente, independentemente da presenca de IgE e alérgenos especificos
(revisado por DECKERS, MADEIRA e HAMMAD, 2013). E, atuando juntas, as
citocinas epiteliais, IL-33, IL-25 e TSLP, interagem com as células efetoras nas
respostas alérgicas, aumentando suas func¢des inflamatorias, ligando a imunidade
inata e adaptativa para sustentar uma resposta Th2 de maneira mais cronica
(revisado por HOLGATE, 2012).

As células epiteliais das vias aéreas liberam ainda a quimiocina CCL11
(eotaxina), envolvida no recrutamento de eosindfilos via CCR3 (revisado por
ROLLINS, 1997; revisado por LLOYD e RANKIN, 2003). Os eosindfilos, por sua vez,
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estdo associados a condi¢cdes alérgicas e respostas imunes contra infestacdes
helminticas e contem proteinas catibnicas armazenadas nos granulos do seu
citoplasma, incluindo a peroxidase eosinofilica (EPO), proteina basica principal
(MBP), proteina catidnica eosinofilica (ECP) e neurotoxina derivada de eosinofilos
(EDN), capazes de induzir lesdo tecidual e disfuncdo. Além disso, os granulos dos
eosinofilos possuem quimiocinas pré-formadas, fatores de crescimento e diversas
citocinas. Essas proteinas sdo rapida e seletivamente secretadas em resposta a
diferentes estimulos, o que € fundamental para as atividades dos eosinéfilos. Em
conjunto, os constituintes dos granulos dos eosindéfilos podem ser de grande
importancia para explicar o broncoespasmo, o edema e os danos observados no
tecido na inflamacdo alérgica (revisado por EGESTEN et al., 2001; revisado por
NEVES e WELLER, 2009).

Além da CCL11, outras quimiocinas estao envolvidas na resposta alérgica.
Nos modelos de inflamag&o pulmonar ocorre, logo apds o desafio com OVA em
animais previamente sensibilizados, migracdo de macréfagos para o tecido
pulmonar em associacdo com a expressdo de CCL2. Em seguida, ocorre acumulo
de linfécitos e eosindfilos em associacdo com a expressdo de CCL5 e CCL11
(revisado por ROLLINS, 1997). Na asma, fatores quimiotaticos sdo secretados
principalmente pelas células epiteliais das vias aéreas (revisado por BARNES,
2008).

A persisténcia de uma resposta Th2 induzida pela exposi¢cdo prolongada ou
repetida ao alérgeno, com leséo repetida das vias aéreas e seguida por processo de
reparo excessivo, leva a presenca de células inflamatérias em grandes quantidades
no local afetado, a mudancas na matriz extracelular e a alteragbes no numero,
fendtipo e funcdo das células estruturais. Essas alteracbes caracterizam o
remodelamento das vias aéreas, com deposicao de colageno e fibras elasticas,
hipertrofia e hiperplasia do muasculo liso, hipertrofia das glandulas produtoras de
muco e aumento da vascularizacdo (VIEIRA et al.,, 2007; revisado por BARNES;
2008; GALLI, TSAI e PILIPONSKY, 2008; revisado por HOGAN et al., 2008).

Embora seja evidente o envolvimento dos linfécitos Th2 na asma, atualmente
sabe-se que o desequilibrio do sistema imunolégico ndo pode ser explicado somente
pela predominancia de uma resposta Th2 em detrimento de uma resposta Thl,
havendo participacéo tanto da subpopulacédo de linfocitos Th1l7 quanto de linfécitos

T reguladores (Tregs) na resposta alérgica (revisado por BARNES, 2008). A
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subpopulacdo de linfécitos Thl7 ndo compartilha vias de desenvolvimento com as
células Thl ou Th2, sendo uma linhagem distinta, que se diferencia em resposta a
uma combinacdo de IL-6 e TGF-B (fator de crescimento transformador beta),
levando a expressao do fator de transcricio RORyT (receptor 6rfdo do acido
retindico gama t). Essas células sdo caracterizadas pela producgéo de IL-17A, IL-17F
e IL-22. As citocinas IL-17A e IL-17F induzem a producdo de IL-6, GM-CSF,
CXCL10 (ligante de quimiocina CXCL 10) e CXCL8 pelas células epiteliais e
endoteliais, fibroblastos, neutrofilos e eosindfilos. A inducdo de CXCLS,
quimioatraente de neutrdfilos, foi diretamente relacionada as células Thl7 na
inflamac@o neutrofilica das vias aéreas (revisado por HOLGATE, 2012). Os
neutrofilos  ativados liberam elastases que promovem ativacdo das
metaloproteinases de matriz (MMPSs) e degradacdo do colageno tipo lll, levando a
les&o tecidual (GALLI, TSAI e PILIPONSKY, 2008). Adicionalmente, as células Th17
parecem estar envolvidas na asma e na resisténcia aos corticoides (revisado por
HOLGATE, 2012). A citocina IL-17F € considerada essencial durante a
sensibilizacdo com o antigeno para estabelecer respostas alérgicas das vias aéreas,
entretanto, em camundongos j& sensibilizados, a IL-17F atenua a resposta alérgica
pela inibicdo de células dendriticas e sintese das quimiocinas CCL11 e CCL17
(SCHNYDER-CANDRIAN et al., 2006). O papel da citocina IL-17A € mais complexo
na asma e parece estar relacionado a hiper-responsividade das vias aéreas. Foi
demonstrado em camundongos uma correlagcdo inversa entre IL-25 (também
conhecida como IL-17E) e IL-17A na regulagéo das respostas alérgicas pulmonares.
No modelo de inflamacdo pulmonar alérgica induzida por OVA, a neutralizacdo de
IL-25 se correlacionou com a reducdo nas concentracdes de IL-13 e com aumento
na producao de IL-17A e prevencado da hiper-responsividade das vias aéreas. Em
contraste, o bloqueio da IL-17A reverteu o efeito protetor dos anticorpos anti-IL-25,
incluindo a re-expressao de IL-13, producdo de CCL11, eosinofilia e hiper-
responsividade das vias aéreas (BARLOW et al., 2011).

Quanto aos linfécitos Tregs, os mesmos podem ser identificados pela co-
expressdo de CD4, CD25 e FoxP3 (“Forkhead Box P3”) e podem ser divididos em
duas categorias principais. Os primeiros sdo linfécitos Tregs que ocorrem
naturalmente, derivam do timo e tem funcdo dependente de contato celular. A outra
subpopulacdo de linfécitos Tregs € antigeno-especifica e pode ser induzida sob

condigbes particulares de estimulagdo antigénica e secretam citocinas anti-
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inflamatorias como 1L-10 e/ou TGF-B (revisado por HAWRYLOWICZ e O'GARRA,
2005; revisado por HOLGATE, 2012). Os linfécitos Tregs sdo componentes
importantes da homeostase do sistema imune e tanto a redugéo da responsividade
imunoldgica, quanto a inducédo de tolerancia aos alérgenos tém sido atribuidas a
participacdo dessas ceélulas na resposta imune. A acdo supressora dos linfécitos
Tregs estad relacionada a diversos mecanismos, como supressao de células
dendriticas envolvidas na ativacdo de linfécitos T efetores; inibicdo direta das
subpopulacdes de células Thl, Th2 e Thl7; supressdo da producdo de IgE e
inducdo da producédo de IgG4; inibicdo de mastdcitos, basofilos e eosindfilos; bem
como da migracdo das ceélulas T efetoras para os tecidos alvo (revisado por
HOLGATE, 2012). Sendo assim, a deficiéncia na atividade dessas células esti
associadada ao desenvolvimento de doencas alérgicas (revisado por SHI e QIN,
2005).

E importante destacar que a vasta area de superficie de epitélio das vias
aéreas é diretamente exposta as espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(RNS) tanto exdgenas, provenientes de poluentes ambientais e fumaca de cigarro,
guanto endogenas, produzidas pelas reacdes metabdlicas como respiracéo celular e
fagocitose, e o pulmado possui diversos sistemas antioxidantes, presentes na
superficie e dentro das células epiteliais das vias aéreas. Esses sistemas
antioxidantes sado classificados em enzimaticos, tais como superdxido dismutase
(SOD) e catalase, e em ndo enzimaticos, tais como vitamina E lipossoluvel e
vitamina C. Apesar disso, niveis elevados de ROS e RNS sobrecarregam as defesas
antioxidantes, resultando em lesdo ou morte celular. Evidéncias demonstram que
esse estresse oxidativo participa da patogénese da asma, sendo determinante na
gravidade da doenca (revisado por COMHAIR e ERZURUM, 2010).

2.1.3 Tratamento para a asma

Considerando que a asma tem um impacto significativo tanto na vida dos

pacientes e familiares quanto no sistema de saude e, ainda, que nao ha cura para a
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doenca até o momento, os principais objetivos do tratamento sdo o controle dos
sintomas, a manutencdo das atividades da vida diaria normais, a manutencdo da
funcdo pulmonar normal ou o mais proximo possivel do normal, a prevencdo das
exacerbacdes, a minimizacdo dos efeitos colaterais das medicacdes e a prevencéo
da mortalidade (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E
TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA, 2012). Para isto, é fundamental a
associacdo do tratamento farmacolégico com a educacdo do paciente e de seus
familiares no manejo da asma, visando identificar e reduzir a exposicéo a alérgenos
e irritantes, reduzindo os sintomas e as exacerbacgdes e melhorando a qualidade de
vida do paciente (GINA, 2015).

Em relacdo ao tratamento farmacoldgico, a combinacdo de corticoides
inalatorios e beta-agonistas de acdo prolongada continua sendo a terapia mais
eficaz disponivel atualmente para a asma, com atuacdo sinérgica dos anti-
inflamat6rios e broncodilatadores. Entretanto, alguns efeitos colaterais, como por
exemplo, desenvolvimento de catarata e osteoporose, podem ser observados
quando essas drogas sdo utilizadas em doses elevadas e por tempo prolongado.
Nas exacerbacdes da asma o tratamento deve ser instituido imediatamente para
resgate dos sintomas agudos, sendo os medicamentos de escolha os beta-2
agonistas inalatérios de curta duracdo, podendo ainda haver a necessidade do uso
de corticosteroides sistémicos (revisado por ADCOCK, CARAMORI e CHUNG, 2008;
revisado por CORREA, MELO e COSTA, 2008; DIRETRIZES DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA PARA O MANEJO DA ASMA,
2012; GINA, 2015). A maioria dos asmaticos responde bem aos tratamentos
disponiveis, mas cerca de 5 a 10% dos pacientes tem doenca grave, de dificil
controle (revisado por ADCOCK, CARAMORI e CHUNG, 2008). Nesses casos as
opcOes terapéuticas sdo reduzidas e os resultados dos tratamentos com drogas
alternativas sao variaveis e devem ser avaliados individualmente (revisado por
HOLMES, SOLARI e HOLGATE, 2011).

A identificacdo de citocinas e seus receptores que direcionam a polarizacéo
de respostas para Th2, de vias de recrutamento de leucdcitos, de vias de sinalizacdo
envolvendo ativagédo de células e secrecdo de mediadores inflamatérios, possibilitou
novos alvos para o desenvolvimento de medicamentos para a asma. Como
resultado, um grande numero de drogas encontra-se em diferentes estagios de

testes, incluindo inibidores da enzima fosfodiesterase 4 (PDE4), inibidores de
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leucotrienos, inibidores de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa), inibidores de
prostaglandinas, moduladores de citocinas, quimiocinas e fatores de transcricao,
proteinas recombinantes e anticorpos monoclonais, entre outros (revisado por
ADCOCK, CARAMORI e CHUNG, 2008; revisado por CORREA, MELO e COSTA,
2008; revisado por HOLMES, SOLARI e HOLGATE, 2011). Adicionalmente, tem-se
investigado o uso da imunoterapia alérgeno-especifica para induzir tolerancia imune
aos alérgenos (revisado por AKDIS, 2012). Apesar do grande numero de drogas
sendo testadas, desde a introducdo dos beta-agonistas (1969) e corticoesteroides
(1974) para o tratamento da asma, apenas as terapias direcionadas a dois alvos
terapéuticos se traduziram em uso clinico. Sdo eles os modificadores de
leucotrienos, como montelucaste, zafirlucaste e pranlucaste, e 0 anticorpo
monoclonal direcionado para IgE, omalizumab (revisado por HOLMES, SOLARI e
HOLGATE, 2011).

Juntamente com o tratamento convencional, uma grande parcela da
populacdo asmatica usa espeécies vegetais como tratamento complementar ou
alternativo. Assim, diversos farmacos com acdo comprovada contra a asma ja foram
isolados de vegetais com uso em problemas respiratérios, incluindo alcaloides e
cromonas (revisado por CORREA, MELO e COSTA, 2008). No Brasil, pode-se citar
0 uso da canela, eucalipto, gengibre, entre outros (MACEDO, OSHIWA e
GUARIDO, 2007; revisado por ROCHA e SANTOS, 2007), apesar de nao terem sido
encontrados na literatura trabalhos que comprovem a acao desses fitoterapicos. Em
revisdo realizada por Huntley e Ernst (2000), os autores citam que varias espécies
foram testadas, como Ginkgo biloba, Lingusticum wallichii, Picrorrhiza kurroa,
Solanum xanthocarpum, Solanum trilobatum e Cannabis sativa ndo evidenciando
eficacia devido, principalmente, a heterogeneidade dos trabalhos e nimero reduzido
de pacientes. Nesse contexto, uma nova geracado 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).
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2.1.4 Modelo murino de alergia pulmonar

A pesquisa béasica e estudos clinicos em pacientes asmaticos sao
fundamentais para a compreensdo da patogénese da doenca, possibilitando o
conhecimento sobre as alteragdes imunologicas e bioquimicas especificas que a
causam. Entretanto, existem obstaculos cientificos e éticos para a realizacdo de
estudos em humanos que impedem o esclarecimento de certos aspectos
relacionados a asma, como, por exemplo, a dificuldade de coletar amostras de
tecido pulmonar e realizar multiplas analises no mesmo paciente, o que contribui
para a falta de um tratamento farmacologico mais eficaz. A utilizacdo de modelos
animais permite a investigacdo neste campo, sendo essencial para o entendimento
dos mecanismos imunopatologicos que levam ao desenvolvimento dessa doenca
(revisado por TORRES, PICADO e MORA, 2005; BRAUN, TSCHERING,
GRONEBERG, 2008; FERNANDEZ-RODRIGUEZ et al.,, 2008). Nesse sentido,
varias espécies e desenhos experimentais de estudo sdo utilizados para tentar
mimetizar a asma humana, e embora ndo haja um modelo universalmente aceito, e
apesar das limitacbes encontradas quando estes modelos séo utilizados, os
mesmos permitem também testes iniciais para o desenvolvimento de novas e
efetivas drogas para o tratamento da asma (revisado por HOLMES, SOLARI e
HOLGATE, 2011).

Corroborando com o fato dessa doenca ser complexa e heterogénea,
inimeros modelos animais sao descritos na literatura e resultam em fendtipos
diversos, dependendo da linhagem de camundongo, do protocolo experimental, do
antigeno, da rota e da dose de sensibilizagdo utilizados. Sendo assim, os fenétipos
resultantes também sdo complexos, com infiltrado celular misto nas vias aéreas,
resposta imune mista Th2/Thl7 e sensibilidade variavel ao tratamento com
glicocorticoides. Neste contexto, destacam-se os modelos de asma alérgica com
resposta imune de linfécitos Th2 e eosindfilos, induzidos por OVA e alumem. Os
modelos murinos de asma intrinseca, caracterizados por aumento da reatividade
brénquica que pode ocorrer sem inflamacgéo significativa das vias aéreas e que
utilizam a linhagem de camundongos A/J, que desenvolve espontaneamente hiper-

reatividade a metacolina. Os modelos que cursam com extenso remodelamento das
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vias aéreas e que requerem exposi¢cado prolongada ao antigeno sem promover o
desenvolvimento de toler&ncia ou exposicao a agentes profibroticos. E, finalmente,
os modelos de doenca alérgica que cursam com resposta imune de linfécitos Thl7 e
producado de IL-17, que sdo associados a inflamacgéo neutrofilica, susceptibilidade a
exacerbacéo, asma grave, resisténcia a esteroides e remodelamento (MARTIN et al.,
2014).

Em relacdo aos modelos de asma alérgica, a espécie animal universalmente
utiizada € o camundongo, por razdes cientificas e econbmicas e pela maior
facilidade na procriagdo, manutencdo e manuseio. Esses animais tém ainda a
vantagem de serem manipulados tanto geneticamente quanto imunologicamente,
possibilitando a producédo de animais transgénicos, nocautes e/ou imunodeficientes
(revisado por TORRES, PICADO e MORA, 2005; revisado por HOLMES, SOLARI e
HOLGATE, 2011). Vérios protocolos para inducdo de alergia pulmonar, tanto aguda
guanto crdnica, tém sido descritos, empregando uma ampla variedade de antigenos,
rotas de aplicacdo, doses, sequéncias e avaliacdes. A maioria dos modelos para a
inducdo de alergia pulmonar em camundongos utiliza uma sensibilizacdo sistémica
com diferentes tipos de proteinas, seguido por um periodo de desafio que consiste
na exposicao inalatdria repetida ao antigeno (revisado por SCHRODER e MAURER,
2007).

Sobre linhagens de camundongos, a mais comumente usada é a BALB/c, por
apresentar uma tendéncia geneticamente determinada para desenvolver uma
resposta imune desviada para linfécitos Th2 (revisado por SCHRODER e MAURER,
2007). Entre os antigenos empregados, encontra-se a OVA, alérgeno alimentar que,
apesar de nao representar um alérgeno pulmonar relevante para humanos, € de facil
obtencdo, permite o estudo detalhado de linfocitos T 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 presenca de imunoglobulinas especificas para OVA em camundongos
(revisado por SCHRODER e MAURER, 2007; revisado por HOLMES, SOLARI e
HOLGATE, 2011). Para a sensibilizacdo, a abordagem mais frequente € a injecédo
intraperitoneal do antigeno adsorvido ao adjuvante hidroxido de aluminio, que
promove necrose local, liberacdo de acido desoxirribonucleico (DNA) gendmico e

ativa as DCs, que fagocitam o antigeno e induzem uma resposta imune Th2
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associada a producao de IgE especifica para OVA (revisado por WEGMANN, 2008;
revisado por HOLMES, SOLARI e HOLGATE, 2011).

Similarmente aos humanos, o0s camundongos desenvolvem hiper-
responsividade das vias aéreas, inflamacéao peribrénquica com infiltrados consistindo
principalmente de linfécitos e eosindfilos, aumento na IgE total, desenvolvimento de
anticorpos IgE especificos para o antigeno e hiperplasia das células caliciformes.
Adicionalmente, nos modelos de alergia pulmonar crénica, 0s animais apresentam
mudancas estruturais nas vias aéreas (revisado por TORRES, PICADO e MORA,
2005; revisado por SCHRODER e MAURER, 2007; FERNANDEZ-RODRIGUES et
al., 2008; revisado por WEGMANN, 2008).

No modelo murino de alergia pulmonar induzido por OVA, diversos farmacos
provenientes de moléculas sintéticas, extratos de plantas e substancias especificas
extraidas de plantas tém sido avaliados, com resultados promissores. Dentre 0s
mais recentes, encontram-se as avaliacfes dos efeitos dos extratos de Siegesbeckia
glabrescens (JEON et al., 2014), de Scrophularia striata (AZADMEHR et al., 2013),
de Pinus pinaster (SHIN et al., 2013) e de Vitex rotundifolia (BAE et al., 2012), sendo
observadas reducdes na inflamacéo no tecido pulmonar, na hipersecre¢cao de muco,
na hiper-responsividade das vias aéreas, no numero de células inflamatérias no
lavado bronco-alveolar (LBA), nos niveis das citocinas de perfil Th2 e nos niveis
séricos de IgE. Efeitos semelhantes foram observados com a administracdo de
componentes derivados de plantas como o PPY-345 (4-acetil-3-metil-6-(3,4,5-
trimetoxifenila) pirano[3,4-c]piran-1,8-diono) (CHUNG et al., 2013), &cido elagico
(ALVES et al.,, 2013), salidrosideo (WANG et al.,, 2014) e curcumina (MA et al.,
2013). Adicionalmente, o salidrosideo aumentou os niveis de interferon gama (IFN-y)
no LBA e acido ribonucleico mensageiro (mMRNA) de IFN-y no tecido pulmonar,
regulando o equilibrio das respostas Th1/Th2 (WANG et al., 2014) e a curcumina
aumentou os niveis de IL-17A e IL-10 no LBA, reduziu a subpopulacédo de células

Th1l7 e aumentou a subpopulacéo de células Treg (MA et al., 2013).
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2.2 Echinodorus grandiflorus (Chamisso & Schlechtendal) Micheli

Echinodorus grandiflorus pertence a familia Alismataceae, a qual reune
plantas herbaceas, aquéaticas ou semi-aquéticas. Echinodorus ocorre dos Estados
Unidos até a Argentina, sendo restrito ao hemisfério ocidental, embora sejam
encontradas ornamentando aquarios em todo o mundo. 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 floracdo e a frutificagdo ocorrem de novembro a maio
na Ameérica do Sul e de abril a outubro nos Estados Unidos (BEVILAQUA et al.,
2001; LEHTONEN, 2008). Em toda a literatura consultada, predomina a
denominacéo popular chapéu-de-couro, referindo-se tanto a espécie E. grandiflorus,
guanto a espécie E. macrophyllus (Kunth) Micheli, as quais sdo muito semelhantes
morfologicamente e sdo utilizadas para os mesmos fins medicinas (LOPES et al.,
2000; TIBIRICA et al., 2007). Ambas s&o conhecidas também por cha-mineiro, erva-
de-péantano, erva-de-bugre, congonha-do-campo, congonha-do-brejo, erva-do-brejo,
cha-de-campanha e aguapé (CARDOSO, PEREIRA, LAINETTI, 2003; CARDOSO,
PEREIRA, LAINETTI, 2005; LEITE et al., 2007).

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, o
apice € agudo e a base € atenuada a levemente cordada (LEHTONEN, 2008;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). As inflorescéncias sdo 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 florida por aproximadamente 30 dias. A
antese das flores ocorre pela manha e cada flor dura cerca de oito horas. Seu tipo
morfoldgico permite o acesso de diversos insetos, sendo as abelhas os principais
polinizadores. Os frutos sdo oblanceolados, eretos, alongados e glandulares
(VIEIRA e LIMA, 1997; LEHTONEN, 2008). O aspecto das folhas e das

inflorescéncias com flores em antese pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Echinodorus grandiflorus: aspecto das folhas e da inflorescéncia com flores em antese.
Foto: PIMENTA, D. S. (2002), com autorizacgao.

As partes de E. grandiflorus usadas para o tratamento de diversas
enfermidades séo as folhas e os rizomas. Suas folhas constituem matéria-prima para
um dos chas mais empregados como diurético e depurativo e seu uso € muito
difundido tanto nos grandes centros como no interior do Brasil. O cha das folhas é
utilizado pela populacdo como diurético, preventivo da arteriosclerose, laxativo,
adstringente, antiartritico, antirreumatico, depurativo, ténico, antinociceptivo, anti-
inflamatorio, contra picada de cobra, para baixar o colesterol, contra doencgas da
bexiga e feridas, problemas renais e hepaticos, como sedativo, para combater gripes
e resfriados, como anti-helmintico e emagrecedor (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002;
CARDOSO, PEREIRA, LAINETTI, 2003; NUNES et al., 2003; SOUZA et al., 2004,
CARDOSO, PEREIRA, LAINETTI, 2005; AGRA, FREITAS e BARBOSA-FILHO,
2007). Em algumas regides, o cha é utlizado ndo sO por suas propriedades
medicinais, mas também como bebida refrescante de ampla aceitagdo popular. E.
grandiflorus é componente dos produtos “Mineirinho™”, industrializado pela empresa
“Refrigerantes Flexa Ltda.”, com ampla area de cultivo da espécie em Tangua - Rio
de Janeiro, e “Mate Couro”, produzido em Belo Horizonte - Minas Gerais
(PIMENTA, 2002; CARDOSO, PEREIRA, LAINETTI, 2005). Os rizomas séo
utilizados externamente como cataplasmas no tratamento de hérnias (DI STASI e
HIRUMA-LIMA, 2002).

Quanto aos constituintes quimicos, estudos mais amplos da caracterizacao
farmacognostica de E. grandiflorus evidenciaram grupos quimicos de relevancia

terapéutica, como substancias fendlicas, diterpenos, flavonoides, saponinas e
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taninos (MANNS e HARTMANN, 1993; TANAKA et al., 1997; COSTA et al., 1999;
TANAKA, 2000; DUARTE et al., 2002; PIMENTA, 2002; PIMENTA, FIGUEIREDO e
KAPLAN, 2006; SCHNITZLER, PETEREIT e NAHRSTEDT, 2007; GARCIA et al.,
2010; LIMA-DELLAMORA et al., 2014; PRANDO et al., 2015). Um resumo dos

principais constituintes quimicos isolados de E. grandiflorus € apresentado na

Tabela 2.

Tabela 2. Constituintes quimicos isolados de Echinodorus grandiflorus.

CLASSE

SUBSTANCIA

AUTORES

Acidos graxos

Acido palmitico

Pimenta, 2002

Acidos carboxilicos

Acido trans-aconitico

Schnitzler, Petereit e Nahrstedt, 2007
Garcia et al., 2010

Sesquiterpenos

Oxido de cariofileno
(E)-cariofileno
a-humuleno
(E)-nerolidol
Driminol
Trans-cariofileno
Bisabolano
Diidroedulano

Pimenta, 2002
Pimenta, Figueiredo e Kaplan, 2006

Manns e Hartmann, 1993
Tanaka et al., 1997

Fitol
Py . Tanaka, 2000
Diterpenos Audp hardwickico Costa et al., 1999
Echinodol
Acido echinoico Tanaka, 2000
Pimenta, 2002
Pimenta, Figueiredo e Kaplan, 2006
Estigmasterol
Esteroides Sitosterol Pimenta, 2002
Campesterol

Acidos fenélicos

Acido cafeico
Acido ferulico
Acido isoferulico
Catequina

Acido clorogénico

Pimenta, 2002
Lunardi et al., 2014

Acido caftarico
Acido chicérico

Schnitzler, Petereit e Nahrstedt, 2007

g?g:i%os do  4cido Acido cafeoil feruloil tartarico Garcia et al., 2010
Acido 2-O-feruloil tartarico Prando et al., 2015
Acido di-feruloil tartarico
:zg‘é';ee’;'{l‘r?a Pimenta, 2002
- Schnitzler, Petereit e Nahrstedt, 2007
. Swertisina .
Flavonoides Swertiaiaponina Garcia et al., 2010
Vitexinajl P Lima-Dellamora et al., 2014
) . Prando et al., 2015
Epicatequina
Cafeina
Alcaloides Teofilina Garcia et al., 2010

Teobromina
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Em relacéo a toxicidade de E. grandiflorus, Pimenta (2002) avaliou os extratos
brutos aquoso, hexanico e metandlico das folhas e suas particdes e ndo observou
nestes extratos nenhum efeito citotoxico. Silva, Bastos e Takahashi (2010) utilizaram
o extrato hidroalcodlico das folhas nas doses de 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000
mg/kg e ndo observaram genotoxicidade, atividade clastogénica ou efeitos
citotéxicos em eritrocitos da medula éssea. Lima-Dellamora e colaboradores (2014)
avaliaram diferentes extratos das folhas e néo observaram atividade genotoxica.
Polacchine (2005) avaliou a toxicidade aguda em camundongos, utilizando a dose
maxima de 4000 mg/kg de peso corporal e ndo registrou mortes nas 24 horas de
observacédo. Brugiolo e colaboradores (2010) avaliaram o efeito do extrato aquoso
administrado por via oral a ratas Wistar e, embora ndo tenham sido observadas
alteracdes na performance reprodutiva, foram registradas anemia e alteracdes
histopatolégicas no baco, nos rins e no figado nas doses de 250 mg/kg, 500 mg/kg e
1000 mg/kg, além de leucocitose na dose de 1000 mg/kg. Entretanto, ndo foram
encontrados na literatura consultada estudos sobre a toxicidade de E. grandiflorus
em humanos.

Os efeitos demonstrados para os diversos extratos de E. grandiflorus em
modelos in vitro e in vivo incluem atividades anti-inflamatéria, antiedematogénica,
antinociceptiva, diurética, antioxidante, hipotensora, anti-hipertensiva,
vasodilatadora, hipocolesteromiante, antimicrobiana, tripanocida, leishmanicida e
antineoplasica, conforme descricao a seguir.

As atividades anti-inflamatéria e antiedematogénica foram demonstradas em
modelos de edema plantar através da inibicdo da migracdo celular e reducdo do
volume de exsudato e no modelo de pleurisia (PIMENTA, 2002; CARDOSO,
PEREIRA, LAINETTI, 2003; DUTRA et al., 2006; GARCIA et al, 2010).
Recentemente, a atividade anti-inflamatéria foi demonstrada em modelo
experimental de artrite, sendo observadas redu¢cdées no numero total de células e de
neutrofilos na cavidade sinovial, nos niveis de TNF-a e IL-18 no tecido periarticular,
na inflamacéo e dano articular e 6sseo e na hiperalgesia (GARCIA et al., 2016). A
reducdo da liberacdo de TNF-a por mondcitos humanos estimulados com
lipopolisacarideo também foi demonstrada, entretanto, nas células ndo estimuladas
o TNF-a nado foi liberado, indicando auséncia de propriedades pro-inflamatorias
(CAMPANA et al., 2015).



43

A atividade antinociceptiva foi demonstrada em camundongos através da
reducdo do numero de contor¢cdes abdominais e do tempo da lambida da pata
(CARDOSO, PEREIRA, LAINETTI, 2003; DUTRA et al., 2006).

O efeito diurético foi evidenciado pelo aumento do volume de urina excretado
(PIMENTA, 2002; CARDOSO, PEREIRA, LAINETTI, 2003), além de eliminacdo de
sédio, potassio e cloreto pela urina e aumento do fluxo sanguineo cortical renal
(PRANDO et al., 2015).

A atividade antioxidante in vitro foi demonstrada em soro e em tecido de
figado de ratos através das suas habilidades de sequestrar o radical livre DPPH
(2,2-difenil 1-picrilhidrazila) e prevenir danos aos lipidios e proteinas, além de
auxiliar a restaurar as atividades das enzimas catalase e SOD (LUNARDI et al.,
2014; PRANDO et al., 2015).

Sobre o sistema cardiovascular, foram observadas acdo anti-hipertensiva
(RIBEIRO et al., 1986; PIMENTA, 2002; POLACCHINE, 2005; LESSA et al., 2008),
reducdo da frequéncia cardiaca (RIBEIRO et al.,, 1986) e efeito vasodilatador
(PIMENTA, 2002; TIBIRICA et al., 2007). Sobre os niveis plasmaticos de colesterol
foram observadas reducfes destes niveis tanto em animais normais, quanto nos
animais que receberam solucdo oleosa de colesterol (CARDOSO, PEREIRA,
LAINETTI, 2005).

A atividade antimicrobiana foi demonstrada para Staphylococcus aureus,
Rhodococcus equi, Bacillus subtillis, Candida albicans e Micrococcus luteus
(TANAKA, 2000; SOUZA et al.,, 2004), bactérias Gram-positiva Staphylococcus
aureus e Gram-negativas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
typhimurium (DUARTE et al., 2002). Foram observadas ainda atividades tripanocida,
leishmanicida e inibicdo da proliferacdo de linhagens de células tumorais (PIMENTA,
2002).

E importante destacar que em trabalho anterior, utilizando-se o modelo de
alergia pulmonar induzido por OVA com eutanasia apos 40 dias a partir da primeira
sensibilizacdo intraperitoneal e apenas 8 horas apos o ultimo desafio, o tratamento
com extrato aquoso das folhas de E. grandiflorus por via oral, na dose de 23 mg/kg
de peso corporal por 9 dias consecutivos, reduziu o nimero total de células e de
eosinofilos, linfécitos, neutréfilos e macrofagos no lavado bronco-alveolar, a
atividade da EPO no tecido pulmonar, os niveis de IgE especifica para OVA no soro,

0s niveis de CCL11 e a expressao génica de IL-4 e IL-13 no tecido pulmonar, apesar
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de néo ter alterado o infiltrado inflamatério no tecido pulmonar (BRUGIOLO et al.,
2011).

2.3 Acido fertlico

Substancias fendlicas ou polifénois representam uma grande variedade de
estruturas caracterizadas pela presenca de um ou mais anéis aromaticos ligados a
um ou mais radicais hidroxila e/ou outros substitutos. Dentre eles, os grupos mais
abundantes nos alimentos séo os acidos fendlicos, os flavonoides e as lignanas. O
acido ferdlico (AF) € o éacido fendlico mais abundante nos gréos dos cereais e
pertence a classe dos acidos hidroxicindmicos (revisado por D’ARCHIVIO et al.,
2007). Amplamente presente no reino vegetal, foi isolado pela primeira vez da resina
comercial derivada de Ferula foetida, em 1866, por Hlasiwetz e Barth, na Austria,
mas sO foi quimicamente sintetizado em 1925 (revisado por GRAF, 1992; revisado
por ZHAO e MOGHADASIAN, 2008).

Acido ferdlico é o nome comum para o acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico que
tem férmula linear HOCeH3(OCH3)CH=CHCO:2H, peso molecular 194,18 e ponto de
fusdo de 174°C. E um &cido forte dibasico e geralmente existe como o isdmero trans
quando isolado de plantas. Pode ser solubilizado em etanol, acetato de etila e agua
guente e é moderadamente solavel em éter, benzeno e éter de petréleo (revisado

por GRAF, 1992). Sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 4.

S X OH

HO

Figura 4. Estrutura quimica do &cido ferdlico (MANCUSO e SANTANGELO, 2014).
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Produzido nos vegetais a partir do metabolismo da fenilalanina e da tirosina,
ocorre principalmente em sementes e folhas, tanto na sua forma livre, quanto ligado
covalentemente a ligninas, polissacarideos, glicoproteinas, poliaminas e acidos
graxos (revisado por GRAF, 1992; revisado por ZHAO e MOGHADASIAN, 2008;
revisado por MANCUSO e SANTANGELO, 2014). A Figura 5 ilustra a principal via
metabdlica para a biossintese do AF em vegetais.

COOH COOH CcHO o.
N,
—h —
CH,0 ,
- - . oM oM
Fenilalanina Acido cinamico Cinamaldeido Curcumina
COOM COOH COOH cooH coom
”HZ
— — - —- ——
M, oH,0 ,
oM oH oH oM oM
Tirosina Acido p-cumarico Acido caféico Acido ferulico Acido sinaptico

CH,OH
CHO
HO
m - —# Ligninas
3 2
oM OH

Cumarina Vanilina Alcool coniferilico

Figura 5. Principal via metabdlica de biossintese do acido ferdlico em vegetais (adaptado de GRAF,
1992).

Varias funcdes fisiologicas nas plantas foram descritas para o AF, como
aumentar a extensibilidade das paredes durante o alongamento celular, inibir a
germinacao, aumentar a resisténcia do hospedeiro contra infestacdes, além de atuar

como defensivo contra predadores naturais e na funcdo alelopatica, regulando o
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crescimento das plantas. No entanto, a principal funcéo fisioldgica relaciona-se a sua
potente acdo antioxidante explicada pela grande capacidade de eliminar radicais
livres e reduzir os efeitos nocivos da radiacao ultravioleta (UV) (revisado por GRAF,
1992).

O AF é abundantemente encontrado em gréos, frutas, legumes, bebidas e
comidas industrializadas, constitui ingrediente bioativo de muitos alimentos, sendo
encontrado em inUmeras espécies alimentares (revisado por GRAF, 1992; revisado
por ZHAO e MOGHADASIAN, 2008; revisado por MANCUSO e SANTANGELO,
2014). Estima-se que a soma da ingestdo de AF através do consumo de cereais,
legumes, frutas, café e sucos pode chegar a 150-250 mg por dia, dependendo dos
habitos alimentares do individuo. Entretanto, ainda ndo estd claro se essa
quantidade de ingesta é suficiente para gerar efeitos biologicos e também néo
existem estudos relatando uma dose razoavel para ser usado como suplemento
alimentar (revisado por ZHAO e MOGHADASIAN, 2008). O AF ja foi identificado na
planta medicinal Echinodorus grandiflorus (PIMENTA, 2002) e é um dos
componentes ativos nas ervas medicinais chinesas Angelica sinensis, Cimicifuga
heracleifolia e Ligusticum chuanxiong (revisado por OU e KWOK, 2004; revisado por
MANCUSO e SANTANGELO, 2014). Além disso, foi aprovado como um aditivo
antioxidante e conservante de alimentos no Japdo (revisado por ZHAO e
MOGHADASIAN, 2008).

A farmacocinética do AF & bem estudada em modelos animais e foi
demonstrado que apos administragdo por via oral, pode ser absorvido no estdmago,
jejuno e ileo e menos de 1% foi encontrado nas fezes de ratos, indicando uma
absorcdo muito eficiente. Além disso, 30 minutos apos a administracdo oral, o AF
pode ser encontrado na mucosa gastrica, intestino, sangue e tecidos periféricos,
incluindo figado, rins, pulmdes, baco, coracdo, Utero e cérebro. E principalmente
transportado pela albumina sérica e excretado através da urina em ratos, tanto na
forma livre quanto conjugada. A principal via de metabolismo in vivo do AF ocorre
através da reacdo de conjugacdo com acido glucurdnico e/ou sulfato no figado,
sendo que a mucosa intestinal e os rins também podem contribuir para este
processo. Devido ao seu rapido metabolismo, a biodisponibilidade do AF livre é
muito baixa e sua meia-vida € curta, podendo variar de 10 a 30 minutos dependendo
da dose e via de administracdo em ratos (revisado por ZHAO e MOGHADASIAN,

2008). Apesar disso, € mais biodisponivel que flavonoides e outros monofendis
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dietéticos estudados até o momento, permanecendo no sangue por mais tempo que
outros antioxidantes, tais como a vitamina C (revisado por SRINIVASAN, SUDHEER
e MENON, 2007).

Ja a farmacocinética clinica do AF n&o € bem documentada, mas estudos
limitados sugerem que € similar a dos animais, sendo absorvido rapidamente,
atingindo niveis plasmaticos maximos 24 minutos apdés a administracdo oral e com
meia-vida de 42 minutos (revisado por ZHAO e MOGHADASIAN, 2008). A baixa
disponibilidade do AF apés sua administracao oral poderia limitar seu uso clinico,
entretanto, formulagbes como nanoparticulas de lipideos solidos e ciclodextrinas tém
sido propostas para permitir sua melhor absorgao tanto por via oral quanto pela pele,
aumentando sua concentragcdo em oOrgaos periféricos (revisado por BARONE,
CALABRESE e MANCUSO, 2009; revisado por MANCUSO e SANTANGELO, 2014).
Em relacéo a toxicidade, a dose letal 50% (DL50) aguda oral foi de 2,1 g/kg por dia
nas fémeas e 2,4 g/kg por dia nos machos de ratos da linhagem F344. Nao foi
encontrada toxicidade subcrbnica significativa em ratos fémeas e machos da
linhagem F344 apds 13 semanas de consumo dietético de AF na dose de 0,16 g/kg
de peso corporal por dia. Ja a DL50 calculada para camundongos foi de 3,2 g/kg por
dia (revisado por ZHAO e MOGHADASIAN, 2008).

Os estudos dos efeitos benéficos do AF em humanos séo realizados a partir
da ingesta de alimentos que o contenham, o que ndo permite a titulacdo de uma
dose especifica associada a determinado efeito biologico. Adicionalmente, o
pequeno numero de estudos em humanos pode ser explicado pelo fato de
suplementos dietéticos, ao contrario de drogas, ndo necessitarem de estudos
clinicos de fase Il e lll para demonstrar sua seguranca e eficacia clinica para serem
comercializados (revisado por MANCUSO e SANTANGELO, 2014).

Por suas propriedades antioxidante e antimicrobiana, o AF tem diversas
aplicacbes préaticas como, por exemplo, na preservacao de alimentos, no aumento
da viscosidade e formacdo de gel a partir de polissacarideos, na producdo de
vanilina, no processamento de produtos lacteos, como substancia ergogénica em
alimentos esportivos, lo¢des de pele, telas e cremes de cabelo com fotoprotecéo,
entre outras (revisado por OU e KWOK, 2004).

O AF apresenta uma ampla variedade de efeitos terapéuticos demonstrados
em modelos in vitro e in vivo que incluem atividades antioxidante, anti-inflamatoria,

analgésica, antimicrobiana, anticancer e fotoprotetora. A maioria de suas atividades
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tem sido atribuida as propriedades antioxidante e anti-inflamatoria, sugerindo que o
mesmo pode ser Util no tratamento de diversas doencas, como diabetes, sindrome
metabdlica, doencas cardiovasculares, doencas neurolédgicas, doencas pulmonares
e alergias, conforme descricdo a sequir.

O AF livre é um potente antioxidante devido a sua estrutura quimica que
permite estabilizar o radical fenoxil, encerrar a reacdo em cadeia de radicais livres
(revisado por GRAF, 1992) e proteger contra a peroxidacao lipidica (revisado por
SRINIVASAN, SUDHEER e MENON, 2007). Sendo assim, possui uma grande
capacidade de eliminar radicais livres, além de aumentar a atividade de enzimas
responsaveis pela eliminacdo dos radicais livres, inibir enzimas que catalisam a
producado de radicais livres e ativar a resposta ao estresse celular (revisado por OU
e KWOK, 2004; revisado por MANCUSO e SANTANGELO, 2014).

A atividade anti-inflamatoéria foi demonstrada in vitro através da reducdo nos
niveis de mediadores inflamatdrios como prostaglandina E2, TNF-a e éxido nitrico
sintase indutivel (iNOS) (revisado por SRINIVASAN, SUDHEER e MENON, 2007).
Em linhagem de macréfagos murinos, apos a infeccdo com virus influenza e virus
sincicial respiratorio, o tratamento com AF reduziu os niveis de IL-8 e CXCL2,
respectivamente. Apds a infeccdo com virus influenza em camundongos, foram
observadas tendéncia de reducdo dos niveis de IL-8 e reducdo do numero de
neutrofilos no LBA (revisado por OU e KWOK, 2004).

O efeito analgésico foi demonstrado através de testes de hiperalgesia térmica
e alodinia mecanica em camundongos, com melhora ap6s o tratamento crénico com
AF (LV et al., 2013).

A atividade antiviral foi demonstrada por meio da inibicdo do crescimento e
reproducdo do virus influenza, virus sincicial respiratério e virus da sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Além disso, exibiu atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram positivas, bactérias Gram negativas e leveduras e efeitos
inibitérios sobre o crescimento de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Citrobacter koseri, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter
pylori e Shigella sonnei (revisado por OU e KWOK, 2004).

O tratamento com AF teve efeito anti-proliferativo e potencializou a
citotoxicidade de agentes antineoplasicos em diversas linhagens de células
cancerigenas e em modelos de tumores in vivo (revisado por MANCUSO e

SANTANGELO, 2014), sendo seus efeitos relacionados a inducdo de apoptose
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(BANDUGULA e PRASAD, 2013; PENG et al.,, 2013; EROGLU et al.,, 2015).
Apresentou ainda atividade anti-apoptética em células mononucleares de sangue
periférico normais expostas ao estresse oxidativo (KHANDUJA et al., 2006).

ApoOs administracdo cutanea, o AF é bem absorvido e é efetivo em prevenir
lesdes de pele causadas pelos raios UV, e por isso constitui ingrediente ativo em
muitas lo¢cdes cosméticas para a pele (revisado por GRAF, 1992; revisado por
MANCUSO e SANTANGELO, 2014).

Em diversos modelos animais o AF demonstrou efeitos benéficos,
destacando-se a reducdo da glicose sanguinea no modelo de diabetes mellitus
(CHOI et al., 2011; AZAY-MILHAU et al., 2013) e a reducédo da obesidade e dos
niveis de TNF-a no soro no modelo de sindrome metabdlica (WANG et al. 2015a;
SENAPHAN et al., 2015). Sobre o sistema cardiovascular foram observadas a
reducdo dos niveis de triglicérides e colesterol, a reducdo da pressdo arterial, a
melhora da funcdo ventricular, a redugcdo das placas ateroscleréticas e efeitos
antiarritmicos (revisado por BARONE, CALABRESE e MANCUSO, 2009; revisado
por OU e KWOK, 2004; KIM et al. 2003; revisado por MANCUSO e SANTANGELO,
2014). Em modelos animais de doenca de Alzheimer o AF reduziu a
neuroinflamacao, os niveis de IL-1p e a apoptose celular (revisado por MANCUSO e
SANTANGELO, 2014; revisado por SGARBOSSA, GIACOMAZZA e CARLO, 2015).

Sobre a resposta alérgica foi demonstrado que o AF inibiu a anafilaxia
cutanea passiva, a degranulacdo de mastocitos, as reacdes de Arthus e a reacao de
hipersensibilidade tardia em ratos, suprimiu a vasculite cutdnea em cobaias e
aumentou a fungdo fagocitaria dos fagocitos mononucleares. Estes resultados
sugerem que AF tem amplos efeitos supressores sobre as reacfes alérgicas (HU e
HANG, 1991). Em estudo publicado recentemente, o AF induziu o desenvolvimento
de uma resposta de perfil Thl e melhorou a inflamacdo alérgica das vias aéreas
(LEE et al., 2015). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura outros trabalhos
avaliando os efeitos do AF no modelo de alergia pulmonar, havendo a necessidade
de mais estudos para esclarecer a utilidade desse acido fendlico na melhora do
guadro asmatico.

Sendo a asma uma doenca inflamatéria crbnica para a qual existe a
necessidade do desenvolvimento de novos tratamentos e considerando-se o grande
potencial antioxidante e anti-inflamatorio atribuido tanto a E. grandiflorus quanto ao

acido ferdlico, presente na planta, este trabalho avaliou os efeitos e os provaveis
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mecanismos de acdo do extrato aquoso das folhas de E. grandiflorus, de suas
fracdes metandlica e residual e do &cido ferulico na modulagéo da resposta imune

em um modelo de alergia pulmonar induzida por OVA.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos e os provaveis mecanismos de acdo do extrato aquoso das
folhas de E. grandiflorus, de suas fracdes metandlica e residual e do acido ferulico
na modulacdo da resposta imune no modelo murino de alergia pulmonar induzida
por OVA.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar a avaliacdo do perfil quimico do extrato aquoso das folhas de E.
grandiflorus (EAEQ), das fracbes metandlica (FM) e residual (FR) desse extrato e do
acido ferualico (AF) por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

- Testar o EAEQ, a FM, a FR e o AF no modelo murino de alergia pulmonar
induzida por OVA e avaliar os seguintes parametros:

a) Contagem total e especifica de células no LBA,

b) Grau de infiltrado celular inflamatério e producdo de muco pelas células
caliciformes no tecido pulmonar nos cortes histolégicos corados com Hematoxilina e
Eosina (HE) e Acido Periodico de Schiff (PAS), respectivamente;

c) Atividade da EPO no homogenato de tecido pulmonar através de ensaio
enzimatico;

d) Producdo das quimiocinas CCL5, CCL11 e CCL20 no sobrenadante do
homogenato de tecido pulmonar através de ELISA (ensaio imunoenzimatico);

e) Perfil de producao das citocinas TSLP, IL-25, IL-33, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y, TGF-3
e IL-10 no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar através de ELISA;

f) IgE, 1gG1 e IgG2a séricas especificas anti-OVA através de ELISA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal, preparacéo e fracionamento do  extrato e aquisicdo do

acido ferulico

Optou-se, neste trabalho, por avaliar o efeito do extrato e das fracdes obtidos
a partir das folhas de Echinodorus grandiflorus, considerando que o cha das folhas &
a forma mais utilizada pela populacdo como diurético e anti-inflamatério. Para isto,
as folhas foram coletadas em novembro de 2010 na area de cultivo para a producéo
do refrigerante Mineirinho®, no municipio de Tangua - Rio de Janeiro, e a
identificacdo botanica foi realizada pelo Dr. Daniel Sales Pimenta. A exsicata
encontra-se depositada sob o nimero 30.707 no Herbario CESJ da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF). O extrato aquoso de E. grandiflorus e o
fracionamento foram elaborados sob responsabilidade do Dr. Daniel Sales Pimenta
no laboratério de Botanica Aplicada e Etnobotéanica do Departamento de Botanica da
UFJF. Para a obtencédo do extrato, as folhas de E. grandiflorus foram limpas e secas
em estufa de secagem com circulacdo e renovacdo de ar (Cienlab CE-22/480,
Campinas, Brasil) com temperatura controlada de 40°C e ventilagdo forcada até
peso constante. Em seguida passaram por um processo de divisdo até atingirem
tamanho reduzido em torno de 1 cm?. Este material vegetal foi colocado em baldo de
fundo chato, foi acrescentada agua destilada quente (50 g de folha/L de agua) e foi
acoplado ao sistema um condensador para extracdo sob refluxo. O baldo foi
colocado em manta de aquecimento e este foi mantido por dez minutos apoés o inicio
da fervura. ApOs este periodo o mesmo foi desligado e o material vegetal
permaneceu em infusdo por quatro horas, sendo posteriormente filtrado em papel de
filtro e levado para congelamento. O EAEg foi descongelado, acondicionado em
frascos proéprios e liofilizado (Liofilizador Terroni Enterprise |, Sdo Carlos, Brasil). O
extrato seco com rendimento de 10,85% foi acondicionado em frasco de vidro e
mantido sobre refrigeracdo. Para o fracionamento, uma aliquota de 5,85 g do EAEgQ

foi solubilizada em metanol (100 mL) e o solvente foi trocado de 2 em 2 dias até
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completar o numero de 7 extragdes. A fracdo metandlica (2,2334 g) teve o solvente
eliminado através de evaporador rotatério a 40°C (Fisatom 802, S&do Paulo, Brasil).
Foi gerado ainda um residuo (3,4973 @), insolivel em metanol, que teve o solvente
eliminado por evaporacao simples. As fracbes, metandlica e residual, secas, foram
acondicionadas em frascos de vidro e mantidas sobre refrigeracéo. O acido ferulico
foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich Corp (St Louis, EUA).

4.2 Perfil quimico do extrato aquoso de  E. grandiflorus, das fragcbes metandlica

e residual e do acido ferulico

Uma aliquota de 30 mg do extrato aquoso de E. grandiflorus, das fracdes
metandlica e residual e do acido ferulico foram enviadas para andlise por CLAE na
Plataforma de Metodologia Analitica de Farmanguinhos FIOCRUZ/RJ. Os perfis
quimicos foram obtidos por CLAE-UV, em equipamento Shimadzu com 2 bombas
LC-10AD, desgaseificador DGU-12A, injetor automatico SIL-10AD, forno de colunas
CTO-10A e detector por arranjo de diodos SPD-M10AVP (S&o Paulo, Brasil). Os
dados foram adquiridos por interface SCL-10A e aquisicao de dados e controle pelo
software Shimadzu CLASS-VP verséo 6.13 SP2 (Séo Paulo, Brasil). Para isso, 5 mg
de cada amostra foram diluidas em 500 pL de agua, filtrados em membrana de 0,22
pm Durapore (Millipore, Darmstadt, Alemanha) e injetados em coluna Supelcosil -
C18 - 25 cm X 4,6 mm - 5 ym, na presenca de coluna guarda do tipo supelcoguard:
LC 18 - 2 cm. Foi utilizado um sistema com gradiente linear que consistiu de uma
fase moével: acido trifluoroacético 0,05% em agua (A) e acetonitrila (B), com fluxo de
fase a 1 mL/minuto, partindo no tempo zero com 5% de acetontrila chegando a 65%
em 60 minutos. Entre 60 e 70 minutos a concentragao de B subiu de 65 para 100%,
ao atingir os 70 minutos até os 80 minutos foi mantido os 100% de B, retornando
linearmente entre 80 e 83 minutos a 5% B e mantendo-se por mais 15 minutos. Foi
realizado um monitoramento utilizando-se o detector UV em varredura entre 200 a

400 nm, sendo selecionadas as leituras a 220, 270, 335 e 360 nm.
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4.3 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, fémeas, com
aproximadamente 6 a 8 semanas de idade, pesando em média 22 g, provenientes
do Biotério do Centro de Biologia da Reproducédo da UFJF. Os camundongos foram
mantidos em gaiolas de polipropileno, tendo como forma de alimentacdo agua e
racdo propria oferecidas ad libitum. As gaiolas foram mantidas em estantes
ventiladas (Alesco, Monte Mor, Brasil), na sala de manutencdo de animais do
laboratorio de Imunologia da UFJF. O protocolo experimental foi aprovado pela
Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Pro-reitoria de Pesquisa
da UFJF, sob o numero 073/2012-CEEA (Anexo A), que segue as regras éticas

internacionais em experimentacao animal.

4.4 Delineamento experimental

Para inducdo da alergia pulmonar experimental, os animais foram
sensibilizados com OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, EUA) por meio de
duas injecOes intraperitoneais (i.p.) de 3 pg de OVA adsorvida com 1 mg de
hidroxido de aluminio (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, EUA) nos dias 0 e 14 do
protocolo experimental. Em seguida, os camundongos foram desafiados, através de
nebulizagdo com OVA 1% durante 20 minutos por dia (Inalatec Plus, NSR Ind. Com.
e Repr. Ltda, Sdo Paulo, Brasil), nos dias 21, 23, 25, 27 e 29. O EAEg, 0 AF e a
dexametasona foram solubilizados em &agua filtrada e as fracbes metandlica e
residual foram solubilizadas em agua filtrada contendo 10% de Tween 20 (Isofar,
Duque de Caxias, Brasil) na maior concentracdo utilizada (100 mg/kg de peso
corporal). A dexametasona foi utilizada como controle positivo do tratamento e todos
os tratamentos foram realizados por via oral, em volume de 0,1 mL por animal por
dia, do dia 21 ao dia 29 do protocolo, imediatamente antes do desafio. No dia 30 do

protocolo, os animais foram eutanasiados e as analises realizadas (Figura 6). Um
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7

resumo dos procedimentos realizados em cada um dos grupos experimentais é
mostrado na Tabela 3. E importante destacar que, em andlise realizada
previamente, os animais com alergia pulmonar (AP) foram divididos em dois grupos,
nao tratados e tratados com 10% de Tween 20 por via oral, ndo sendo observadas

diferencas (dados nao mostrados).

tratamentos
Dias 0 14 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
A A A A A A VAN |
ibili = i 1 0
sensibilizagdo i.p. desafio com OVA 1% analises
Figura 6. Delineamento experimental.
Tabela 3. Grupos experimentais.
GRUPO INDUCAO DA TRATAMENTO CONCENTRACOES
(n=12) ALERGIA (0,12 mL/animal/dia)
PULMONAR
Controle - - -
Alergia Pulmonar (AP) + Veiculo (Tween 20) 10%
Dexa + Dexametasona 3 mg/kg
EAEg + Extrato aquoso das folhas de 25 mg/kg
E. grandiflorus 50 mg/kg
100 mg/kg
FM + Fracao metandlica do EAEg 25 mg/kg
50 mg/kg
100 mg/kg
FR + Fracédo residual insolavel em 25 mg/kg
metanol do EAEg 50 mg/kg
100 mg/kg
AF + Acido fertlico 25 mg/kg
50 mg/kg

100 mg/kg
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4.5 Obtengéo de material biologico e analises reali  zadas

Todo o material biolégico foi obtido e armazenado individualmente 24 horas
apos o ultimo desafio, no dia 30 do protocolo. Cada grupo experimental consistiu em
12 animais que foram divididos em duas partes iguais, sendo a primeira utilizada
para coleta do LBA e a segunda parte utilizada para coleta de sangue e de pulmdes
para analise histopatoldgica e realizacdo de homogenato de tecido pulmonar. Para a
coleta do LBA, os animais foram eutanasiados por dose letal de anestesia por via i.p.
com ketamina a 90 mg/kg (Syntec, Cotia, Brasil) e xilasina a 10 mg/kg (Calmiun,
Agener Unido, Sao Paulo, Brasil). A traqueia foi exposta e canulada com sonda
(CPL Medical's, Sdo Paulo, Brasil) conectada a uma seringa e os pulmdes foram
lavados com 1,0 mL de PBS (solucdo de tampao fosfato) gelado, por 2 ou 3 vezes
para a coleta de aproximadamente 0,7 mL de LBA, que foi armazenado
individualmente. O LBA foi utilizado para a contagem total e diferencial de células. O
sangue foi coletado sob anestesia por via i.p. com ketamina a 90 mg/kg (Syntec,
Cotia, Brasil) e xilasina a 10 mg/kg (Calmiun, Agener Unido, Sao Paulo, Brasil) pelo
plexo braquial e o soro foi separado por centrifugacdo a 14000 rpm por 1 minuto
(Centrifuge 5410, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e armazenado a -80°C para
posterior dosagem de anticorpos. Em seguida, os animais foram mortos por
aprofundamento da anestesia e a caixa toracica foi recortada longitudinalmente, o
tecido pulmonar foi lavado através de perfusdo com 10 mL de PBS gelado e os
lobos pulmonares foram retirados. O lobo pulmonar superior direito de cada
camundongo foi fixado em formol tamponado a 10% para a avaliacado
histopatolégica. Os lobos pulmonares restantes foram coletados e armazenados
individualmente a -80°C para obtencdo do homogenato de tecido pulmonar e

posterior determinacédo da atividade da EPO e dosagem de citocinas e quimiocinas.
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4.5.1 Contagem total e especifica de leucocitos no lavado bronco-alveolar

O LBA foi utilizado para realizar a contagem total do nimero de células. Para
isto, foi utilizada uma solugdo contendo uma parte de corante azul de Trypan Blue
(Sigma-Aldrich Corp, St Louis, EUA) para uma parte do LBA, individualmente. Para
cada amostra, 20 pL dessa solugdo foram colocadas na lamina da camara de
Neubauer e as células foram contadas. O resultado foi expresso como numero de
células x10%/mL de LBA. Posteriormente o LBA foi centrifugado a 4°C por 10 minutos
a 1200 rpm (Jouan CR 312, Thermo Electron Corporation, Waltham, EUA), o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em PBS e utilizado
para contagem especifica de leucocitos no LBA atravées do citospyn.
Resumidamente, 200 uL do sedimento do LBA, contendo aproximadamente 1x10°
células, foram citocentrifugados (Centrifuga Citolégica, Fanem, Sédo Paulo, Brasil) a
2800 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram coradas com HE
com o corante Instant Prov (Newprov, Pinhais, Brasil) e foi realizada a contagem de
300 células por lamina, com o auxilio de microscépio 6ptico (BX41PF, Olympus
Optical, Tokyo, Japdo) nos aumentos de 400 e 1000 vezes. As células foram
caracterizadas de acordo com critérios morfolégicos padrdo e os resultados

expressos como numero especifico de células x10%/mL de LBA.

4.5.2 Analise histopatologica

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 4 pum
de espessura e as laminas foram coradas pela HE (EasyPath, S&o Paulo, Brasil),
para analise do infiltrado celular, ou pelo PAS (EasyPath, Sdo Paulo, Brasil), para
analise da producdo de muco pelas células caliciformes. Apés coloracao, os cortes

foram dispostos sobre laminas e montados em laminulas com Entellan (Merck
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Millipore, Darmstadt, Alemanha). As amostras foram observadas em toda sua
extensdo em microscopio 6ptico Zeiss (Hallbergmoos, Alemanha) nos aumentos de
100, 200 e 400 vezes, por dois avaliadores independentes, calibrados e cegados em
relacdo aos grupos. As areas peribronquiolares e perivasculares foram avaliadas de
acordo com o grau de infiltrado celular inflamatério, nos cortes pulmonares corados
com HE, ao qual foram atribuidos escores de 0 a 5 para cada campo (LEE et al.,
2009):

- 0, auséncia de processo inflamatério;

- 1, células inflamatérias esparsas;

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

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

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

- 5, infiltrado inflamatério intenso.

A avaliagdo da producdo de muco pelas células caliciformes foi realizada nos
cortes pulmonares corados com PAS e foi expressa através da contagem do nimero
de células PAS positivas por 100 ym? de tecido pulmonar, em aumento de 400
vezes. Para a analise estatistica foram utilizadas as médias aritméticas simples dos
campos pulmonares avaliados, sendo 6 laminas representativas de cada grupo
experimental, para cada coloracdo avaliada.

4.5.3 Determinacéo da atividade da EPO no tecido pulmonar

Para a obtencdo do homogenato, 100 mg de cada tecido pulmonar foi
macerado em 1 mL de PBS contendo inibidores de proteases (0,1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 0,1 mM cloreto de benzetonio, 10 mM &cido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) e 2 pL de aprotinina A) e 0,05% Tween 20. As amostras foram entéo
centrifugadas por 15 minutos a 3000 rpm a 4°C (CR 312, Thermo Electron
Corporation, Waltham, EUA). Os sobrenadantes foram armazenados a -80°C, até
serem utilizados para dosagem de quimiocinas e citocinas através de ELISA. O
sedimento do homogenato de tecido pulmonar foi processado para determinacao da
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atividade da EPO. Apos lise das hemacias, as amostras foram centrifugadas a
10000 rpm por 15 minutos a 4°C (CR 312, Thermo Electron Corporation, Waltham,
EUA), o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1,9 mL de
hexadeciltrimetil brometo de amoénio (HTAB) 0,5% em PBS e homogeneizado.
Seguiu-se o congelamento das amostras por trés vezes em nitrogénio liquido e a
centrifugacdo a 10000 rpm por 10 minutos a 4°C (CR 312, Thermo Electron
Corporation, Waltham, EUA). O sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimatico.
Resumidamente, 10 mg de OPD (o-fenilenodiamina) foi dissolvida em 5,5 mL de
agua destilada e, em seguida, 1,5 mL de solucédo de OPD foi adicionado a 8,5 mL de
tampéao Tris (pH 8,0), seguido pela adicdo de 7,5 uL de agua oxigenada. Usando
uma placa de 96 pocos, 100 pL da solucéo de substrato foi adicionado em 50 L de
cada amostra. Apds 30 minutos, a reacado foi interrompida com 50 pL de acido
sulftrico 1 M e a absorbancia foi lida a 490 nm em leitor de microplacas (Spectramax
190, Molecular Devices, Silicon Valley, EUA).

4.5.4 Dosagem de quimiocinas e citocinas no sobrenadante de homogenato de

tecido pulmonar

As amostras de sobrenadante de homogenato de tecido pulmonar ndo foram
diluidas para dosagem das quimiocinas CCL5 e CCL20 e das citocinas TSLP, IL-25,
IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y e IL-10 e foram diluidas na proporcéo 1:4 para dosagem da
quimiocina CCL11 e da citocina IL-33 e na propor¢cao 1:8 para dosagem da citocina
TGF-B. Foram utilizados os kits de ELISA da R&D Diagnostics (Minneapolis, EUA)
para quantificar as quimiocinas CCL5, CCL11 e CCL20 e as citocinas TSLP, IL-13,
IL-25 e IL-33 e os kits de ELISA BD OptEIA (BD Biosciences, San Jose, EUA) para
quantificar as citocinas IL-4, IL-5, IFN-y, TGF-B e IL-10, de acordo com as instrucdes
do fabricante. Para a dosagem de quimiocinas e citocinas, placas de 96 pog¢os foram
sensibilizadas com o anticorpo de captura diluido em tampéo 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
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lavagem. As curvas-padrdo 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 incubacao, as placas foram lavadas e o
segundo anticorpo foi adicionado e incubado por mais 1 hora em temperatura
ambiente. As placas foram lavadas e a reacéo foi revelada pela adigdo do substrato.
A reacéo foi interrompida com &cido sulfarico 1 M e a leitura foi feita em leitor de
microplacas (Spectramax 190, Molecular Devices, Silicon Valley, EUA) a 450 nm. As
concentracbes de quimiocinas e citocinas foram calculadas a partir das curvas-
padrdo, obtidas pelas diferentes concentracdes das quimiocinas e citocinas

recombinantes.

4.5.5 Dosagem sérica de anticorpos IgE, IgG1 e IlgG2a anti-OVA

A avaliacdo da producéo dos isotipos IgE, 1gG1 e IgG2a especificos anti-OVA
foi realizada através de ELISA. Resumidamente, placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com o antigeno OVA (Grade V; Sigma-Aldrich Corp, St Louis, EUA) a
10 pg/mL em tampéao carbonato e permaneceram incubando por 18 horas a 4°C. As
placas foram lavadas com PBST, bloqueadas com PBST com 10% soro fetal bovino
e incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. A seguir, as placas foram
novamente lavadas, as amostras de soro foram adicionadas, nas concentracdes de
1:20 para IgE, 1:3000 para IgG1l e 1:100 para IgG2a e incubadas por 18 horas a
4°C. As placas foram lavadas, os anticorpos anti-IgE, anti-lgGl e anti-lgG2a
biotinilados (PharmingenTM, Becton Dickinson, San Diego, EUA) foram adicionados
e incubabos por 1 hora em temperatura ambiente. A seguir as placas foram lavadas
e a estreptavidina marcada com peroxidase (PharmingenTM, Becton Dickinson, San
Diego, EUA) foi adicionada e incubada por 30 minutos. Apés as lavagens a reagao
foi revelada pela adicdo do substrato contendo acido citrico 0,1 M, citrato de sddio
0,1 M, agua destilada, cromégeno OPD e agua oxigenada 30%. A reacdo foi
blogueada com acido sulfurico 1 M e a leitura foi realizada em leitor de microplacas a
492 nm. A deteccdo dos anticorpos especificos foi quantificada como densidade
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Optica (DO) em leitor de microplacas (Spectramax 190, Molecular Devices, Silicon
Valley, EUA).

4.6 Andalise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Graph Pad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). As varidveis numéricas foram
avaliadas pelo teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov para distribuicdo
gaussiana dos dados e posteriormente, foi utilizado o teste ANOVA seguido pelo
poOs-teste de Bonferroni para comparacdo multipla. O nivel de significancia admitido
para os testes foi de p < 0,05. Os dados sdo expressos como meédia + erro padrao
da média (EPM).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil cromatografico por CLAE do extrato aquos o de E. grandiflorus, de

suas fracdes metandlica e residual e do acido feral  ico

As amostras de extrato aquoso de E. grandiflorus, das fracdes metandlica e
residual e do acido ferulico foram analisadas por CLAE a 220, 270,335e 360 nm e a
melhor resolucéo foi obtida a 335 nm. Nesse comprimento de onda, foi detectado um
maior numero de substancias no EAEgQ (22 substancias), seguido pela FM (14
substéancias) e por ultimo pela FR (6 substancias). Em todas as amostras analisadas
foram identificadas 2 substancias majoritarias, sendo a principal (maior sinal no
cromatograma) detectada a 20,4 minutos de corrida cromatografica, tendo atingido
39,7% do total de substancias no EAEg, 43,5% na FM e 55,4% na FR. A segunda
substancia majoritaria foi detectada a 9,6 minutos de corrida cromatogréfica, tendo
atingido, 20,9% do total de substancias no EAEg, 17,6% na FM e 27,6% na FR.
Através do espectro em UV, ambas as substancias majoritarias foram identificadas
como provaveis arilpropanoides, uma importante classe de acidos fendlicos.
Entretanto, as mesmas néo foram isoladas, purificadas e identificadas (Figuras 7A,
7B e 7C). Ja o &cido ferulico padrdo foi detectado a 17,3 minutos de corrida
cromatografica (Figura 7D) e nao foi detectado nas amostras de EAEg, FM e FR. As
analises em cromatografia em camada delgada confirmaram as analises realizadas

por CLAE (dados néao apresentados).



mAU

mAU

mAU

mAl

3:335 nm. 4 nm
EBAFENL
EBAFENL-Rept
150 Pk # o [ 150
Name
] L e
o s /,
125 — = = - 125
100 - - I 100
- >3 so\___ y
75 R y 75
el o =1
_ o = o o o Lao
e @ e
S a
s
o | ~
25 2. F2s
i | = gg_>! = =
o™ = N
o ﬁ_/&__‘l UTL-F\\ Lo
o 10 20 30 40 50 60 70 80
Minutes
3: 335 nm, 4 nm
3 FMEBAFEL - adigdo de padrao — E
FMEBAFEL - adigao de padrao -Rep2
Pk # =o-|
504 Name Fs0
=3 et 5B . / \
E = - i \ F
_ X
40 I E a0
_ o 3% o w0
E e— b
304 204 S k30
2 - N\
- > 2 .
_ | P 104 _ \.
203 e | — 20
- i 250 300 3s0 400
] = -
-
104 = 10
L e I
‘ g O ofi= i
o —;/\_\J, Fo
T u T T T T T T

T
40

o 10 20 - } ) 70 |
Minutes
25 3- 336 nem, & wen '
RAEBAFEL i
RAEBAFEL Rep1
i 20
Name
. ~ 3 10 a
o . 7
: : 15
= B
: ' \ 10
P :
1. 250 = -
B "477"777"77777«) :
[

: Lo
o 10 20 30 40 - - . |
Minutes

W T
Acido Ferulico o
Acido Ferulico padrio-Rep1
1 Pk o# m | »,,
20 Na ; - [
- ’ ) )

: | ) / ) F1s
: 10
5_ s
° -~——‘———\_\___J _0
o 10 20 30 40 = 60 . |
Minutes

mAU

mAU

mAU

il

63

Figura 7. Analises por CLAE a 335 nm do (A) extrato aquoso de E. grandiflorus (EAEQ), (B) fracéo
metanolica (FM), (C) fracdo residual (FR) e (D) éacido ferdlico (AF). Em destaque o espectro em
ultravioleta dos componentes majoritarios das amostras (tempo de retengéo 20,4 min e 9,6 min) ou do
acido ferulico (tempo de retencdo de 17,3 min).
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Sabe-se que o0 acido ferulico € um dos componentes de E. grandiflorus,
(PIMENTA, 2002, LUNARDI et al., 2014), entretanto, 0 mesmo né&o foi identificado
no EAEg e nas fracdes neste trabalho. Apesar disso, optou-se por avaliar os efeitos
desse acido fenolico no modelo murino de alergia pulmonar, considerando que,
entre os acidos fendlicos identificados em E. grandiflorus, o acido ferudlico era o de
menor custo e de mais facil aquisicdo no mercado. Sendo assim, para uma melhor
compreensao dos resultados obtidos sobre a resposta imune no modelo de alergia
pulmonar induzida por OVA, os mesmos serdo apresentados didaticamente em duas
partes: na primeira parte serdo descritos os resultados dos tratamentos realizados
com o EAEg e suas fragbes metandlica e residual, na segunda parte serdo

apresentados os resultados do tratamento com o acido ferulico.

5.2 Efeito da administracdo oral do EAEg e das FM e  FR sobre a alergia

pulmonar induzida por OVA

5.2.1 Efeito da administragao oral do EAEQ e das FM e FR sobre a inflamagéo

pulmonar e a producao de muco

Pela avaliacdo semiquantitativa dos cortes histologicos dos pulmdes corados
com HE, foi observado aumento significativo na quantidade de células infiltradas no
tecido pulmonar dos animais do grupo AP quando comparados com 0s animais do
grupo controle. Os animais do grupo AP exibiram intenso infiltrado inflamatorio
perivascular e peribronquiolar, sendo atribuido escore médio 3,8 para este grupo
(Figuras 9B e 10B). Ja os animais do grupo controle apresentaram caracteristicas
histologicas compativeis com a normalidade, sendo atribuido escore médio 0,1 para
este grupo (Figuras 9A e 10A). Nos animais com alergia pulmonar, o tratamento com
dexametasona reduziu o infiltrado inflamatorio em relagdo ao grupo AP, sendo
observado discreto infiltrado inflamatorio, com escore médio de 0,3 atribuido para

este grupo (Figuras 9C e 10C). Em relagdo aos demais tratamentos, apenas o EAEg
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na dose de 25 mg/kg (Figuras 9D e 10D), a FM nas doses de 25 mg/kg (Figuras 9E
e 10E) e 50 mg/kg e a FR na dose de 100 mg/kg (Figuras 9F e 10F) foram capazes
de reduzir o infiltrado inflamatorio em relacdo ao grupo AP, sendo atribuidos escores
de 2,5, 1,4, 2,4 e 1,7 para estes grupos, respectivamente (Figura 8). Considerando
esta avaliagcdo inicial do infiltrado celular inflamatorio, optou-se por apresentar para
0os demais parametros avaliados neste trabalho, apenas o grupo que apresentou
resposta mais significativa para cada uma das substéancias testadas, embora todos
0s parametros tenham sido avaliados em todos os grupos. Nas Figuras 9 e 10, é
possivel observar o perfil inflamatério no parénquima pulmonar dos grupos

selecionados corados com HE nos aumentos de 200 e 400 vezes, respectivamente.
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Figura 8. Escore do grau de inflamacédo pulmonar apds tratamento com o extrato e fragdes. As areas
peribronquiolares e perivasculares das laminas coradas com HE foram avaliadas de maneira
semiquantitativa de acordo com o grau de infiltrado celular inflamatorio. Barras representam a média
+ EPM. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. EAEg, Extrato aquoso de Echinodorus
grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Frac&o residual insolivel em metanol. ### p < 0,001 versus
controle, * p < 0,05 versus AP, *** p < 0,001 versus AP.
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Figura 9. Perfil inflamatério no parénquima pulmonar dos grupos estudados apds tratamento com o
extrato e fracdes, coloracdo com HE, aumento original 200X, barras representam 50 um. (A) Controle,
(B) AP, (C) Dexa, (D) EAEg 25, (E) FM 25 e (F) FR 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona.
EAEg, Extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Fragdo residual
insolavel em metanol. As setas indicam o infiltrado inflamatério no tecido pulmonar.
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Figura 10. Pefrfil inflamatério no parénquima pulmonar dos grupos estudados apds tratamento com o
extrato e fracbes, coloracdo com HE, aumento original 400X, barras representam 20 um. (A) Controle,
(B) AP, (C) Dexa, (D) EAEg 25, (E) FM 25 e (F) FR 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona.
EAEgQ, Extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Fragdo residual
insolavel em metanol. As setas indicam o infiltrado inflamatério no tecido pulmonar.
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Nos cortes histologicos corados com PAS foi observado aumento significativo
na producdo de muco pelas células caliciformes nos animais do grupo AP, quando
comparados com os animais do grupo controle. Nos animais com alergia pulmonar,
o tratamento com dexametasona, EAEg (25 mg/kg), FM (25 mg/kg) ou FR (100
mg/kg), reduziram significativamente a producdo de muco pelas células caliciformes
(Figura 11). Nas Figuras 12 e 13 é possivel observar a produgdo de muco no
parénquima pulmonar dos grupos estudados nos aumentos de 200 e 400 vezes,

respectivamente.
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Figura 11. Namero de células caliciformes/100 um?2 apés tratamento com o extrato e fracGes. As
células PAS positivas foram contadas em areas de 100 ym?2 de tecido pulmonar, em aumento de
400X. Barras representam a média + EPM. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. EAEg,
Extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Fracdo residual insoltvel
em metanol. ### p < 0,001 versus controle, *** p < 0,001 versus AP.
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Figura 12. Producé@o de muco no parénquima pulmonar dos grupos estudados ap0s tratamento com o
extrato e fracdes, coloracdo com PAS, aumento original 200X, barras representam 50 pm. (A)
Controle, (B) AP, (C) Dexa, (D) EAEg 25, (E) FM 25 e (F) FR 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa,
Dexametasona. EAEgQ, Extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fragdo metandlica. FR,
Fracédo residual insoltvel em metanol. As setas indicam a produgdo de muco no tecido pulmonar.
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Figura 13. Producé@o de muco no parénquima pulmonar dos grupos estudados apos tratamento com o
extrato e fragdes, coloracdo com PAS, aumento original 400X, barras representam 20 pm. (A)
Controle, (B) AP, (C) Dexa, (D) EAEg 25, (E) FM 25 e (F) FR 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa,
Dexametasona. EAEgQ, Extrato aguoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fragdo metandlica. FR,
Fracéo residual insoltvel em metanol. As setas indicam a produ¢do de muco no tecido pulmonar.
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5.2.2 Efeito da administragao oral do EAEQ e das FM e FR sobre a inflamacéo das

vias aéreas

A contagem de células no LBA demonstrou que a inducdo do modelo de
alergia pulmonar aumentou significativamente o numero total de células, eosinofilos,
linfécitos, neutréfilos e macréfagos, quando comparado aos animais do grupo
controle (Figura 14).

Nos animais com alergia pulmonar, os tratamentos com dexametasona ou
com EAEg (25 mg/kg), FM (25 mg/kg) e FR (100 mg/kg) reduziram
significativamente o numero total de células no LBA e as subpopulacdes de
eosindfilos, linfocitos e neutrofilos, quando comparado com o grupo AP (Figuras
14A, 14B, 14C e 14D). Em relacéo a subpopulacdo de macréfagos houve reducao
significativa apenas com os tratamentos com dexametasona e FR (100 mg/kg)
(Figura 14E).
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Figura 14. Perfil celular no LBA apés tratamento com o extrato e fragBes. (A) Nimero total de células,
(B) eosindfilos, (C) linfocitos, (D) neutréfilos e (E) macrofagos no LBA (x104/mL). Barras representam
a média £ EPM. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. EAEg, Extrato aquoso de Echinodorus
grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Fracdo residual insolavel em metanol. ### p < 0,001 versus
controle, * p < 0,05 versus AP, ** p < 0,01 versus AP, *** p < 0,001 versus AP.
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5.2.3 Efeito da administragao oral do EAEQ e das FM e FR sobre a atividade da EPO

no homogenato de tecido pulmonar

A EPO é uma enzima que esta presente em grande quantidade no interior dos
granulos dos eosindfilos, podendo contribuir para a inflamacdo pulmonar alérgica.
Sendo assim, a avaliagdo de sua atividade foi utilizada como medida indireta da
infiltrac@o eosinofilica nos pulmdes e os resultados demonstraram que a indugéo do
modelo de alergia pulmonar aumentou significativamente a atividade da EPO,
comparado com os animais do grupo controle. Entretanto, nos animais com alergia
pulmonar, apenas o0 tratamento com dexametasona reduziu significativamente a

atividade da EPO, quando comparado com o grupo AP (Figura 15).
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Figura 15. Atividade da EPO no homogenato de tecido pulmonar apés tratamento com o extrato e
fracbes (DO 490 nm). Barras representam a meédia + EPM. EPO, peroxidase eosinofilica. DO,
Densidade 6ptica. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. EAEg, Extrato aquoso de
Echinodorus grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Fracdo residual insolivel em metanol. ### p <
0,001 versus controle, *** p < 0,001 versus AP.
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5.2.4 Efeito da administrac&o oral do EAEg e das FM e FR sobre os niveis de

guimiocinas no homogenato de tecido pulmonar

Considerando que as quimiocinas CCL20, CCL11 (eotaxina) e CCL5 sao
mediadoras do recrutamento, respectivamente, de células dendriticas, eosindfilos e
linfécitos T, principalmente, a expressao das mesmas foi avaliada no homogenato de
tecido pulmonar dos animais estudados. Os resultados demonstraram que houve
aumento significativo na producdo de CCL20, CCL11 e CCL5 com a inducdo do
modelo de alergia pulmonar, quando comparado com 0s animais do grupo controle
(Figura 16).

Nos animais com alergia pulmonar, os niveis de CCL20 e CCL11 reduziram
significativamente com os tratamentos com dexametasona, EAEg (25 mg/kg), FM
(25 mg/kg) e FR (100 mg/kg) (Figura 16A e 16B).

Em relagdo a quimiocina CCL5, os tratamentos com dexametasona, FM (25
mg/kg) e FR (100 mg/kg) diminuiram significativamente a sua producdo, quando
comparados ao grupo AP, embora o tratamento com EAEg (25 mg/kg) ndo tenha

alterado sua producéo (Figura 16C).
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Figura 16. Niveis de quimiocinas no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar apos
tratamento com o extrato e frag6es. (A) Niveis de CCL20, (B) CCL11 e (C) CCL5 no sobrenadante do
homogenato de tecido pulmonar (pg/mL). AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. EAEg, Extrato
aquoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Fracdo residual insolivel em
metanol. Barras representam a média £ EPM. ### p < 0,001 versus controle, * p < 0,05 versus AP, **
p < 0,01 versus AP, *** p < 0,001 versus AP.



75

5.2.5 Efeito da administragéo oral do EAEg e das FM e FR sobre os niveis de
citocinas no homogenato de tecido pulmonar

O desenvolvimento e a modulacédo da resposta imune sao influenciados por
varios fatores, entre eles, os niveis e o perfil de citocinas sendo produzidos e
liberados localmente, por isso, as citocinas TSLP, IL-25, IL-33, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-
Y, TGF-B e IL-10 foram avaliadas no sobrenadante do homogenato de tecido
pulmonar. Os resultados das dosagens das citocinas liberadas pelas células
epiteliais das vias aéreas, demonstraram que a indu¢cdo do modelo de alergia
pulmonar aumentou significativamente os niveis de TSLP, IL-25 e IL-33 e o0s
tratamentos realizados reduziram significativamente os niveis dessas citocinas,
exceto para o tratamento com EAEQ (25 mg/kg) que néo reduziu os niveis de IL-33,
quando comparados com o0s animais do grupo AP (Figuras 17A, 17B e 17C).

A andlise dos resultados confirmou a inducdo de uma resposta imunoldgica
de perfil Th2 no modelo de alergia pulmonar, ja que houve aumento significativo nos
niveis de IL-4, IL-5 e IL-13 nos animais do grupo AP e os tratamentos realizados
reduziram significativamente 0s niveis dessas citocinas, exceto para o tratamento
com EAEg (25 mg/kg) que nédo reduziu os niveis de IL-13, quando comparados com
os animais do grupo AP (Figuras 17D, 17E e 17F).

Com relacdo a analise de IFN-y, verificou-se que a inducdo do modelo de
alergia pulmonar aumentou o0s niveis desta citocina no homogenato de tecido
pulmonar e todos os tratamentos realizados reduziram significativamente os seus
niveis, quando comparados com o0s animais do grupo AP (Figura 17G).

Dentre as citocinas relacionadas a atividade reguladora da resposta imune,
encontram-se as citocinas TGF-B e IL-10. Os resultados das dosagens dessas
citocinas no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar demonstraram que a
inducdo do modelo de alergia pulmonar aumentou significativamente os niveis de
TGF-B, que foram significativamente reduzidos com todos os tratamentos avaliados,
exceto pela dexametasona, quando comparados com os animais do grupo AP
(Figura 17H). Em relagdo aos niveis da citocina IL-10, a indu¢cdo do modelo de

alergia pulmonar ndo alterou seus niveis e houve reduc¢éo significativa apenas com
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os tratamentos com as fragOes, quando comparados com os animais do grupo AP

(Figura 171).
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Figura 17. Niveis de citocinas no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar apés tratamento
com o extrato e fracdes. (A) Niveis de TSLP (pg/mL), (B) IL-25 (pg/mL), (C) IL-33 (pg/mL), (D) IL-4
(pg/mL), (E) IL-5 (pg/mL), (F) IL-13 (pg/mL), (G) IFN-y (pg/mL), (H) TGF-B (ng/mL) e () IL-10 (pg/mL)
no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona.
EAEgQ, Extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR, Fracéo residual
insolavel em metanol. Barras representam a média £+ EPM. ### p < 0,001 versus controle, * p < 0,05
versus AP, ** p < 0,01 versus AP, *** p < 0,001 versus AP.
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5.2.6 Efeito da administragcéo oral do EAEg e das FM e FR sobre os niveis séricos
de anticorpos especificos anti-OVA

Para avaliar se a administracdo oral do EAEg e de suas fracbes seriam
capazes de exercer um efeito modulador sistémico sobre a resposta inflamatoria
alérgica, os niveis séricos dos isotipos IgE, IgG1 e IgG2a especificos anti-OVA foram
analisados. Os resultados demonstraram que a indugdo do modelo de alergia
pulmonar aumentou significativamente esses parametros, quando comparados aos
animais do grupo controle (Figura 18). Nos animais com alergia pulmonar, o
tratamento com dexametasona néo alterou os niveis dos anticorpos especificos anti-
OVA avaliados (Figura 18), enquanto o tratamento com o EAEgQ (25 mg/kg) reduziu
apenas os niveis seéricos de IgE, quando comparados com o grupo AP (Figura 18A).
Os tratamentos com FM (25 mg/kg) e FR (100 mg/kg) reduziram apenas 0s niveis
séricos de IgGl, isotipo relacionado ao perfii Th2 de resposta imune, quando
comparados com 0s animais do grupo AP (Figura 18B). Quanto aos niveis séricos
de 1gG2a, isotipo relacionado ao perfil Thl, estes ndo foram alterados por nenhum
dos tratamentos avaliados, quando comparados com o0s animais do grupo AP
(Figura 18C).
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Figura 18. Niveis séricos de (A) IgE (1:20), (B) IgG1 (1:3000) e (C) IgG2a (1:100) especificas anti-
OVA apo6s tratamento com o extrato e fragées. DO, Densidade Optica. AP, Alergia pulmonar. Dexa,
Dexametasona. EAEg, Extrato aquoso de Echinodorus grandiflorus. FM, Fracdo metandlica. FR,
Fracao residual insolivel em metanol. Barras representam a média + EPM. ### p < 0,001 versus
controle, * p < 0,05 versus AP, *** p < 0,001 versus AP.
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5.3 Efeito da administracao oral do 4cido ferdlico sobre a alergia pulmonar
induzida por OVA

5.3.1 Efeito da administracdo oral do acido ferulico sobre a inflamacéo pulmonar e a

producdo de muco

Nos cortes histologicos corados com HE, foi observado, pela avaliacdo
semiquantitativa, aumento significativo na quantidade de células infiltradas no tecido
pulmonar dos animais do grupo AP (escore meédio 3,8, Figuras 20B e 21B) quando
comparados com os animais do grupo controle (escore médio 0,1, Figuras 20A e
21A). Nos animais com alergia pulmonar, tanto o tratamento com dexametasona
(escore médio 0,3, Figuras 20C e 21C), quanto os tratamentos com o AF nas doses
de 25 mg/kg (escore médio 1,3, Figuras 20D e 21D), 50 mg/kg (escore médio 2,0,
Figuras 20E e 21E) e 100 mg/kg (escore meédio 1,2, Figuras 20F e 21F) reduziram
significativamente o infiltrado inflamatério em relacdo ao grupo AP (Figura 19). Nas
Figuras 20 e 21 é possivel observar o perfil inflamatorio no parénquima pulmonar
dos grupos estudados nos aumentos de 200 e 400 vezes, respectivamente.

HitH

o = N
1 1

Escore do grau de inflamacéo pulmonar
AF 50
AF 100

Controle —]1
AP
Dexa —

Figura 19. Escore do grau de inflamagdo pulmonar apés tratamento com acido ferdlico. As areas
peribronquiolares e perivasculares das laminas coradas com HE foram avaliadas de maneira
semiquantitativa de acordo com o grau de infiltrado celular inflamatorio. Barras representam a média
+ EPM. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. AF, Acido ferdlico. ## p < 0,001 versus
controle, *** p < 0,001 versus AP.
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Figura 20. Perfil inflamatério no parénquima pulmonar dos grupos estudados apds tratamento com
acido fertlico, coloragcdo com HE, aumento original 200X, barras representam 50 um. (A) Controle,
(B) AP, (C) Dexa, (D) AF 25, (E) AF 50 e (F) AF 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona.

AF, Acido ferdlico. As setas indicam o infiltrado inflamatério no tecido pulmonar.
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acido fertlico, coloragdo com HE, aumento original 400X, barras representam 20 um. (A) Controle,
(B) AP, (C) Dexa, (D) AF 25, (E) AF 50 e (F) AF 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona.
AF, Acido ferulico. As setas indicam o infiltrado inflamatério no tecido pulmonar.
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Nos cortes histologicos corados com PAS, foi observado aumento significativo
na producdo de muco pelas células caliciformes nos animais do grupo AP, quando
comparados com os animais do grupo controle. Nos animais com alergia pulmonar,
o tratamento com dexametasona e com AF, nas trés doses avaliadas, reduziram
significativamente a producdo de muco pelas células caliciformes (Figura 22). Nas
Figuras 23 e 24 é possivel observar a producdo de muco no parénquima pulmonar

dos grupos estudados nos aumentos de 200 e 400 vezes, respectivamente.
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Figura 22. Namero de células caliciformes/100 pm? apés tratamento com acido ferdlico. As células
PAS positivas foram contadas em areas de 100 uym? de tecido pulmonar, em aumento de 400X.
Barras representam a média = EPM. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. AF, Acido ferulico.
### p < 0,001 versus controle, * p < 0,05 versus AP, ** p < 0,01 versus AP. *** p < 0,001 versus AP.
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Figura 23. Producdo de muco no parénquima pulmonar dos grupos estudados apés tratamento com
acido ferdlico, coloracdo com PAS, aumento original 200X, barras representam 50 um. (A) Controle,
(B) AP, (C) Dexa, (D) AF 25, (E) AF 50 e (F) AF 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona.
AF, Acido ferdlico. As setas indicam a producdo de muco no tecido pulmonar.
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Figura 24. Producao de muco no parénquima pulmonar dos grupos estudados ap0s tratamento com
acido ferulico, coloragdo com PAS, aumento original 400X, barras representam 20 um. (A) Controle,
(B) AP, (C) Dexa, (D) AF 25, (E) AF 50 e (F) AF 100. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona.
AF, Acido ferdlico. As setas indicam a produc&o de muco no tecido pulmonar.
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5.3.2 Efeito da administrag&o oral do acido ferdlico sobre a inflamacgé&o das vias

aéreas

A inducdo do modelo de alergia pulmonar aumentou significativamente o
namero total de células, eosindfilos, linfécitos, neutréfilos e macréfagos no LBA,
guando comparado ao grupo controle. Nos animais com alergia pulmonar, 0s
tratamentos com dexametasona ou com AF, nas trés doses avaliadas, reduziram
significativamente o numero total de células no LBA e as subpopulacbes de
eosindofilos, linfocitos, neutrofilos e macrofagos, quando comparado com o grupo AP
(Figura 25).
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Figura 25. Perfil celular no LBA apés tratamento com acido ferdlico. (A) Numero total de células, (B)
eosindfilos, (C) linfocitos, (D) neutrdfilos e (E) macréfagos no LBA (x104mL). Barras representam a
média + EPM. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. AF, Acido ferdlico. ## p < 0,001 versus
controle, * p < 0,05 versus AP, ** p < 0,01 versus AP, *** p < 0,001 versus AP.
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5.3.3 Efeito da administrag&o oral do acido ferulico sobre a atividade da EPO no
homogenato de tecido pulmonar

A atividade da EPO aumentou significativamente com a inducédo do modelo de
alergia pulmonar, quando comparado com o grupo controle. Nos animais com
alergia pulmonar, apenas o0 tratamento com dexametasona reduziu
significativamente a atividade da EPO, quando comparado com o grupo AP (Figura
26).

0.5+
— it
g 0.4 %
=
o
R 0.3
o *%k%
Q 0.2-
o
0.1
0.0

AP

Dexa -
AF 25

Controle-

Figura 26. Atividade da EPO no homogenato de tecido pulmonar apos tratamento com acido ferdlico
(DO 490 nm). Barras representam a média + EPM. EPO, peroxidase eosinofilica. DO, Densidade
Optica. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. AF, Acido ferdlico. ### p < 0,001 versus controle,
***p < 0,001 versus AP.
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5.3.4 Efeito da administracéo oral do &cido ferulico sobre os niveis de quimiocinas

no homogenato de tecido pulmonar

A dosagem dos niveis de quimiocinas no homogenato de tecido pulmonar
demonstrou aumento significativo na producdo de CCL20, CCL11 e CCL5 com a
inducdo do modelo de alergia pulmonar, quando comparado com o grupo controle.
Nos animais com alergia pulmonar, os niveis das quimiocinas CCL20, CCL11 e

CCL5 reduziram significativamente com os tratamentos com dexametasona e com

AF, nas trés doses avaliadas (Figura 27).
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Figura 27. Niveis de quimiocinas no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar apos
tratamento com &cido fertlico. (A) Niveis de CCL20, (B) CCL11 e (C) CCL5 no sobrenadante do
homogenato de tecido pulmonar (pg/mL). AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. AF, Acido
ferdlico. Barras representam a média + EPM. ### p < 0,001 versus controle, * p < 0,05 versus AP, ***

p < 0,001 versus AP.

5.3.5 Efeito da administracdo oral do acido ferulico sobre os niveis de citocinas no

homogenato de tecido pulmonar

Os niveis de citocinas produzidos e liberados localmente foram avaliados no

sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar e foram observados aumentos
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nos niveis de TSLP, IL-25, IL-33, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y, TGF-3 e IL-10 com a
inducdo do modelo de alergia pulmonar, quando comprados ao grupo controle. Os
tratamentos com dexametasona e com AF, nas trés doses avaliadas, reduziram os
niveis de todas as citocinas, exceto para IL-10 e TGF-, que ndo foram alteradas

pelo tratamento com a dexametasona, quando comparados ao grupo AP (Figura 28).
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Figura 28. Niveis de citocinas no sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar apés tratamento
com acido ferulico. (A) Niveis de TSLP (pg/mL), (B) IL-25 (pg/mL), (C) IL-33 (pg/mL), (D) IL-4 (pg/mL),
(E) IL-5 (pg/mL), (F) IL-13 (pg/mL), (G) IFN-y (pg/mL), (H) TGF-B (ng/mL) e (I) IL-10 (pg/mL) no
sobrenadante do homogenato de tecido pulmonar. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. AF,
Acido ferdlico. Barras representam a média + EPM. # p < 0,05 versus controle, ### p < 0,001 versus
controle, * p < 0,05 versus AP, ** p < 0,01 versus AP, *** p < 0,001 versus AP.
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5.3.6 Efeito da administragéo oral do acido ferdlico sobre os niveis séricos de

anticorpos especificos anti-OVA

Os niveis séricos dos isotipos IgE, IgG1 e IgG2a especificos anti-OVA foram
analisados e os resultados demonstraram aumentos com a inducdo do modelo de
alergia pulmonar, quando comparados aos animais do grupo controle. Nos animais
com alergia pulmonar, o tratamento com dexametasona ndo alterou os niveis dos
anticorpos anti-OVA avaliados, quando comparados com o grupo AP (Figura 29).

Ja o tratamento com o AF reduziu os niveis de IgE e IgG1 anti-OVA no soro
nas trés doses avaliadas, quando comparados com os animais do grupo AP (Figuras
29A e 29B). Quanto aos niveis séricos de IgG2a, estes ndo foram alterados pelo
tratamento com o AF, quando comparados com os animais do grupo AP (Figura

29C).
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Figura 29. Niveis séricos de (A) IgE (1:20), (B) IgG1 (1:3000) e (C) IgG2a (1:100) especificas anti-
OVA apos tratamento com &cido ferdlico. DO, Densidade Optica. AP, Alergia pulmonar. Dexa,
Dexametasona. AF, Acido ferdlico. Barras representam a média + EPM. ### p < 0,001 versus
controle, * p < 0,05 versus AP, ** p < 0,01 versus AP , *** p < 0,001 versus AP.
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5.4 Comparacéo entre os efeitos da administracdo or  al da fracdo metandlica do
extrato aquoso de E. grandiflorus e do &cido ferudlico sobre a alergia pulmonar
induzida por OVA

Com base nos resultados obtidos, merecem destaque os tratamentos com a
fracdo metanodlica do extrato aquoso de E. grandiflorus e com o &cido ferdlico,
ambos na dose de 25 mg/kg, que apresentaram melhores efeitos utilizando doses
mais baixas. Considerando esses resultados, foi realizada a analise comparativa
entre estes grupos para os principais parametros associados a resposta imune no
modelo de alergia pulmonar induzida por OVA e que foram aumentados no grupo
AP, quando comparado ao grupo controle. Os tratamentos com a fragcdo metandlica
na dose de 25 mg/kg e com o acido ferulico na dose de 25 mg/kg reduziram
significativamente a quantidade de células infiltradas no tecido pulmonar nos cortes
histologicos corados com HE (Figura 30A), a producdo de muco pelas células
caliciformes nos cortes histolégicos corados com PAS (Figura 30B) e o numero total
de células, eosinodfilos, linfocitos, neutréfilos e macrofagos no LBA (Figura 31).
Adicionalmente, ndo foram observadas diferencas significativas entre estes grupos

de tratamento para os parametros avaliados.
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Figura 30. (A) Escore do grau de inflamacao pulmonar e (B) nimero de células caliciformes/100 um?
apos tratamento com fragdo metandlica e acido ferdlico. As areas peribronquiolares e perivasculares
das laminas coradas com HE foram avaliadas de maneira semiquantitativa de acordo com o grau de
infiltrado celular inflamatério. As células PAS positivas foram contadas em areas de 100 uym? de tecido
pulmonar, em aumento de 400X. Barras representam a média + EPM. AP, Alergia pulmonar. FM,
Fracdo metandlica. AF, Acido ferdlico. ### p < 0,001 versus controle, *** p < 0,001 versus AP.
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Figura 31. Perfil celular no LBA apés tratamento com fracdo metandlica e acido ferdlico. (A) Niumero
total de células, (B) eosindfilos, (C) linfécitos, (D) neutrofilos e (E) macréfagos no LBA (x104/mL).
Barras representam a média + EPM. AP, Alergia pulmonar. Dexa, Dexametasona. FM, Fracéo
metanolica. AF, Acido ferualico. ### p < 0,001 versus controle, * p < 0,05 versus AP, *** p < 0,001

versus AP.
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6 DISCUSSAO

O modelo de alergia pulmonar induzida por OVA, utilizado no presente
trabalho, foi capaz de mimetizar as principais caracteristicas da asma alérgica
humana, sendo a avaliagdo histopatolégica do parénquima pulmonar e das vias
aéreas 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). Neste trabalho foram observados intenso infiltrado inflamatério
perivascular e peribronquiolar, aumento do numero de células caliciformes, da
atividade da EPO no tecido pulmonar, dos niveis séricos de IgE especifica anti-OVA
e do numero de eosindfilos no LBA, sendo o modelo, portanto, caracterizado como
eosinofilico, uma vez que essas ceélulas representaram aproximadamente 60% do
total de células no LBA.

Adicionalmente, foram observados neste trabalho, com a indugédo do modelo
de alergia pulmonar, aumento dos niveis das quimiocinas CCL20, CCL11 e CCL5
que participam ativamente do desenvolvimento e manutencdo das respostas
alérgicas (revisado por ROLLINS, 1997; revisado por HOLGATE, 2012). Em relacdo
as citocinas, foram observados aumentos nos niveis de TSLP, IL-25 e IL-33
liberadas pelas células epiteliais das vias aéreas e que interagem com as células
efetoras, favorecendo a manutencéo da resposta Th2 de maneira crbnica (revisado
por HOLGATE, 2012), além de aumentos dos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13,
caracteristicas das respostas imunes na alergia pulmonar com predominancia de
linfécitos Th2 (VIEIRA et al., 2007).

No que diz respeito as imunoglobulinas, ja foi demonstrado que individuos
alérgicos apresentam, além dos niveis seéricos elevados de IgE, niveis séricos
elevados de IgG e o tipo de resposta observada, se patogénica ou protetora, é
influenciada pelo isotipo de IgG e pela sua ligacdo preferencial a receptores Fcy de
ativacdo ou de inibicdo (BANDUKWALA et al., 2007). Sabe-se que a citocina IL-4
promove a producédo de IgE e IgG1, enquanto a citocina IFN-y induz a producéo de
IgG2a (LEE et al., 2015). Neste trabalho, os niveis séricos de IgG1 especifica anti-
OVA encontraram-se elevados nos animais alérgicos e ja foi demonstrado que a

ligacdo desse isotipo aos receptores de baixa afinidade para a porcdo Fc de IgG
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(FcyRIll), presentes principalmente na superficie de células dendriticas, promove a
diferenciacdo de linfécitos Th2 e esta relacionada ao desenvolvimento de sintomas
alérgicos (BANDUKWALA et al., 2007). Quanto aos niveis séricos de IgG2a
especifica anti-OVA, isotipo relacionado ao perfil Thl de resposta imune, também se
encontraram elevados nos animais alérgicos, o que se correlacionou ao aumento
dos niveis de [IFN-y observados. Embora a resposta alérgica seja
predominantemente de células Th2, esses resultados ja foram observados
anteriormente no modelo de alergia pulmonar (GOUVEIA et al., 2013).

Também foi observada a manutencdo dos niveis de IL-10 e elevacdo nos
niveis de TGF-B nos animais alérgicos, 0 mesmo tendo sido observado em outros
trabalhos (PACIFICO et al., 2009; GOUVEIA et al., 2013). Sabe-se que a IL-10 tem
um papel regulador bem estabelecido nas doencas alérgicas, enquanto o TGF-8
apresenta um papel parodoxal que precisa ser melhor compreendido, apresentando
tanto propriedades reguladoras, quanto podendo contribuir para o remodelamento e
fiborose relacionadas a patogénese da asma (revisado por PALOMARES et al.,
2014).

Neste estudo, a dexametasona, glicocorticoide sintético muito utilizado no
tratamento da asma (JUNGSUWADEE et al., 2004), foi usado como controle positivo
no modelo murino de inflamacdo pulmonar e esse tratamento reduziu
significativamente todos os parametros relacionados a inflamacao pulmonar alérgica,
conforme ja descrito por diversos autores (JUNGSUWADEE et al., 2004; HERBERT
et al., 2008; ROGERIO et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2008; MEDEIROS et al.,
2009). Entretanto, o tratamento com dexametasona no presente estudo, néo alterou
0s niveis das citocinas IL-10 e TGF- no homogenato de tecido pulmonar e os niveis
séricos de IgE, 1gG1 e IgG2a. No estudo de Ma e colaboradores (2013) o tratamento
com dexametasona foi realizado por gavagem por 7 dias consecutivos na dose de 2
mg/kg e foi observado aumento nos niveis de IL-10 no LBA. Wei e colaboradores
(2015) realizaram o tratamento oral com dexametasona na dose de 1 mg/kg por 8
semanas e observaram aumento nos niveis de IL-10 e reducédo nos niveis de TGF- 3
no LBA. No trabalho de Herbert e colaboradores (2008) o tratamento foi realizado
por via oral na dose de 1 mg/kg por 14 dias consecutivos e foi observada reducgao da
expressao de RNAm de IL-10, enquanto a expressdo de RNAm de TGF-B nas vias
aéreas nao foi alterada. No estudo de Jungsuwadee e colaboradores (2004) foram

realizados tratamentos com dexametasona inalada ou por injecdo intraperitoneal na
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dose de 1 mg/kg, duas vezes por dia por 5 dias consecutivos, no trabalho de
Vasconcelos e colaboradores (2008) o tratamento foi realizado por via oral na dose
de 30 mg/kg por 5 dias consecutivos e no de Medeiros e colaboradores (2009) por
injecdo subcutanea na dose de 1 mg/kg, por 4 dias consecutivos, sendo observadas
reducdes da producdo de anticorpos. Esses resultados divergentes encontrados
podem ter sido influenciados pelas diferencas na indu¢cdo do modelo experimental,
além da dose, do tempo de tratamento e da via de administracdo da dexametasona
utilizada nos diversos trabalhos.

Sabe-se que o efeito anti-inflamatério dos glicocorticoides é fundamental para
sua eficacia no tratamento de doencas alérgicas, entretanto, 0s mesmos apresentam
muitos efeitos adversos. Seria desejavel, portanto, identificar substancias com
efeitos semelhantes aos glicocorticoides, mas com menos efeitos colaterais para o
tratamento da asma. Nos ultimos anos, grandes esfor¢cos tém sido empregados
nesse sentido e as plantas medicinais, farmacos derivados de plantas, dietas
suplementares e alimentos funcionais tém atraido atencédo (AZADMEHR et al., 2013;
BAE et al., 2012; JEON et al., 2014). Sendo assim, apds a inducao e caracterizacao
do modelo de alergia pulmonar e da avaliacdo da dexametasona como um bom
controle positivo, foi iniciada a avaliacdo referente a administracdo oral do extrato
aguoso de E. grandiflorus, de suas fracdes metandlica e residual e do acido ferdlico
no modelo de alergia pulmonar induzida por OVA.

Baseados nos resultados promissores obtidos anteriormente por nosso grupo
(BRUGIOLO et al., 2011) ao testar o extrato aquoso de E. grandiflorus no modelo de
alergia pulmonar, optou-se por fracionar o mesmo, a partir de sua ressolubilizacao
com metanol, objetivando retirar substancias relativamente menos polares de um
extrato muito polar, para possibilitar a selecdo de substancias farmacologicamente
ativas. Sendo assim, esperava-se que o0s acidos fendlicos e os flavonoides,
substancias com atividades antioxidante e anti-inflamatoria amplamente descritas na
literatura e que tem maior polaridade (revisado por DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004), ficassem retidos na fracdo metandlica, enquanto
substancias menos polares e sem acao farmacologica ficassem retidas na fracédo
insolivel em metanol. Entretanto, o fracionamento do extrato aquoso nao foi
satisfatorio e foram identificadas duas substancias majoritarias, cuja analise do
espectro em UV sugere que sejam arilpropanoides, uma importante classe de acidos

fendlicos, com os mesmos tempos de retencdo na corrida cromatogréafica, tanto no



95

extrato aquoso, quanto nas fragcdes, sendo que a presenca dessa classe de
substéancias ja foi demonstrada para E. grandiflorus (PIMENTA, 2002; BRUGIOLO et
al., 2010).

Apesar de Pimenta (2002) ter identificado o acido ferulico em fracdo do
extrato aquoso de E. grandiflorus, o mesmo ndo ocorreu no presente trabalho, uma
vez que o acido ferdlico padrdo néo foi detectado nem no extrato aquoso nem nas
fracOes analisadas. Este fato pode ser explicado, em parte, pela época de coleta da
planta, sendo realizada em novembro de 2010 neste estudo e em setembro de 1997
no estudo de Pimenta (2002). Sabe-se que as variagbes climaticas podem
influenciar a presenca e a quantidade de substancias detectadas na planta, sendo
as mesmas susceptiveis a oscilacdo em relacao aos fatores ambientais, podendo
chegar inclusive a sua ndo deteccdo em determinadas condi¢des (PIMENTA, 2002).
Sabe-se também que o acido ferdlico pode estar presente nas plantas tanto na sua
forma livre, quanto ligado covalentemente a lignina, polissacarideos, glicoproteinas,
poliaminas e &cidos graxos (revisado por GRAF, 1992; revisado por ZHAO e
MOGHADASIAN, 2008; revisado por MANCUSO e SANTANGELO, 2014), o que
tornaria seu tempo de retencdo na corrida cromatografica diferente do acido ferulico
padrdo. Em estudo recente utilizando CLAE preparativa, foi possivel excluir
exclusivamente o acido ferdlico dos extratos de Angelicae sinensis, Ligusticum
chuanxiong e sua combinacdo e comprovar que este acido fendlico foi um dos
principais constituintes responsaveis pela acdo antioxidante dos extratos avaliados e
proporcionou uma abordagem confiavel e eficaz para esclarecer a contribuicdo de
uma mesma substancia em diferentes extratos (WANG et al., 2015b). Considerando
que o papel de uma mesma substancia pode ser diferente em diferentes ambientes
quimicos, a utilizacdo de CLAE preparativa pode contribuir para a caracterizacéo do
extrato e das fracdes de E. grandiflorus.

Apesar disso, os resultados obtidos mostraram-se promissores e tanto 0s
tratamentos com o extrato aquoso e suas fracdes metandlica e residual, quanto com
o acido ferulico reduziram a resposta imune patogénica alérgica com resultados
semelhantes aos resultados obtidos com o tratamento com dexametasona para a
maioria dos pardmetros avaliados. A migracdo de células inflamatérias para os
pulmbes e vias aéreas, principalmente eosindfilos, e a producdo de muco sao
aspectos caracteristicos da asma que contribuem significativamente para o

desenvolvimento da doenca e para a limitagdo do fluxo expiratorio (GALLI, TSAI e
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PILIPONSKY, 2008). Estas caracteristicas patogénicas sao bem documentadas em
modelos de alergia pulmonar induzida por OVA e a melhora destes parametros esta
relacionada com a eficacia terapéutica, os quais sao resultados esperados de uma
terapia promissora (BAE et al., 2012; WANG et al., 2014). Portanto, os resultados
obtidos no presente trabalho corroboram os efeitos anti-inflamatérios descritos tanto
para E. grandiflorus (PIMENTA, 2002; CARDOSO, PEREIRA, LAINETTI, 2003;
DUTRA et al., 2006; GARCIA et al., 2010; BRUGIOLO et al., 2011; CAMPANA et al.,
2015), quanto para o acido ferulico (OU e KWOK, 2004; SRINIVASAN, SUDHEER e
MENON, 2007). Associado a isso e, considerando que as células do infiltrado
inflamatorio perivascular e peribrénquico no epitélio e no tecido submucoso séo as
principais responsaveis pelo dano ao tecido pulmonar quando comparadas as
células infiltradas nas vias aéreas (JUNGSUWADEE et al., 2004), é possivel sugerir
gue a eficacia terapéutica deve ser avaliada principalmente pelo efeito no infiltrado
inflamatorio pulmonar. Sendo assim, neste trabalho foram apresentados os grupos
cujas dosagens obtiveram melhores respostas em relacdo ao infiltrado inflamatoério
no tecido pulmonar para o extrato aquoso (25 mg/kg) e para as fragcdes metandlica
(25 mg/kg) e residual (100 mg/kg).

Quanto a atividade de EPO no tecido pulmonar, seus niveis ndao foram
alterados por nenhum dos tratamentos avaliados, embora tenham sido observadas
reducdes nos niveis de IL-5 e CCL11 no tecido pulmonar e no numero de eosinoéfilos
no LBA. Sabe-se que EPO esta presente em grandes quantidades em granulos
especificos no interior dos eosindfilos e que essas células degranulam em resposta
a estimulos especificos, entretanto, pesquisas tem demonstrado que a exocitose dos
granulos para liberar todo o seu conteddo de uma vez raramente ocorre in vivo
(revisado por EGESTEN et al.,, 2001; revisado por NEVES e WELER, 2009). A
degranulacdo pode ocorrer em resposta a estimulos como a ligacdo com IgG, e esse
processo pode ser potencializado pelas citocinas IL-5 e GM-CSF (revisado por
EGESTEN et al., 2001). Considerando que a dosagem da EPO foi realizada ap0s
lise celular de acordo com a metodologia empregada neste trabalho (item 4.5.3) &
possivel sugerir que os tratamentos avaliados tenham, portanto, reduzido a
degranulacdo e a liberacdo de EPO dos eosindfilos presentes no tecido pulmonar
durante a evolucdo da resposta alérgica, uma vez que o processo inflamatorio foi
reduzido o que foi associado também a reduc¢des nos niveis de IL-5 e niveis séricos
de IgG1.
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Sabe-se que a IgE tem um papel fundamental na sensibilizagdo e
degranulacdo dos mastécitos e consequente liberacdo de mediadores inflamatorios
associados ao broncoespasmo (revisado por AVERBECK et al., 2007).
Adicionalmente, ja foi demonstrado que o bloqueio da ac&o da IgE com o anticorpo
monoclonal omalizumab reduz a resposta a alérgenos, a inflamacao alérgica das
vias aéreas e as exacerbacfes da asma (revisado por BARNES, 2008). Além de
IgE, o isotipo IgGl também esta relacionado aos sintomas alérgicos e a
diferenciacéo de linfécitos Th2 (BANDUKWALA et al., 2007). Sendo assim, tanto a
reducd@o nos niveis de IgE, quanto a reducdo nos niveis IgG1, sdo importantes para
o controle das respostas alérgicas inflamatérias. Neste trabalho, embora todos os
tratamentos tenham reduzido a inflamacdo pulmonar, os mecanismos subjacentes
parecem ser distintos entre eles, uma vez que o extrato aquoso reduziu apenas 0s
niveis de IgE anti-OVA, as fra¢cdes metandlica e residual reduziram apenas os niveis
de IgG1l anti-OVA e o &cido ferulico reduziu ambos os niveis de IgE e IgG1 anti-
OVA. O mesmo resultado ja foi observado para a IgE com o tratamento com extrato
agquoso (BRUGIOLO et al., 2011) e para a IgE e IgG1 com o tratamento com acido
ferdlico (LEE et al., 2015). Ainda neste contexto, ja foi demonstrado que a geragéo
de IgE de alta afinidade ocorre através de uma sequéncia de troca de isotipos das
cadeias das imunoglobulinas, na qual a IgG1 é uma fase intermediaria. Em
contraste, a IgE de baixa afinidade é gerada através de troca direta de IgM para IgE
(XIONG et al., 2012), e este fato corrobora a importancia da reducdo nos niveis
séricos de IgE e 1gG1, na modulagéo sistémica da resposta alérgica.

Na asma, as quimiocinas sao secretadas principalmente pelas células
epiteliais das vias aéreas e participam diretamente no desenvolvimento e
manutencao das respostas alérgicas (revisado por LAMBRECHT e HAMMAD, 2012).
Um provavel mecanismo envolvido no efeito imunomodulatorio de E. grandiflorus e
do acido ferulico pode estar associado com a reducdo nos niveis de CCL20, CCL11
e CCL5, ja que essas quimiocinas recrutam células efetoras importantes na resposta
alérgica (revisado por ROLLINS, 1997). E interessante destacar que o extrato
aguoso nao reduziu os niveis de CCL5, quimioatraente principalmente de linfocitos T
de memoria. Sabe-se que essas células sdo responsaveis por uma resposta mais
rapida e intensa em exposicoes posteriores ao mesmo alérgeno (revisado por
AVERBECK et al.,, 2007). Sendo assim, € provavel que o pulmdo dos animais

alérgicos tratados com o extrato aquoso apresente maior numero de linfécitos T de
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mem©éria, como consequéncia da presenca de niveis mais elevados de CCL5, o que
pode ter contribuido para o menor efeito desse extrato sobre a inflamacao alérgica.

As células dendriticas, em especial, sdo ativadas na presenca de TSLP, IL-25
e IL-33, liberadas pelas células epiteliais das vias aéreas, e tem um papel
fundamental em dirigir e sustentar a resposta alérgica através da inducdo da
expansao e ativagdo dos linfocitos Th2. Estas citocinas também ativam as ILC2 que,
juntamente com os linfocitos Th2, produzem citocinas de perfil Th2 (revisado por
HOLGATE, 2012; revisado por DECKERS, MADEIRA e HAMMAD, 2013). Portanto,
a inibicdo de respostas Th2 através da modulacdo da maturacdo e funcdo das
células dendriticas e ILC2 pode ser considerada uma estratégia promissora para o
tratamento da asma. Foi demonstrado recentemente que o tratamento com &acido
fertlico em células dendriticas estimuladas com lipopolissacarideo induziram a
diferenciacdo de linfécitos Thl produtores de IFN-y in vitro (LEE et al., 2015).
Entretanto, o presente trabalho é o primeiro a demonstrar que os tratamentos
avaliados atuam sobre as células epiteliais das vias aéreas, no inicio da resposta
imune apos a exposicao ao alérgeno, reduzindo os niveis de quimiocinas e citocinas
liberadas por essas células. Pode-se sugerir, portanto, que os tratamentos avaliados
atuem reduzindo a migragéo e a ativacao das células dendriticas e ILC2, prevenindo
assim o desenvolvimento da resposta patogénica, corroborando com os resultados
de reducéo da resposta Th2 no modelo murino de alergia pulmonar obtidos apos o
tratamento com E. grandiflorus (BRUGIOLO et al., 2011) e com o acido ferulico (LEE
et al., 2015). Apesar desses dados relevantes, a avaliacdo das células dendriticas
pulmonares, incluindo a andlise da expressdo de moléculas de ativacdo em sua
superficie, é necessaria para confirmar se os tratamentos utilizados foram, de fato,
capazes de atuar sobre essa populacédo de células, seja reduzindo sua ativacao ou
mesmo induzindo uma resposta de tolerancia ao alérgeno.

De maneira interessante, apenas o tratamento com o extrato aquoso n&o
reduziu os niveis das citocinas IL-33 e IL-13. Este fato talvez possa ser atribuido ao
antagonismo entre as substancias presentes no extrato aquoso, mais abundante em
namero de componentes detectados pela CLAE, além de menor percentual no
extrato aquoso dos arilpropanoides majoritarios, quando comparado com as fracdes
metandlica e residual utilizadas neste trabalho. Considerando que a IL-33 promove o
aumento da hiper-responsividade das vias aéreas, através da ativacdo e aumento da

liberacdo de IL-13 pelos mastocitos (KAUR et al.,, 2015), a avaliagdo desse
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parametro no modelo utilizado pode auxiliar a esclarecer e confirmar se o extrato
aquoso atua ou ndo sobre essa caracteristica da asma alérgica.

Trabalhos anteriores demonstraram que um dos mecanismos pelos quais os
tratamentos podem suprimir efetivamente as respostas alérgicas envolve a inducao
de uma resposta imune de perfil Thl e/ou T regulatéria (GOUVEIA et al., 2013; MA
et al., 2014; WANG et al.,, 2014). No presente estudo, a redugcao da resposta
patogénica ao alérgeno néo foi associada com a troca de uma resposta de perfil Th2
para uma resposta Thl, ja que nenhum dos tratamentos avaliados aumentou 0s
niveis de IFN-y. Apesar de niveis elevados de IFN-y e IgG2a serem frequentemente
associados ao desenvolvimento de uma resposta Thl protetora (LI e ZHANG, 2013),
um estudo demonstrou que a producédo de IFN-y por linfocitos Thl pode levar ao
desenvolvimento de inflamac&do pulmonar (HAYASHI et al., 2007) e, portanto, a
reducdo nos niveis dessa citocina, conforme observado nesse trabalho, poderia ser
também benéfico no controle da resposta inflamatéria. Contraditoriamente, foi
demonstrado recentemente que o tratamento com o acido ferulico reduziu a resposta
patogénica Th2 induzida por OVA através do desenvolvimento de uma resposta Thl,
com aumento dos niveis de IFN-y e IgG2a especifica anti-OVA. Embora o
tratamento com o &cido ferulico tenha sido realizado por via oral e com as mesmas
doses, foram 26 dias de tratamento, enquanto no presente trabalho foram apenas 9
dias de tratamento. Em contrapartida, a inducdo do modelo de alergia pulmonar foi
diferente, sendo mais longo, com 48 dias de duracédo e cinco desafios consecutivos,
comparados aos 30 dias de duracdo do protocolo, com cinco desafios em dias
alternados no presente trabalho. Essas diferencas podem ter favorecido o
desenvolvimento de uma resposta Thl no trabalho de Lee e colaboradores (2015).

Os tratamentos com E. grandiflorus ou com acido ferdlico ndo aumentaram os
niveis das citocinas IL-10 e TGF-B e, corroborando com os dados encontrados no
presente trabalho, ja foi demonstrada reducdo dos niveis de producéo de IL-10 em
células dendriticas estimuladas com lipopolissacarideo apés o tratamento com acido
ferulico. Além disso, os autores observaram aumento da resposta proliferativa de
linfécitos T quando incubados com células dendriticas estimuladas com
lipopolissacarideo, sugerindo que o &cido ferulico ndo induz o desenvolvimento de
uma resposta regulatoria (LEE et al., 2015). Entretanto, a inducédo de uma resposta
regulatoria protetora ndo pode ser completamente descartada, considerando que

uma inibicdo mediada por contato celular pode estar envolvida neste mecanismo,
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independente de producgéo de citocinas (revisado por HAWRYLOWICZ e O'GARRA,
2005). Desta forma, a analise fenotipica da populacdo de Tregs presentes no
pulmdo dos animais pode contribuir para esclarecer se essas células estdo
envolvidas no mecanismo modulador dos tratamentos sobre a resposta alérgica
patogénica.

Em relagcdo aos tratamentos com o extrato aquoso e as fra¢des, é importante
destacar que, quando se trata de extratos vegetais, pode ocorrer tanto acéo
sinérgica, quanto acao antagbnica entre 0s seus constituintes quimicos e, com base
nos resultados obtidos, merece destaque a fracdo metandlica que apresentou
melhores efeitos utilizando uma dose mais baixa, 0 que seria mais vantajoso em
relacdo ao menor custo para obtencdo e a reducado de riscos de efeitos adversos.
Paralelamente, é possivel sugerir que as acbes no modelo murino de alergia
pulmonar tenham sido devido aos arilpropanoides majoritarios presentes nas
amostras. Analises mais detalhadas ndo puderam ser realizadas neste trabalho por
impossibilidades técnicas, entretanto, o isolamento, a purificacdo e a identificacao
destes componentes presentes no extrato aquoso e nas fracdes irdo permitir
futuramente a avaliacdo da acao destes constituintes no modelo murino de alergia
pulmonar.

Quanto ao tratamento com o acido ferdlico, a dose mais efetiva foi de 25
mg/kg, ja que esta dose reduziu todos os parametros associados a resposta imune
no modelo de alergia pulmonar induzida por OVA e doses mais elevadas nao
proporcionaram incrementos signiticativos nos efeitos bioldgicos observados.
Quando se avalia um farmaco, a dose de escolha deve ser a menor dose com que
se obteve a acado terapéutica, pois assim garante-se menor custo e possivelmente
efeitos adversos reduzidos. Em trabalhos que avaliaram os efeitos do acido feralico
no modelo de toxicidade induzida pela nicotina (SUDHEER et al., 2008) e em
modelo de alergia pulmonar (LEE et al., 2015), os melhores resultados foram obtidos
com doses semelhantes de 20 mg/kg e 25 mg/kg, respectivamente. O &cido ferdlico
tem baixo grau de toxicidade apds a administracao oral, sendo a DL50 aguda oral de
aproximadamente 2 g/kg em ratos (revisado por ZHAO e MOGHADASIAN, 2008),
muito acima da dose terapéutica avaliada neste trabalho. Apesar disso, a
biodisponibilidade do acido ferulico apés a administracéo oral também é baixa o que
poderia limitar seu uso clinico e formulagcdes como nanoparticulas de lipideos

sélidos e ciclodextrinas tém sido propostas para permitir sua melhor absorcéo e
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concentragcdo em 6rgaos periféricos (revisado por BARONE, CALABRESE e
MANCUSO, 2009; revisado por MANCUSO e SANTANGELO, 2014). Outra limitagéo
é o fato de estudos dos efeitos do acido ferulico em humanos serem realizados a
partir da ingesta de alimentos que o contenham e n&o da administracao isolada
desse acido fendlico, o que dificulta a titulacdo de uma dose especifica associada a
determinado efeito biolégico (revisado por MANCUSO e SANTANGELO, 2014),
existindo a necessidade de pesquisas futuras para garantir sua seguranca e eficacia
no tratamento da asma. Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os tratamentos com a fragdo metandlica e o 4cido ferulico, ambos na dose de
25 mg/kg, para os principais parametros avaliados. Com os resultados obtidos, seria
interessante investigar esses tratamentos nos demais fenotipos da doenca, inclusive
nos casos de resisténcia a dexametasona que néo foram alvo deste estudo.

E importante destacar que na asma ocorre producéo de altos niveis de ROS e
RNS em resposta aos alérgenos, com desequilibrio no sistema redox, o que leva ao
inicio e manutencdo da inflamacdo nas vias aéreas, associada a disfuncdo dos
sistemas antioxidantes SOD e catalase (revisado por ANDREADIS et al.,, 2003;
revisado por COMHAIR e ERZURUM, 2010). Sendo assim, o uso de antioxidantes
da dieta na terapia da asma parece promissor, uma vez que estudos
epidemiologicos sugerem associacdes entre o0s baixos niveis de ingesta de
antioxidantes com a reducado da funcéo pulmonar e consequentemente aumento dos
sintomas respiratorios em asmaticos (revisado por ANDREADIS et al., 2003;
revisado por COMHAIR e ERZURUM, 2010).

Considerando as propriedades antioxidantes demonstradas para E.
grandiflorus, através da eliminacdo de radicais livres e restauragcédo das atividades
das enzimas SOD e catalase (LUNARDI et al., 2014; PRANDO et al., 2015) e
levando-se em conta a grande capacidade do acido ferulico eliminar radicais livres,
aumentar a atividade de enzimas responsaveis pela eliminacdo dos radicais livres,
inibir enzimas que catalisam a producdo de radicais livres e ativar a resposta ao
estresse celular, incluindo o aumento da atividade da SOD e catalase e inibicdo da
producdo de iNOS (revisado por OU e KWOK, 2004; revisado por MANCUSO e
SANTANGELO, 2014), é possivel inferir que esses fatores podem ter contribuido
para os efeitos benéficos observados, atuando na fase inicial da resposta imune
apos a producdo de ROS e RNS pelas células epiteliais das vias aéreas em

resposta aos alérgenos, reduzindo consequentemente a resposta patogénica Th2.
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7 CONCLUSOES

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. Os tratamentos com 0 extrato aquoso de E.
grandiflorus, suas fracbes metandlica e residual e com o &acido ferulico foram
capazes de melhorar a resposta inflamatodria elicitada pelo alérgeno via reducdo da
resposta patogénica Th2, com destaque para a fracdo metandlica e o acido ferdlico,
ambos na dose de 25 mg/kg. Esta propriedade imunomodulatéria provavelmente
esta relacionada a capacidade de atuar na fase inicial da resposta imune, sobre as
células epiteliais das vias aéreas, reduzindo os niveis de quimiocinas e citocinas
liberadas por essas células e reduzindo, consequentemente, a migracdo e a
ativacdo das células dendriticas (Figura 32).

Os resultados obtidos com o EAEg e com suas fragdes podem estar
relacionados a presenca de duas substancias majoritarias e, portanto, pesquisas
adicionais devem ser realizadas para isolar, purificar e identificar essas substancias,
0 gque poderia permitir a avaliacdo mais especifica do mecanismo de acao de E.
grandiflorus, considerando que esta erva medicinal jA& vem sendo utilizada pela
populacao brasileira a algum tempo. Quanto ao acido ferdlico, novos estudos devem
ser realizados para garantir sua seguranca e eficacia, uma vez que o mesmo é
amplamente consumido pela populacdo em alimentos e bebidas e, assim como E.

grandiflorus, tem grande potencial para uso na terapia da asma alérgica.
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Figura 32. Provavel mecanismo de imunossupressdo dos tratamentos avaliados. AF, Acido fertlico.
FM, Fragdo metandlica. ILC2, Células linféides inatas 2. VAs, vias aéreas.
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ANEXO A — CERTIFICADO DE APROVACAO PELA COMISSAO DE

ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA

Comissdo de Etica na Experimentacio Animal

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 073/2012— CEEA sobre “AVALIACAO DO EFEITO
DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DE ECHINODORUS GRANDIFLORUS,
DE SUAS FRACOES E COMPONENTE ISOLADO NA MODULACAO DA
RESPOSTA IMUNE NO MODELO DE ALERGIA PULMONAR INDUZIDA POR
OVA”, projeto de pesquisa sob a responsabilidade de ANA PAULA FERREIRA, esta
de acordo com os Principios Eticos na Experimenta¢io Animal, adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), e foi aprovado pela COMISSAO de
ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CEEA) da PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF, em reunido realizada em 02/10/2012. Para o desenvolvimento da
pesquisa foram liberados 324 animais (324 fémeas) da linhagem BALB/c, conforme

solicitado.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 073/2012- CEEA about “AVALIACAO DO EFEITO
DO EXTRATO AQUOSO DAS FOLHAS DE ECHINODORUS GRANDIFLORUS,
DE SUAS FRACOES E COMPONENTE ISOLADO NA MODULACAO DA
RESPOSTA IMUNE NO MODELO DE ALERGIA PULMONAR INDUZIDA POR
OVA” under responsability of ANA PAULA FERREIRA- is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and was approved by the PRO-REITORIA DE
PESQUISA/UFJF — ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH (CEEA) in
02/10/2012. For the development of this research 324 animals (324 female) lineage

BALB/c were released, as requested.

5'/Juiz de Fora, 04 de outubro de 20/1;_.-!\

Presidente/ CEEA Y Secretario/CEEA
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