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RESUMO

As respostas imunolégicas sdo fundamentais a defesa e consequentemente,
a sobrevivéncia do organismo. Entretanto, respostas imunes descontroladas podem
levar ao desenvolvimento de doencas cronicas, como a asma, que representam a
maior carga de morbimortalidade no Brasil. Além disso, embora existam diversas
formas de modular o sistema imune e tratar as doencas relacionadas, estas terapias
apresentam varios efeitos colaterais e ndo garantem a cura. Assim, é evidente a
necessidade de novas abordagens mais efetivas de controle do sistema
imunoldgico. Nesse contexto, as plantas medicinais se destacam uma vez que sao
fontes de compostos biologicamente ativos. Dessa forma, o presente estudo teve
por objetivo investigar, in vitro e in vivo, as propriedades imunomoduladoras de um
extrato vegetal denominado GGA. Como metodologia, inicialmente foi determinada a
toxicidade do extrato sobre diferentes células do sistema imune, através do ensaio
de MTT. Em seguida macréfagos (M) e células dendriticas (DCs) foram utilizados
para avaliar a influéncia do extrato sobre a producdo de Oxido nitrico (NO) e
citocinas (método de GRIESS e ELISA, respectivamente). A influéncia do extrato na
expressdo de moléculas co-estimuladoras bem como da molécula CD73 foi
determinada por citometria de fluxo. Para relacionar os efeitos do extrato ao sistema
purinérgico foram utilizados bloqueadores farmacologicos de CD73 ou de receptores
de adenosina. Em relacdo aos ensaios in vivo, camundongos BALB/c foram
submetidos ao modelo de alergia pulmonar induzida por ovalbumina e tratados com
GGA por via oral. Nestes animais foram avaliados o namero e tipo de células no
lavado broncoalveolar (LBA), bem como o infiltrado inflamatério e a presenca de
muco nos pulmdes. Além disso, o tecido pulmonar foi utilizado para determinar a
producdo de citocinas e a atividade das enzimas peroxidade eosinofilica (EPO) e
mieloperoxidase (MPO). Os niveis de IgE e IgG2A foram avaliados no soro. Os
resultados in vitro revelaram que, em concentracdes nao téxicas, o extrato € capaz
de reduzir a producdo de mediadores inflamatérios enquanto aumenta a producao
de IL-10, tanto em MY quanto em DCs. Nestas ultimas, o tratamento também
induziu um aumentou na expressdo de moléculas co-estimuladoras. GGA também
induziu aumento da expressdao da molécula tanto MZ quanto DCs e linfécitos.
Associado a isso, 0 bloqueio de CD73 ou dos receptores de adenosina restaurou,
parcialmente, a producédo de NO por M, demonstrando que a acéo do extrato esta
associada a modulacdo do sistema purinérgico. In vivo, o tratamento com extrato
reduziu o namero de células totais, eosinofilos e neutréfilos no LBA, além do
infiltrado inflamatdério e células caliciformes no pulméo. O tratamento com GGA ainda
reduziu a producédo das citocinas IL-4, IL-5, TSLP, IL-33, IL-9, IL-25, CCL11 e IL-13
bem como a atividade das enzimas EPO e MPO. De forma interessante, o
tratamento promoveu reducdo dos niveis séricos de IgE e aumento de 1gG2a. Os
resultados apresentados sugerem que o0 extrato € capaz de modular a resposta
imune e esses efeitos parecem estar relacionados a modulagdo do sistema
purinérgico. Desta forma, o extrato GGA demonstra potencial para utilizagdo no
tratamento de doencas inflamatdrias cronicas, como a asma, podendo compor
futuras terapias.

Palavras-chave: Plantas medicinais, imunomodulacdo, adenosina, CD73, alergia
pulmonar.



ABSTRACT

The immune responses are fundamental to the defense and, consequently, to
the survival of organism. However, uncontrolled immune responses may lead to the
development of chronic diseases, such as asthma, which represent the greatest
burden of morbidity and mortality in Brazil. Also, although there are several ways to
modulate the immune system and treat related diseases, these therapies have
several side effects and do not guarantee cure. Thus, the need for new, more
effective approaches to immune system control is evident. In this context, medicinal
plants stand out because they are sources of biologically active compounds. Under
this circumstances, the present study aimed to investigate, in vitro and in vivo, the
immunomodulatory properties of a plant extract called GGA. As a methodology, the
toxicity of the extract was initially determined on different cells of the immune system
by the MTT assay. Then, macrophages (M) and dendritic cells (DCs) were used to
evaluate the influence of the extract on the production of nitric oxide (NO) and
cytokines (GRIESS and ELISA method, respectively). The influence of the extract on
the expression of costimulatory molecules as well as the CD73 molecule was
determined by flow cytometry. To relate the effects of the extract to the purinergic
system, pharmacological blockers of CD73 or adenosine receptors were used. In
relation to the in vivo assays, BALB/c mice were submitted to the ovalbumin-induced
pulmonary allergy model and treated with oral GGA. In these animals the number
and type of cells in the bronchoalveolar lavage (BAL) were evaluated, as well as the
inflammatory infiltrate and the presence of mucus in the lungs. In addition, lung tissue
was used to determine the production of cytokines and the activity of the enzymes
eosinophilic peroxidase (EPO) and myeloperoxidase (MPO). Levels of IgE and
IgG2A were evaluated in serum. In vitro results revealed that, at non-toxic
concentrations, the extract is able to reduce the production of inflammatory mediators
while increasing IL-10 production in both M@ and DCs. In these cells, the treatment
also induced an increased expression of costimulatory molecules. GGA also induced
increased expression of the molecule both M@ and DCs and lymphocytes.
Associated with this, blockade of CD73 or adenosine receptors partially restored NO
production by MJ, demonstrating that the action of the extract is associated with the
modulation of the purinergic system. In vivo, treatment with extract reduced the
number of total cells, eosinophils and neutrophils in BAL, in addition to inflammatory
infiltrate and goblet cells in the lung. Treatment with GGA also reduced the
production of cytokines IL-4, IL-5, TSLP, IL-33, IL-9, IL-25, CCL11 and IL-13 such as
the activity of the EPO and MPO enzymes. Interestingly, the treatment promoted a
reduction in serum IgE levels and an increase in IgG2a. The results suggest that the
extract is able to modulate the immune response and these effects seem to be
related to the modulation of the purinergic system. In this way, GGA extract
demonstrates potential for use in the treatment of chronic inflammatory diseases,
such as asthma, and may compose future therapies.

Key words: Medicinal plants, immunomodulation, adenosine, CD73, pulmonary
allergy.
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1 INTRODUCAO

A inflamacéo é uma resposta natural desencadeada pelo sistema imunolégico
em resposta a uma injuria tecidual, microrganismos, agentes fisicos ou quimicos,
dentre outros, que tem o intuito de eliminar o agente causador e assegurar a
recuperacédo do tecido danificado (LIMA et al., 2007; AHMED, 2011).

Apesar de sua funcdo essencial, respostas inflamatérias persistentes e
exacerbadas podem ser prejudiciais, promover dano tecidual e levar ao
desenvolvimento de doencas inflamatoérias crénicas que representam a maior carga
de morbimortalidade no Brasil (DUNCAN et al.,, 2012). Sdo exemplos destas
doencas a esclerose multipla, a artrite reumatoide, o llpus eritematoso sistémico e
doencas respiratérias cronicas, como a asma alérgica (DUNCAN et al., 2012; LIMA
et al., 2007; KIKUTA e ISHII, 2013).

As abordagens terapéuticas de processos inflamatérios crénicos disponiveis
envolvem, geralmente, a utilizacdo de anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) ou
moduladores do sistema imune, como os glicocorticoides (RANG et al., 2007;
TABAS e GLASS, 2013; RHEN e CIDLOWSKI, 2005). Entretanto, a administracéo
em longo prazo esta frequentemente associada ao surgimento de diversos efeitos
adversos (FUJITA et al., 2013; ETHGEN et al., 2013). Estes vieses nas formas de
tratamento tém despertado o interesse na descoberta de novos produtos que
possam apresentar maior eficacia quanto ao controle do sistema imune além de
baixo custo e pouco ou nenhum efeito adverso (LIU et al., 2015).

O controle da resposta imune, por sua vez, pode ser obtido através da ativacdo
de vias imunorregulatérias capazes de limitar a amplitude e a duragéo das respostas
imunes. Esse controle pode ser mediado pela ativacao de células, como os linfécitos
T e B regulatérios ou pela geracao de moléculas imunomoduladoras como o PD-1
(Programmed death-ligand 1), CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein
4), algumas citocinas, como a IL-10 e o TGF-B (Fator de transformacdo do
crescimento beta), e o nucleosideo adenosina (HORIWAKA et al., 2013; KALINSKI,
2012; DEAGLIO et al., 2007). Esta ultima ja demonstrou importante papel na
resposta regulatoria, uma vez que promove reducdo de moléculas pro-inflamatérias
e aumento de citocinas moduladoras como a IL-10 (PANTHER et al., 2003).

Assim, no contexto da investigagdo de novos compostos capazes de controlar

0 sistema imune, as plantas medicinais tém ganhado cada vez mais atencdo da
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comunidade cientifica. As espécies vegetais tém sido utilizadas mundialmente para
tratamento de diferentes doencas inflamatérias visto que sdo fontes naturais de
substancias biologicamente ativas que podem servir como novas alternativas a
farmacoterapia existente ou ainda como base para a sintese de medicamentos
(SOSA et al., 2002; WALL & WANI, 1996).

Diante disso, 0 presente estudo apresenta grande relevancia uma vez que
investiga as propriedades imunomoduladoras de um extrato vegetal, denominado
provisoriamente de GGA, sobre células do sistema imune (in vitro) e em modelo
murino de alergia pulmonar induzida por ovalbumina (in vivo).

O sucesso deste estudo pode embasar o desenvolvimento de novos produtos
relacionados a atividade imunomodulatéria capazes de beneficiar os pacientes
acometidos pela asma ou por outras doencas relacionadas ao descontrole

imunolégico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RESPOSTA IMUNE

O sistema imunologico € formado por diversos orgaos, células e moléculas e
possui a finalidade de manter a homeostase do organismo e combater agressdes
em geral (CRUVINEL et al., 2010). Para fins de estudo a resposta imunolégica pode
ser dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa. A primeira, também
chamada de imunidade natural, consiste em uma resposta mais rapida e direcionada
para um grande, porém limitado, numero de estimulos (MEDZHITOV e JANEWAY,
2000). Ja a resposta imune adaptativa, ou adquirida, requer a ativacao de células
mais especializadas (linfocitos) e moléculas soluveis produzidas por elas (DELVES e
ROITT, 2000).

A imunidade inata é formada por barreiras naturais (fisicas, quimicas e
biologicas), células e moléculas solluveis presentes de forma independente do
contato prévio com patdgenos. Essa resposta ndo se altera apds o contato com o
patégeno. Macrofagos, neutrdéfilos, células dendriticas (DCs) e células Natural Killer
(NK) sao as principais células efetoras desta imunidade (MEDZHITOV e JANEWAY,
2000). Além disso, o processo inflamatério, tdo importante no combate a
microrganismos e na reparacdo tecidual, também é mediado por componentes da
imunidade inata (VIDEM e STRAND, 2004).

Dentre os principais mediadores produzidos durante a resposta imunolégica
inata podemos destacar o oxido nitrico (NO) e as citocinas. O NO é produzido por
fagdcitos em decorréncia da ativacdo dessas células por diversos agentes, tais
como o lipopolissacarideo (LPS). Sua producdo é potencializada também por
citocinas oriundas de linfocitos, em especial o interferon-gama (IFN-y). A molécula
de NO é formada através da conversdo de L-arginina, por acdo da enzima Oxido
nitrico sintase (NOS), e destaca-se por sua agao citotoxica, sendo um importante
microbicida. Esta acdo pode ocorrer de forma direta, através da destruicdo de
pontes de ferro-enxofre, presentes em determinadas enzimas, gerando danos letais
a atividade mitocondrial e ao DNA da célula alvo, ou indireta, por sua reacdo com
compostos liberados durante o processo inflamatdério, tais como reativos de oxigénio,
originando radicais reativos e toxicos (JAMES, 1995; MONCADA et al.,, 1991;
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BECKMAN e KOPPENOL, 1996; DA COSTA SILVA et al., 2011). Além disso, o NO
também é capaz de promover a ativacdo das enzimas cicloxigenase 1 e 2 (COX1 e
COX2) levando ao aumento na producdo de prostaglandinas potencializando o
processo inflamatorio (ASANUMA et al., 2001).

Além da molécula de NO, as citocinas sdo importantes proteinas que atuam
nas fungdes fisiologicas durante a resposta inata. Destacam-se no inicio da resposta
imune o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) e a Interleucina-1B (IL-18) que
induzem a expressao de moléculas de adeséao, assim como a IL-6 e a IL-8 que
atuam no recrutamento de leucocitos para o sitio da inflamacéo (CHEN et al., 2003).
No hipotadlamo as citocinas TNF-q, IL-13 e IL-6 atuam como pirébgenos enddgenos e
induzem febre, enquanto no figado estimulam a producdo das proteinas da fase
aguda do processo inflamatério (SUNDGREN-ANDERSSON et al., 1998; VITALE e
RIBEIRO, 2007).

O TNF-a é uma citocina liberada rapidamente apds trauma, infeccdo ou
exposicao ao LPS, sendo um dos mediadores mais precoce e abundante no tecido
inflamado. Entre suas fun¢des estd a coordenacao da producdo de uma cascata de
citocinas pro-inflamatorias, além de aumentar a transducéo de sinal de mediadores
lipidicos como as prostaglandinas (PARAMESWARAN e PATIAL, 2010). O TNF-a
aumenta a producdo de NO por macrofagos e a expressao de moléculas envolvidas
na apresentacdo de antigenos, como o complexo de histocompatibilidade principal
de classe Il (MHCII) (LOCKSLEY et al., 2001).

A IL-13 é produzida por praticamente todos os tipos celulares nucleados, mas
principalmente por mondcitos, macrofagos e células dendriticas, e esta entre os
mais importantes marcadores de inducdo da resposta inflamatéria (FERRERRO-
MILIANI et al., 2006). De maneira semelhante ao TNF-a, a IL-13 é liberada nas
primeiras fases da resposta imune e induz aumento da expressédo de moléculas de
adesdo celular em leucécitos e células endoteliais (BEN-SASSON et al., 2009;
ARANGO DUQUE e DESCOTEAUX, 2014).

A IL-6 pode ser considerada como um importante marcador de resposta
inflamatoria sistémica, ja que rapidamente atinge picos de concentracao sérica e por
isso € considerada como um “alarme” durante a infecgdo. Essa molécula é a
principal indutora da sintese da proteina C-reativa (PCR) nos hepatdcitos, e
apresenta capacidade de ativar células T e atrair neutréfilos aos sitios de infecgcéo
(CUNNEEN e CARTWRIGHT, 2004; CASEY, 2000).
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Além das citocinas ja citadas, as citocinas IL-12 e IL-10, produzidas por
alguns tipos celulares como macrofagos e DCs, estdo envolvidas diretamente no
controle da ativacdo de linfécitos (ABBAS, LICHTMAN e PILLAI, 2012). A IL-12 é
uma citocina heterodimérica, formada por duas cadeias, a I1L-12p35 e a IL12p40,
referentes a suas massas moleculares de 35 e 40 kDa respectivamente. Juntas,
essas subunidades formam a molécula biologicamente ativa: a IL-12p70. Dentre as
suas principais func¢des, a IL-12 induz a producdo de IFN-y pelas células NK,
acentua as fungdes citoliticas dessas células ativadas e de linfocitos T CD8", além
de induzir a diferenciacdo de células TCD4" naive em linfocitos do subtipo Thelperl
(Twl) produtores de IFN-y, sugerindo um papel chave para a IL-12 no
desenvolvimento de imunidade mediada por células (SUN et al., 2015; GEE et al.,
20009).

A IL-10 é secretada por outros tipos celulares, como por alguns subtipos de
linfocitos TCD4", T CD8" e células B, e € capaz de inibir o desenvolvimento de
respostas do tipo Tyl, além de induzir a supressdo de células Ty2 e respostas
alérgicas (SARAIVA e O'GARRA, 2010). Conhecida pelas propriedades anti-
inflamatorias, sua ligacdo aos seus receptores, IL-10R, reduz a producdo de
importantes citocinas pro-inflamatoérias como, TNF-a, IL-18 e IL-6, além das espécies
reativas de oxigénio (MACATONIA et al.,, 1993; CASEY, 2000; BLUESTONE e
ABBAS, 2003; SARAIVA e O'GARRA, 2010). Um dos eventos mais marcantes
executados por esta citocina € a limitagdo da producédo de IFN-y por Linfocitos T,
uma vez que suprime a producado de IL-12 por macrofagos e DCs. Portanto, essas
citocinas modulam néo s6 a imunidade inata, mas também a imunidade mediada por
células (CLEMONS, 2000; ZHOU et al., 2005).

Caso todos os mediadores liberados e 0s processos envolvidos na resposta
imunolégica sejam capazes de eliminar o estimulo nocivo inicial, a resposta tende a
diminuir e as células regridem, havendo a reparacdo de danos nos tecidos lesados
(RICCIOTI e FITZGERALD, 2011). Porém, se a resposta inflamatéria for ineficaz
pode ocorrer a ativagdo da resposta imune adquirida. Essa resposta pode tornar-se
cronica e levar ao desenvolvimento de manifestagbes patologicas graves
(LAWRENCE e GILROY, 2007; MURDOCH e LLOYD, 2010).

A resposta imune adquirida é formada basicamente por linfocitos T (LT),

linfécitos B (LB) e seus produtos, como citocinas e anticorpos. Essa resposta é
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caracterizada por apresentar especificidade, diversidade, memoria, especializacéo,
autolimitacdo e tolerancia a componentes do proprio organismo (CRUVINEL et al.,
2010).

Para que ocorra a ativacdo de LT s&do necessarios dois sinais fornecidos
pelas células apresentadoras de antigenos (APCs — Células dendriticas, macrofagos
e linfocitos B): o primeiro sinal € o reconhecimento, pelo receptor da célula T (TCR),
de um peptideo antigénico presente na superficie de uma APC e acoplado a
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (figura 1). O
segundo sinal é resultado da interacdo entre as moléculas co-estimulatorias (CD80 e
CD86) presentes na superficie das APCs com seu respectivo ligante nos linfécitos T
(CD28). Tanto a ligacdo MHC-TCR quanto CD80/CD86-CD28 induzem uma cascata
de sinalizacdo intracelular que culmina com a ativacao do linfécito T, producdo de
citocinas e expansao clonal (JUNIOR et al., 2010; COQUET, RAUSCH e BORST,
2015).

Durante a sinapse imunoldgica descrita acima, também ha participacdo de
diversas outras moléculas, dentre as quais destaca-se o CD40. Esta proteina de
membrana interage com seu ligante nas células T (CD40L) e envia sinais
intracelulares para a APC, o que resulta, em geral, no aumento da expressao das
moléculas co-estimulatérias e na producdo de diferentes citocinas, potencializando
ainda mais o processo de apresentacdo do antigeno em questdo. Todo este
processo permite o reconhecimento do antigeno e o desenvolvimento de uma
resposta imune especifica (COQUET, RAUSCH e BORST, 2015).
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Figura 1. Apresentacdo de antigeno via MHCII. Para que haja a ativacdo de linfocitos T s&o
necessérios dois sinas: o primeiro (1) oriundo da ligacdo da molécula de MHC contendo o antigeno
ao receptor da célula T (TCR) e o segundo (2) resultante da ligacdo das moléculas CD80 e/ou CD86
(co-estimuladores) a molécula CD28 presentes nos linfocitos.

Fonte: Adaptado de BURKHOLDER et al., 2013.

Uma vez ativados, os linfocitos T CD4", conhecidos como linfocitos T “helper”,
secretam citocinas capazes de estimular as funcbes efetoras de outros tipos
celulares, como linfécitos B, macrofagos e linfocitos T citotoxicos. Os linfocitos T
citotoxicos, ou linfécitos T CD8*, atuam na destruicdo direta de células infectadas por
virus e outros microrganismos intracelulares por meio da liberagdo de granulos
contendo granzimas e perforinas (ABBAS LICHTMAN e PILLAI, 2012).

Os linfécitos T CD4" podem se diferenciar em diferentes subpopulagdes,
sendo as principais: Tyl, T2, Tyl7 e T regulatérias (Treg) (MURPHY, TRAVERS e
WALPORT, 2010; ICHIYAMA et al., 2011). As citocinas presentes no microambiente
no momento da apresentacdo sdo as responsaveis por direcionar a diferenciacao
dessas células: a IL-12 induz a diferenciacéao para Tyl; a IL-4 para Ty2; a I1L-23, IL-
21 e IL-6 para Tyl7; e a IL-6, IL-10 e TGF-3 para as Treg (BLUESTONE e ABBAS,
2003; SCHMITT e UENO, 2015). Enquanto as células Tyl, Ty2 e Tyl7, cada uma
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com suas caracteristicas especificas, exercem suas atividades na inducdo da
resposta imune e eliminagdo do antigeno, as Treg sao essenciais para a
manutencao do equilibrio da resposta imune (OESTREICH e WEINMANN, 2012).

A resposta imune mediada por Tyl é capaz de potencializar as propriedades
fagociticas de macrofagos visto que liberam IFN-y e TNF-a, principais mediadores da
resposta do tipo celular. Além disso, induzem a producdo de IgG por linfécitos B,
uma imunoglobulina com propriedades opsonizantes. Os linfocitos Ty2 iniciam a
resposta imune humoral, através da secrec¢do de citocinas (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13)
que induzem a producéo de anticorpos, do tipo IgE, envolvidos na eliminacdo de
parasitas e nas respostas alérgicas (MOSSMANN e COFFMAN, 1989; ICHIYAMA et
al.,, 2011; KU e LIN, 2013). Ja os Tyxl7, sdo importantes na protecdo contra
microorganismos extracelulares e s&o secretores de IL-17, IL-21 e IL-23. As
citocinas da familia IL-17 sé@o potentes indutoras da inflamacao, de infiltracdo celular
rica em neutréfilos e da producao de outras citocinas pro-inflamatorias (ICHIYAMA et
al., 2011; Jl et al., 2014, CHEN et al., 2007).

Apesar de sua grande importancia, as subpopulacbes de LT precisam estar
sempre em equilibrio permitindo assim uma resposta adequada que resulte na
eliminacao do agente causador e retorno a homeostase. Respostas desreguladas ou
exacerbadas podem ser prejudiciais causando danos ao organismo. O excesso de
produtos secretados pelas células Tyl, por exemplo, pode levar ao desenvolvimento
da artrite reumatoide, enquanto que o excesso de produtos secretados por células
Tw2 pode ocasionar processos alérgicos, como ocorre na asma (KU e LIN, 2013).

Além do desequilibrio relacionado as subpopulacdes de linfécitos, diversos
estudos ja correlacionaram a producdo exacerbada de outros mediadores
inflamatorios citados com o agravamento de doencas ocasionadas por distlrbios
imunologicos. O NO, por exemplo, apesar de sua importante acdo microbicida,
apresenta um pequeno limite entre suas concentracdes benéficas e prejudiciais as
células do hospedeiro, sendo encontrado em concentracfes toxicas em diversas
doencas autoimunes (FLORA FILHO e ZILBERSTEIN, 2000).

Além disso, a producdo desregulada de citocinas como TNF-a e IL-12 j& foi
evidenciada em diversas doencas inflamatdrias, sendo componentes da
imunopatologia de doengas autoimunes como artrite reumatoide, doengas
inflamatorias intestinais e psoriase. Alguns estudos demonstraram que a

neutralizacdo de TNF-a, por meio de anticorpos monoclonais, pode ser utilizada com
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relativo sucesso no tratamento de enfermidades (BOISSIER et al., 2011,
PARAMESWARA e PATIAL, 2010; ARICAN et al., 2005; CHAN et al., 2006;
PARRONCH et al., 1997; PETROVIC-RACKOV e PEJNOVIC, 2006).

Na asma alérgica o processo inflamatorio também € resultado da
desregulacdo das respostas relacionadas a sensibilizacdo, ativagdo de células Ty2,
producéo de citocinas Ty2, como IL-4 e IL-13, e ativacdo dos mecanismos efetores
dessas citocinas (CAMPOS, 2007).

Cabe destacar que além de todas as moléculas e tipos celulares ja citados,
outras células estdo envolvidas na inflamagdo cronica, como plasmocitos,
eosindfilos, mastécitos e neutrdfilos, liberando mediadores importantes que
contribuem para o dano tecidual (ABBAS, FAUSTO e KUMMAR, 2010; ABBAS,
LICHTMAN e PILLAI, 2011).

2.1.1 Doencas inflamatorias crénicas e a asma

Doencas inflamatorias crénicas sdo aquelas caracterizadas por um
prolongado estado pro-inflamatério, acompanhado por degradacdo e reparacdo de
tecidos (ALLISON et al., 1978). Essas doencas podem ter como fatores
desencadeadores a reacdo e exposicdo persistente a um antigeno, fatores
ambientais (fumaca ou alimentos), componentes genéticos e resposta imune
inadequada do hospedeiro. Além disso, a patogénese pode ser também multifatorial
quando esses fatores estdo associados (CICCHITTI, MARTELLI e CERRITELI,
2015).

Diversas doencas estao incluidas nesta categoria, como doenc¢as autoimunes,
sindrome metabdlica, doencas inflamatérias intestinais, doencas cardiovasculares e
doencas pulmonares, como a asma (CICCHITTI, MARTELLI e CERRITELI, 2015).

A asma, como ja mencionado, é uma doenca inflamatéria pulmonar crénica
causada por diversos fatores, que estd relacionada a condicbes ambientais e
predisposicdo genética (UMETSU et al.,, 2002). De acordo com a Iniciativa Global
Para asma (GINA; do inglés Global Initiative for Asthma) estima-se que,
mundialmente, cerca de 300 milhdes de pessoas sofrem de asma e a maioria dos
Obitos pela doenca ocorre em paises de baixa e média renda. A asma é responsavel
por 346.000 mortes anualmente (GINA, 2018).
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Os sintomas da asma, em geral, estdo associados a obstrucdo do fluxo de ar
dos pulmdes que, na maioria das vezes, é espontaneamente reversivel ou requer
tratamento adequado (GINA, 2018). Os principais sintomas respiratérios incluem
falta de ar, sibilancia, aperto no peito, tosse e hipersecrecdo de muco. Esses
sintomas sdo exacerbados na presenca de gatilhos, como atividade fisica, irritantes
inalaveis, mudancgas climéticas e infec¢cbes (HOLGATE et al., 2015).

A base fisiopatolégica da asma envolve a perda da homeostasia do sistema
imunoldgico no trato respiratorio, promovendo a liberacdo de citocinas e surgimento
de um processo inflamatério (HOLGATE et al.,, 2015; HOLT et al.,, 2008). Neste
contexto, a inflamacao brénquica é o fator mais importante relacionado a patogenia
da asma, sendo resultado de interacdes entre mediadores inflamatoérios e diversos
tipos celulares como mastdcitos, linfocitos, eosindfilos, macrofagos (PELAIA,
VATRELLA e MASELLI et al., 2012), neutrdfilos, fibroblastos, células endoteliais e
musculares (KAY et al., 2005).

A asma pode ser diferenciada em asma alérgica e ndo alérgica. A asma nao
alérgica, ou néo atépica, é causada por estimulos ndo alérgenos, por exemplo, por
atividade fisica e estresse, e nao apresenta perfil de resposta do tipo Ty2, havendo
predominantemente o acimulo de neutréfilos e mastdcitos, sem elevagéo dos niveis
de IgE plasmaticos (TORRES, PICADO e MORA, 2005; IWAKURA et al., 2008). Ja a
forma alérgica, conhecida como atopica, é considerada o fenétipo mais comum da
asma e afeta principalmente adultos e jovens com histérico familiar de alergia pela
predisposicado genética (WENZEL, 2012). A presenca de alérgenos, como acaros,
poeira e pelos de animais, induz a ativacdo de linfocitos Ty2, producdo de IgE,
citocinas de perfil Ty2 e eosinofilia brébnquica (AVERBECK et al., 2007; WENZEL,
2012).

Os anticorpos de isotipo IgE, produzidos na asma alérgica, sdo capazes de se
ligarem a receptores de alta afinidade presentes em basofilos e mastocitos e assim,
quando ha o contato subsequente com o alérgeno ocorre a ativagdo desses tipos
celulares, através da ligacdo cruzada com a IgE na membrana, e liberagdo de
mediadores associados a patologia. Todo esse processo é mediado pelas reacdes
de hipersensibilidade do tipo I, ou imediata, que apresentam duas fases bem
caracteristicas: a fase de sensibilizacdo e a fase efetora que pode ainda ser dividida
nas fases imediata e tardia (GIAVINA-BIANCHI et al., 2005; HOLGATE et al., 2007).
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Para que a sensibilizacdo ocorra, inicialmente as células epiteliais das vias
aéreas, quando expostas ao alérgeno inalado, liberam as citocinas TSLP
(linfopoitina do estroma timico), IL-25 e 1L-33 que estimulam DCs do trato
respiratorio a fagocitarem o alérgeno (HOLGATE et al., 2015). Essas células migram
para os linfonodos onde apresentam peptideos derivados do alérgeno aos linfécitos
T CD4" naive, promovendo a diferenciacdo dessas células em linfécitos T2 ativados
(Figura 2) (KAY, 2006; HOLGATE e POLOSA, 2008).

Por sua vez, células Ty2 ativadas migram para as vias aéreas e secretam
citocinas que coordenam a resposta imune alérgica. A IL-4 e a IL-13, estdo
envolvidas na producéo de anticorpos IgE por linfécitos B. Juntamente com a IL-9,
essas citocinas também estdo relacionadas ao recrutamento de mastocitos. Ja a IL-
3, IL-5 e GM-CSF estdo envolvidas na maturacdo de eosinofilos. A IgE, como ja
mencionado, liga-se a superficie de mastdcitos e basbfilos circulantes, processo
denominado de fase de sensibilizagcdo (YING et al., 2006; BUC et al., 2009;
HOLGATE et al., 2015).

Quando h& o contato subsequente com o antigeno ocorre o desenvolvimento
da fase efetora que como ja descrito € dividida em duas fases. A fase imediata
ocorre minutos apds a exposicdo ao alérgeno, o qual se liga aos anticorpos IgE
presentes na superficie de mastocitos e basofilos sensibilizados, levando a
degranulacdo dos mesmos e liberacdo de mediadores como histamina, leucotrienos
e prostaglandinas, promovendo vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
constricdo da musculatura lisa das vias aéreas e secrecdo de muco, fatores
responsaveis pela sintomatologia da asma (figura 3) (HOLGATE et al., 2015; YING
et al., 2006).
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Figura 2. Ativacdo de linfécitos Ty2 na asma alérgica. A presenca do alérgeno, por infeccdo ou
poluentes, induz a ativacdo de receptores com consequentemente secre¢cdo de quimiocina, por
células epiteliais (CE), e trafico de DCs para o epitélio da mucosa. As DCs sofrem processo de
maturagdo, capturam o alérgeno e migram para linfonodos locais onde interagem com células T via
TCR, MHC de classe Il e moléculas co-estimuladoras, induzindo ativagéo de células T e diferenciagao

para perfil TH2.
Fonte: Adaptado de HOLGATE et al., 2012.

Cerca de 2 a 3 horas apés o contato com o alérgeno desenvolve-se uma fase
tardia, na qual os linfocitos T2, no pulmao, produzem as citocinas IL-4, IL-9 e IL-13
estimulando a producdo de muco e hiperplasia globular das células epiteliais das
vias aéreas. Além disso, a ativacdo de linfécitos Ty2 promove recrutamento de
eosinofilos, neutrofilos, mastécitos e basofilos para os pulmdes e a ativacao
constante de uma resposta de perfil T42 (PAUL e ZHU, 2010; GALLI, TSAI e
PILIPONSKY, 2008).
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Figura 3. Reacdo de hipersensibilidade imediata. O reconhecimento de um antigeno por pelo
menos duas moléculas de IgE, ligadas a basofilos ou mastocitos, ativa essas células e € iniciada uma
resposta de hipersensibilidade imediata com liberacdo de mediadores, como histamina e leucotrienos,
minutos apods a exposi¢do, que promovem rapidamente broncoconstricdo, vasodilatacao, aumento da
permeabilidade vascular e aumento da producdo de muco. Esses mediadores podem contribuir para
a transicéo para a reacao de fase tardia por promoverem influxo de leucdcitos circulantes que podem
induzir mais inflamac&o e broncoconstri¢cao.

Fonte: Adaptado de GALLI e TSAI, 2012.

Durante a reexposicdo ao alérgeno, as DCs sao capazes de reativar as
células Ty2 presentes nas vias aéreas. Além disso, como ja descrito, as células
epiteliais tém importante papel na resposta alérgica, uma vez que secretam diversas
citocinas, como IL-25, IL-33, TSLP e CCL11. A TSLP, juntamente com a IL-33, é
capaz de ativar diretamente os mastocitos, independente da presenga de IgE
(DECKERS, MADEIRA e HAMMAD, 2013). Juntas, as citocinas IL-33, IL-25 e TSLP
interagem com células efetoras das respostas alérgicas e aumentam suas funcdes
inflamatorias, o que contribui para o sustento de uma resposta Ty2 (HOLGATE,
2012). Além das citocinas ja citadas, a quimiocina CCL11 tem importante papel no
recrutamento de eosindfilos via CCR3 (POPE et al., 2005).

E importante ressaltar que a migracéo de leucdcitos circulantes para as vias

aéreas contribui para a cronicidade do processo inflamatério (MADDOX e
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SCHWARTZ, 2002). Os eosindéfilos, por exemplo, contém proteinas catibnicas
armazenadas nos granulos do citoplasma, como a peroxidase eosinofilica (EPO),
proteina basica principal (MBP) e proteina catibnica eosinofilica (ECP) que séo
capazes de gerar lesdo tecidual e disfuncdo (EGESTEN et al., 2001; NEVES E
WELLER, 2009). Sabe-se que a inflamac¢&o pulmonar eosinofilica esté relacionada a
episédios de exacerbacédo dos sintomas (HALDAR et al., 2008).

Além dos eosindfilos, os neutréfilos, quando presentes em grandes
guantidades nos pulmdes, também estdo associados a gravidade dos sintomas da
asma (ITO et al., 2008) e exercem papel na inducdo da producdo de muco e
remodelamento tecidual através da liberacdo de mediadores presentes em granulos,
como metaloproteinases, mieloperoxidase (MPO), elastase e outros
(MONTESEIRIN, 2009; CIEPIELA, OSTAFIM e DEMKOW, 2014).

Quando o processo inflamatorio se cronifica, devido a exposi¢ao repetida ao
alérgeno, ocorre uma superposicdo de todas as fases, gerando um processo de
remodelamento tecidual pulmonar, com alteracBes estruturais, hipertrofia e
hiperplasia da musculatura lisa brénquica, hiperplasia de glandulas submucosas e
proliferacdo de células caliciformes produtoras de muco. Todas essas alteracdes
tém como consequéncia o espessamento da parede bronquica com alteracéo
irreversivel e obstrucdo do fluxo aéreo promovendo aumento da hiperresponsividade
das vias aéreas (TANG et al., 2006; FIXMAN et al., 2007).

Uma vez que ndo existe cura, 0 manejo terapéutico da asma visa
basicamente controlar a doenca e prevenir exacerbacdes, diminuindo,
consequentemente, as hospitalizacbes e a mortalidade. O tratamento farmacol6gico
disponivel envolve duas abordagens: a primeira é a utilizacdo de farmacos para
alivio de sintomas agudos. Dentre estes estao os 3, agonistas de curta duracao e os
anticolinérgicos inalatérios. A segunda abordagem envolve a utilizacdo de farmacos
para controle e prevencao das crises da asma, como 0s corticosteroides inalatorios
e sistémicos, B, agonistas de longa duracdo, cromonas e outros (KIM e MAZZA,
2011).

Os corticoides inalatérios, como a beclometasona, compdem o tratamento
mais eficaz para a profilaxia e manutencdo da asma (BARNES, 2006; IV
DIRETRIZES PARA O MANEJO DA ASMA 2006), entretanto, a administracao
cronica dessa classe de medicamentos pode causar efeitos colaterais indesejaveis,

como a imunossupressao, risco a infecgdes, aumento da pressao arterial e efeitos
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relacionados as acdes catabdlicas dos glicocorticoides em tecidos mesenquimais,
como atrofia da pele, fraqueza muscular e osteoporose (OEHLING et al., 1997,
SCHWIEBERT et al., 1996; BASCHANT e TUCKERMANN, 2010).

Embora na maioria dos casos o controle da asma possa ser estabelecido por
meio de abordagem farmacoldgica, alguns pacientes podem nao ser responsivos as
terapias existentes, mesmo quando s&o administradas altas doses de medicamentos
(BATEMAN et al.,, 2004; BECERRIL, CHAVIRA e AGUILAR, 2011). Além disso,
conforme ja mencionado, nenhuma das abordagens terapéuticas apresenta
propriedades curativas, uma vez que o0s sintomas e o processo inflamatorio retornam
apos a interrupcao do tratamento. Todos esses fatores em conjunto, instigam a
descobertas de novos tratamentos farmacoldgicos, com menores efeitos adversos e
maior controle da progressdo da doenca (BARNES, 2006).

Nesse contexto, estudos envolvendo modelos animais de asma sao
ferramentas fundamentais para a busca e desenvolvimento de novos compostos que
possam servir para a terapéutica (NIALS e UDDIN, 2008). A maior parte dos
modelos animais, utilizados na pesquisa para a inducédo de alergia pulmonar, utiliza
como ferramenta a sensibilizacdo do animal através de diferentes tipos de proteinas,
como a ovalbumina (OVA), seguida de uma exposicdo inalatéria e repetida ao
alérgeno, que consiste no desafio (SCHRODER e MAURER, 2007).

A linhagem de camundongos BALB/c é a que mais se assemelha a resposta
imune alérgica da asma em humanos por serem geneticamente predispostos a
desenvolver uma resposta de perfil Ty2, producdo elevada de IgE alérgeno-
especifica e maior hiperresponsividade brénquica quando comparada a outras
linhagens de camundongos (MATTES et al. 2002; WHITEHEAD et al., 2003; SAHU
et al., 2010). Assim, o modelo murino de alergia pulmonar induzido por OVA é um
dos modelos de referéncia para a compreensao dos mecanismos envolvidos nas

respostas alérgicas, bem como para a descoberta de novos tratamentos.

2.2 REGULACAO DA RESPOSTA IMUNE

Como ja demonstrado, apesar da importancia das respostas imunoldgicas

protetoras classicas, seu descontrole ou exacerbacao pode levar a consequéncias



28

patologicas extremamente prejudiciais ao organismo. Assim, a ativacdo de vias
imunorregulatérias € necesséria para limitar a amplitude e duracdo das respostas
exacerbadas, prevenindo assim a imunopatologia e o desenvolvimento de doencas
inflamatorias crénicas (HORIKAWA et al., 2013). Essa regulacdo pode ser obtida
através de células e moléculas capazes de suprimir a agdo do sistema imunoldgico
e, consequentemente, manter a autotolerancia (YAN e LIU, 2009; FEUERER et al.,
2009).

2.2.1 Citocinas e células regulatdrias no controle da resposta imune

Dentre as diversas moléculas com potencial regulatorio, as citocinas TGF- e
IL-10 apresentam papel de destaque (SKAGGS, SINGH e HAHN, 2008). O TGF-B
tem capacidade de limitar a proliferagéo de LT, uma vez que reduz a producao de IL-
2. Além disso, limita a expressdo de CD40, CD86 e MHCII por APCs (BRABLETZ et
al., 1993; FALLARINO et al., 2003). Ja a IL-10 tem atuacdo primaria em APCs
reduzindo a producdo de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e IL-12, a
expressdo de MHCIl e moléculas co-estimulatérias assim como outras moléculas
relacionadas a inflamacgéo, como por exemplo, o NO. Além disso, a IL-10 é capaz de
induzir a polarizacao de linfécitos para um perfil regulatério, e como ja& mencionado,
inibir as funcdes efetoras de LTCD4" (BLUESTONE e ABBAS, 2003).

Uma importante fonte de TGF-$ e IL-10 sdo as células T e B regulatorias (Treg
e Breg). As Tregs expressam o fator de transcricdo Foxp3 e sdo capazes de suprimir
as respostas através da producao dessas citocinas, além de promoverem a anergia
de LT e disfuncdo de APCs (ZOU, 2006; MESQUITA-JUNIOR et al., 2010). As Tregs
sdo capazes de: bloquear a funcdo de LB e LT auto-reativos por contato célula-
célula; promover a inducdo de moléculas citoliticas, como Fas, perforinas e
granzimas nas células efetoras; gerar aumento de adenosina no espaco extracelular
através da expressado de CD73 e CD39; e modular os niveis de AMPc (adenosina
monofosfato ciclico) nas células alvo (SOJKA, HUANG e FOWELL, 2008). Desta
maneira, as Tregs sdo capazes de garantir a modulacdo das respostas imunes
mesmo na presenca do estimulo (ZOU, 2006; MESQUITA-JUNIOR et al., 2010).

No trato respiratério, por exemplo, linfécitos Treg atuam através da inducdo de
um perfil tolerogénico nas DCs impedindo a ativagdo de respostas de perfil Tyl ou
T2 inadequadas (OSTROUKHOVA et al., 2004). Além disso, sdo capazes de inibir
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as funcdes efetoras de mastoécitos e suprimir a producdo de IgE (GRI et al., 2008;
MEILER et al., 2008).

Os linfocitos B regulatérios também possuem importante papel na regulacéo da
resposta imunoldgica. Suas funcbes sdo mediadas ndo s6 pela secrecdo de
citocinas (TGF-B e IL-10), mas também pela capacidade em interagir com células T
e inibir respostas prejudiciais. Essas células podem induzir a disfuncdo das APCs,
inibir a expressao de co-estimuladores e MHCII, e induzir a apoptose de células B e
T (MAURI e EHRENSTEIN, 2008; KESSEL, 2012).

2.2.2 Adenosina naregulacdo darespostaimune

Dentre as diversas moléculas envolvidas no processo de regulacdo das
respostas imunes, os mediadores purinérgicos, ATP (adenosina trifosfato) e a
adenosina (ADO), tém sido apontados como de extrema importancia. Estes
mediadores podem ser liberados no espago extracelular e atuam como sinais
positivos ou negativos, respectivamente, influenciando diretamente as respostas
imunolégicas (MONCRIEFFE et al., 2010).

O estresse celular pode promover a liberacdo de ATP no interior da célula e
através de necrose ou apoptose esse nucleotideo € liberado para o meio
extracelular (YEGUTKIN, 2008). Sabe-se que grandes quantidades de ATP
extracelular caracterizam um sinal de estresse celular, levando a um perfil pro-
inflamatorio com ativacédo do inflamassoma e consequentemente a liberacéo de IL-
18 (FERRARI et al., 1997; PELEGRIN e SURPRESANT, 2006). Entretanto, ndo séo
comumente encontrados altos niveis de ATP no espaco extracelular, visto que
existem ectoenzimas responsaveis pela hidrolise do ATP levando a degradacao do
mesmo até a formacédo de adenosina (ANTONIOLI et al., 2013; ELTZSCHIG 2009).

A adenosina, por sua vez, consiste em um nucleosideo de purina, formado
pela ligagdo de uma adenina a uma D-ribose. Quando ligada a um fosfato é
chamada de AMP (adenosina monofosfato), quando ligada a dois e trés fosfatos é
chamada de ADP (adenosina difosfato)) e ATP (adenosina trifosfato)
respectivamente (LEHNINGER et al., 2007). A formacgé&o de adenosina pode ocorrer,
como descrito no espacgo extracelular através do metabolismo dos nucleosideos
purinicos, ou ainda no espaco intracelular (FREDHOLM et al., 2000; LAPPAS et al.,
2005).
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E sabido que a adenosina, diferentemente do ATP, esta envolvida na
supressdo da resposta imunolégica em condicbes de inflamacdo excessiva e
infeccdo (DEUSSEN, 2000; HASKO e CRONSTEIN, 2013). Em termos gerais, esta
molécula atua inibindo a secrecdo de mediadores pro-inflamatorios, aumentando a
secrecdo de citocinas anti-inflamatoérias e inativando células apresentadoras de
antigenos (DEAGLIO et al., 2007; BORSELLINO et al., 2007; IMAI et al., 2000). A
adenosina € ainda capaz de reduzir a fagocitose e a producéo de espécies reativas
de oxigénio por fagécitos (CRONSTEIN et al.,, 1983; HASKO e PACHER, 2012,
TAYLOR et al., 2005).

Ja foi demonstrado que a adenosina inibe a producdo de TNF-a e IL-12 por
macréfagos estimulados com LPS (KRECKLER et al., 2009; HASKO e PACHER,
2012) e aumenta a producgédo de IL-10 por essas células (NEMETH et al., 2005). Esta
molécula também diminui a atividade de neutrdfilos por inibir a geracao de radicais
livres, a secrecdo de citocinas e de leucotrienos, bem como a expressao de
moléculas de adesdo nessas células (CRONSTEIN et al., 1985; CRONSTEIN et al.,
1994; FLAMAND, et al., 2000). Estudos utilizando diferentes modelos experimentais
tem revelado que agonistas de receptores de adenosina podem ser alvos
farmacoldgicos promissores para tratamento de doencas associadas a inflamacéo e
a respostas imunes exacerbadas (JACOBSON e GAO, 2006; ZAYNAGETDINOV et
al., 2010). Assim, a adenosina tem sido apontada como um potente regulador
endogeno de processos inflamatérios e da resposta imune como um todo.

Como j& descrito, a formacdo de adenosina pode ocorrer no espaco
extracelular em condicbes de inflamacdo aguda, hipoxia ou estresse através da
liberacdo de ATP. Para isso, a molécula de ATP é metabolizada por enzimas,
conhecidas como  ectonucleotidases (NTPDase 1/CD39 e  ecto-5-
nucleotidase/CD73), promovendo a formacdo de adenosina (ANTONIOLI et al.,
2013; YEGUTKIN, 2008). A molécula CD39 é responsavel por realizar a conversao
de ATP e ADP em AMP, enquanto a molécula CD73 realiza a desfosforilacdo rapida
de AMP em adenosina (HASKO et al., 2008) (figura 4).

Apo6s a formagdo, o metabolismo de degradacdo da adenosina envolve a
acdo das enzimas Adenosina Quinase (ADK) e Adenosina Deaminase (ADA). No
espaco intracelular a ADK promove a fosforilagdo da molécula de adenosina em
AMP. Ja a ADA é uma enzima presente tanto na parte intracelular como extracelular

e promove a conversao de adenosina em inosina (ARCH e NEWSHOLME, 1978;
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FREDHOLM, 2007). A molécula de inosina por muito tempo foi considerada como
um metabdlito inativo, porém, atualmente sabe-se que possui propriedades

neuroprotetoras e imunomodulatérias (HASKO et al., 2004).
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Figura 4. Sinalizac&o purinérgica e formagdo de adenosina. O ATP intracelular, formado em
resposta a PAMPS, é liberado para o meio extracelular e convertido em adenosina pela acéo
conjunta de CD39 e CD73.

Fonte: Adaptado de HAMIDZADEH e MOSSER, 2016.

Os efeitos biol6gicos da adenosina extracelular estdo associados a receptores
purinérgicos do tipo P1, uma classe de receptores acoplados a proteina G, que
subdividem-se em: Az, Aza, Az € Az (figura 5). Os receptores acoplados a proteinas
G (ligantes de Trifosfato de Guanosina/GTP intracelular) podem ser estimuladores
(Gs) ou inibidores (Gi) da adenilato ciclase que catalisam a formagdo ou a
diminuicdo de AMPc, que esta envolvido na ativacdo da via da proteina quinase A
(PKA) (ZIDEK, 1999).

A ativagéo dos receptores A; e Az leva a inibigcdo da atividade da adenilato
ciclase, visto que sédo acoplados a Gi e promovem, portanto, uma reducao dos niveis
de AMPc (DURO et al., 2014; OSADA et al.,1992; PEREIRA et al., 2010). J& os
receptores An € Ayg S@0 acoplados a Gs e estimulam a atividade da adenilato
ciclase com consequente aumento de AMPc (DARASHCHONAK et al.,, 2014,
NEMETH et al., 2003).
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Figura 5. Formacé&o de Adenosina e seus receptores. A ocorréncia de eventos patoldgicos, como a
inflamacéo, promove acumulo de ATP extracelular, seguida pela sua degradacdo sequencial em
AMP, pela enzima CD39, e a adenosina por CD73. A adenosina extracelular pode se ligar a quatro
diferentes receptores acoplados a proteina G que estimulam (A,n € Ayg) ou inibem (Al e A3) a
atividade da adenilil ciclase. No espaco extracelular as concentracfes de adenosina séo controladas
pela adenosina deaminase (ADA) que catalisa a conversdo de adenosina em inosina, e por
transportadores de nucleosideos (NTs).

Fonte: Adaptado de ANTONIOLI, L. et al. 2013.

Assim, os subtipos A; e Az, na maioria das vezes sao pro-inflamatorios,
engquanto Aza, Azs estédo relacionados a atividades anti-
inflamatorias/imunomoduladoras (ABBRACCHIO et.al.,, 2009; FREDHOLM et.al.,
2001). A ativacdo de receptores A, promove aumento da proteina quinase A (PKA),
fosforilacdo de CREB (do inglés cAMP response element-binding protein), inibicao
da via do NF-xB (fator nuclear kappa-B) e, consequentemente, reducéo na producéo
de mediadores, como TNF-a, IL-1B8 e IL-6, e aumento da producdo de IL-10
(VARANI et al., 2011).

No que diz respeito a presenca desses receptores nos diferentes tipos
celulares, macréfagos podem expressar todos os subtipos de receptores Pl a
depender do seu estado de ativagdo. Quando ndo ativados possuem uma menor

expressao de receptores A,, entretanto, ligantes de receptores do tipo Toll, como o



33

LPS, sdo o6timos indutores da expressdo desses receptores (KOBIE et al., 2006;
ELSON et al., 2013; STREITOVA et al., 2010).

Panther e colaboradores (2001) demonstraram que células dendriticas
humanas imaturas apresentam RNAmM para os receptores A;, Aa € Az, mas nao
para Ags. J& dendriticas maduras apresentam RNAm predominante para receptores
do tipo A,. A ativacao de receptores A; ja foi relacionada a inibicdo da producéo de
IL-12 por dendriticas, influenciando na diferenciacéao de células T para o fenétipo Tyl
(HAAG et al., 2007; LINDEN e CEKIC, 2012).

Linfocitos B humanos expressam todos os tipos de receptores de adenosina
(SAZE et al., 2013), enquanto em linfocitos T ha predominio de receptores do tipo
Aza relacionados a inibicdo da producao de IL-2, TNF-a e IFN-y por essas células
(LINDEN e CEKIC, 2012). De maneira interessante, em linfocitos T regulatérios a
ativacdo de receptores A,a promove expansdo dessas células e aumento da
expressdo de CTLA-4 e PD-1, moléculas essas relacionadas a modulacdo da
resposta imune (KINSEY et al., 2012; OHTA et al., 2012).

Os efeitos da adenosina em modelos envolvendo o processo inflamatorio, na
maioria das vezes, estdo relacionados aos receptores do tipo A,. Estudos
relacionados a inflamacdo pulmonar revelaram efeitos anti-inflamatérios de
agonistas seletivos de receptores A,n em modelos de isquemia-reperfusédo
(SHARMA et al., 2009) e em modelo de pleurisia induzida por carragenina
(IMPELLIZZERI et al., 2011). O papel desses receptores também ja foi relacionado a
uma reducdo de células inflamatérias no lavado broncoalveolar (LBA) durante a
inflamacdo das vias aéreas induzida por alérgenos (BONNEAU et al., 2006;
FOZARD et al., 2002).

Conforme previamente comentado, a formacdo da adenosina extracelular é
dependente de duas enzimas conhecidas: CD39 e CD73. A molécula CD39 foi
inicialmente descrita como marcador de ativacdo expresso em ceélulas B
(MALISZEWSK et al., 1994), porém, outros estudos demonstraram sua expressao
em células T, NK, mondcitos e células dendriticas. Além disso, essa enzima participa
da adeséo celular e secrecéo de citocinas (DWYER et al., 2007). Ja a proteina CD73
€ encontrada em inameros tecidos como cérebro, figado, rins, coracédo e pulméao, em
leucdcitos derivados do sangue periférico, baco, timo e linfonodos (THOMPSON et
al., 2004).
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Em camundongos, ambos os linfocitos T e B, células endoteliais, granulécitos
e mondcitos expressam CD73 (FLOGEL et al., 2012). Em linfocitos Treg murinos a
enzima CD73 é altamente co-expressa com CD39, sugerindo que a producao de
adenosina possa ser um importante mecanismo de regulacdo utilizado por estas
células (DEAGLIO et al., 2007).

A influéncia do CD39 e CD73 na resposta imune tem sido demonstrada em
diversos modelos de estudo. Em macréfagos, a auséncia de CD39 ocasiona
acumulo de ATP, estimulando essas células a produzirem citocinas pro-
inflamatorias, como IL-18, IL-18, IL-6 e TNF-a (PETROVIC-DJERGOVIC et al., 2012;
LEVESQUE et al., 2010). Zanin e colaboradores (2012) demonstraram que
macrofagos M1 possuem menor expressdo de CD39 e CD73 e degradam menos
ATP, enquanto macréfagos M2 possuem maior atividade dessas enzimas gerando
um ambiente rico em adenosina.

Células dendriticas murinas e humanas co-expressam CD39 e CD73, bem
como receptores funcionais de ATP e de adenosina (BEN ADDI et al.,, 2008;
WILSON et al., 2009; SILVA-VILCHES, RING e MAHNKE, 2018), e por isso sao
sensiveis aos nucleotideos e nucleosideos presentes no ambiente extracelular.
Estudos revelaram que a adenosina é capaz de reduzir a migragédo de DCs e inibir a
producdo de citocinas e quimiocinas por essas células (HOFER et al.,, 2003;
PANTHER et al., 2003).

A molécula CD73 também esta envolvida na diferenciagcdo de células
dendriticas, visto que a ativacdo de receptores Ays pode induzir um fendtipo
tolerogénico caracterizado por aumento de citocinas como IL-6 e IL-10, bem como
expressdo de COX-2 e arginase-2 (NOVITSKY et al., 2012). Além disso, a
expressdo de CD73 em DCs foliculares é importante para a interacdo entre DCs e
células B do centro germinativo, sugerindo um papel regulador dessa molécula na
maturacdo das ceélulas B (AIRAS e JALKANEN, 1996; AIRAS, 1998).

Estudos utilizando camundongos deficientes para CD73 demonstraram o
papel protetor critico dessa molécula em modelos de colite e artrite (BYNOE et al.,
2012; CHROBAK et al., 2015; FLOGEL et al., 2012). Em modelo de colite, induzida
por Dextran Sulfato de Sodio, camundongos deficientes de CD73 sao altamente
suscetiveis a doenca. Esses animais exibiram perda pronunciada de peso e
aumento da permeabilidade intestinal. Além disso, o epitélio do célon exibiu

expressdo aumentada de TLR9, niveis aumentados de IL-1B e TNF-a e ativacao
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constitutiva de NF-kB, demonstrando que a presenca de CD73 é fundamental para
regulacao as respostas imunes do célon (BYNOE et al., 2012).

Em modelo de artrite a deficiéncia de CD73 induz uma maior producédo de
citocinas pro-inflamatérias no tecido articular, além de induzir aumento das
respostas das células Tyl e maior destruicdo das articulagcbes (CHROBAK et al.,
2015). Flogel e colaboradores (2012) comprovaram que a molécula de CD73 pode
ser explorada farmacologicamente para tratamento da artrite. Nesse estudo, 0s
pesquisadores desenvolveram um pro-farmaco, agonista do receptor Aza, clivado
preferencialmente nos tecidos que expressam o CD73 e o receptor Aza. Neste
estudo, a alta expressao dessas moléculas em leucécitos sinoviais nesse modelo
(artrite induzida por carragenina) permitiu a eficacia do tratamento evidenciando o
sistema purinérgico como uma futura abordagem terapéutica para tratamento de
doencas de carater inflamatorio.

A acdo anti-inflamatéria do farmaco metrotexato (MTX) ja foi associada a
enzimas envolvidas na geracdo de adenosina extracelular. Montesinos e
colaboradores (2007) demonstraram que a molécula CD73 regula a eficacia
terapéutica do MTX em modelo murino de atrite induzida por carragenina. Além
disso, a falta de resposta ao MTX em pacientes com artrite reumatoide juvenil ja foi
associada a baixa expressdo de CD39 em Tregs ocasionando uma producdo
reduzida de adenosina (PERES et al., 2015).

Diante disso, considerando as importantes propriedades biolégicas da
adenosina sobre o sistema imune, a descoberta de novos compostos capazes de
mimetizar seus efeitos ou atuar nos processos de producdo dessa molécula, torna-
se bastante promissora para o tratamento de diversos tipos de doencas relacionadas

a desordens imunoldgicas, podendo compor abordagens terapéuticas futuras.

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

Ao longo de milhares de anos os produtos naturais tém destaque no
tratamento de doencas, uma vez que 0 uso popular de plantas tem sido de grande
relevancia para introducdo de novos compostos quimicos na medicina moderna
(ELISABETSKY, 2003; FILHO e YUNES, 1998). Cerca 77% das substancias
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quimicas extraidas sao provenientes de plantas utilizadas na medicina popular
(FROHLICH et al., 2010).

Nesse contexto, o Brasil se destaca visto que dispde da maior biodiversidade
genética de plantas no mundo. Ja foram catalogadas mais de 55.000 espécies que
sdo aproveitadas em diversos tratamentos, seja através da cultura popular ou por
apresentarem-se como fonte de produtos naturais biologicamente ativos, ou ainda
como protétipo para a sintese para muitos farmacos (GUERRA e NODARI, 2010).

A utilizacao de plantas medicinais pela populacao para fins terapéuticos torna-
se entdo um grande incentivo para pesquisadores e para a industria farmacéutica
direcionando a pesquisa de novos medicamentos e desvendando 0os mecanismos de
acado desencadeados pelos compostos vegetais (SOUSA et al., 2008; QI, WANG e
YUAN, 2011).

Em relacdo as desordens imunoldgicas, as plantas medicinais tém um
historico notavel (GERTSCH, 2008). De todos os 51 medicamentos anti-inflamatorios
lancados entre os anos 1981 e 2010, 13 sdo derivados de produtos naturais
(NEWMAN e CRAGG, 2012). Além disso, diversas espécies tém demonstrado
capacidade de alterar o sistema imunoldgico, principalmente através da regulacao
de moléculas mensageiras tais como citocinas, moléculas de adesao, 6xido nitrico,
horménios, neurotransmissores e outros peptideos (SPELMAN et al., 2006). Como
exemplos é possivel citar Matricaria chamomilla L. (Asteraceae), Arnica montana L.
(Asteraceae), Salix alba (Salicaceae), Curcuma longa L. (Zingiberaceae), e Zingiber
officinale (Zingiberaceae). Todas estas jA demonstraram efeitos em distarbios de
carater imunologico (CALIXTO OTUKI e SANTOS, 2003; SHAH et al., 2011).
Apesar disso, até o momento, ndo ha relatos de espécies vegetais que atuam
diretamente na via de producdo da adenosina. Assim, este trabalho apresenta
grande relevancia uma vez que busca investigar a acdo de um extrato vegetal

(denominado provisoriamente de GGA), na modulagéo do sistema imune.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as propriedades imunomoduladores do extrato GGA in vitro bem como

sua acdo no tratamento da alergia pulmonar induzida por ovalbumina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- In vitro:

e Determinar a citotoxicidade do extrato GGA em macrofagos, células dendriticas e

esplénicas;

e Avaliar a influéncia do extrato GGA na producdo de mediadores da resposta

imune (NO e citocinas) em macréfagos e células dendriticas

e Determinar a influéncia do tratamento com GGA sobre a expressao de moléculas
co-estimulatérias (CD80, CD86 e CD40) e MHCII em células dendriticas;

e Avaliar a acdo do extrato sobre a expressdo da ectonucleotidase CD73 em

macrdéfagos, células dendriticas e linfocitos T e B;

e Verificar o envolvimento da ectonucleotidase CD73 e dos receptores de

adenosina nos efeitos imunomoduladores do extrato.

-In Vivo:

e Avaliar a eficacia do tratamento oral com o extrato GGA utilizando modelo de

alergia pulmonar induzida por ovalbumina (OVA) através dos seguintes

parametros:

v

Contagem de células totais, eosindfilos e neutrofilos no lavado
broncoalvelar (LBA);

Avaliacdo do infiltrado celular e producdo de muco por células
caliciformes;

Producdo de citocinas no sobrenadante do homogenato do tecido
pulmonar;

Atividade de EPO e MPO no homogenato do tecido pulmonar;

Niveis séricos de IgE e IgG2a especificos anti-OVA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo consistiu na realizacdo de ensaios in vitro que avaliaram
as propriedades imunomodulatérias e o possivel mecanismo de acao induzido pelo
extrato vegetal GGA. ApoOs esta etapa o extrato foi utilizado para os ensaios in vivo,

conforme esquema abaixo:

PREPARO DO EXTRATO

- Alergia pulmonar induzida
Selecdo das por OVA
concentracées ndo toxicas

Soro

MTT-J774A1,0Cs e Anticorposanti-OVA
esplendcitos Lavado broncoalveolar

Atividade anti-inflamatdria

Contagemde leucdcitos

NO ecitocinas
Coestimuladores Tecido Pulmonar
Mecanismos de Acdo
Analise Histologica (HE e
PAS)

Homogenato do Pulméo

Citocinas
Atividade EPO e MPO

Ccon73

i

Bloqueio Ar (NO)

Figura 6. Delineamento experimental com as etapas in vitro e in vivo.

Assim, 0s ensaios in vitro foram organizados em duas etapas. A primeira
constituiu-se da avaliacdo da toxicidade células para determinar as concentracoes a
serem utilizadas. Para isso, foram utilizados macrofagos murinos da linhagem
J774A.1, bem como culturas primarias de células dendriticas e esplendcitos obtidos
de camundongos BALB/c. Foram testadas 3 concentragdes, em triplicata, do extrato
GGA (100, 50 e 25 pg/mL).

Estabelecidas as concentracdes, determinou-se a influéncia do extrato GGA

sobre a producdo de mediadores inflamatorios (NO e citocinas) bem como sobre a
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expressdo de moléculas co-estimuladoras e de ectonucleotidases nas células
descritas acima. Todos os ensaios foram repetidos no minimo duas vezes .

Apoés a determinacdo da atividade anti-inflamatéria/imunomodulatéria e dos
mecanismos envolvidos nesta resposta, foi realizado o teste in vivo utilizando o

modelo de alergia pulmonar induzida por OVA.

4.2 PREPARO DO EXTRATO

Tendo em vista o interesse em continuar a investigacdo das diversas acfes
do extrato, bem como a possibilidade de identificacdo do composto responsavel e o
possivel depdsito de patente, o extrato teve seu nome preservado, sendo atribuido
ao mesmo o nome fantasia GGA. O extrato foi fornecido pelo Professor Dr. Ademar
Alves da Silva Filho e sua equipe do Nucleo de Identificacdo e Isolamento de
Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF).

O material vegetal foi lavado com &gua corrente e posteriormente levado a
estufa a 45°C para realizagcdo do processo de secagem por trés dias. Apds a
secagem, esse material foi triturado em moinho de facas (100g) e submetido a
maceracdo com etanol: agua (8:2 v/v) por duas semanas. Apés filtracdo, a solugéo
foi transferida para baldes de fundo redondo e concentradas com auxilio de
rotaevaporador a temperatura de 40 + 5 °C fornecendo cerca de 8 g do extrato.
Todas as analises quimicas relativas a caracterizacdo do extrato ja foram realizada
pela equipe do NIPPAN.

Para realizacdo dos ensaios in vitro o extrato foi solubilizado em
dimetilsulféxido (DMSO, Vetec) e diluido em meio de cultura RPMI-1640 (do inglés
Roswell Park Memorial Institute Medium, GIBCO) ou DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, GBICO), conforme o tipo celular a ser tratado. A concentracéao final
maxima de DMSO utilizada para esses ensaios foi de 0,1% no poco.

Para os ensaios in vivo, o extrato foi solubilizado em 5% de DMSO, diluido em

agua e administrado por gavagem (100 pL).
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4.3 LINHAGENS CELULARES

Foi utilizada a linhagem J774A.1 (macréfagos murinos/BALB/c) (ATCC® TIB-
71 TM) para determinacdo da citotoxicidade e mecanismos imunomoduladores do
extrato GGA.

4.3.1 Cultivo celular

A linhagem de J774A.1 foi cultivada em garrafas de cultura de 25 cm?®
(SARSTEDT) em meio DMEM (GBICO), suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB, GIBCO) e 1% de antibidtico contendo penicilina (100 U/mL, GBICO) e
estreptomicina (1 pg/mL, GBICO). As células foram mantidas em estufa incubadora
umidificada a 37°C, com atmosfera de 5% de COz2.

A cada dois ou trés dias foi realizada a troca do meio de cultura, e as células
foram monitoradas até alcancarem confluéncia de aproximadamente 80%. Neste
ponto, as células foram transferidas para garrafas maiores de 75 cm?® (SARSTEDT)
ou utilizadas nos ensaios.

Considerando que as células sdo aderentes, a transferéncia para garrafas

maiores foi realizada com o auxilio de suporte plastico (cell scraper — SARSTED).

4.4 ANIMAIS

Foram utilizadas fémeas de camundongos BALB/c, com idade entre 8-12
semanas. Todos os animais sao provenientes do Centro de Biologia da Reproducao
(CBR) da UFJF, e foram mantidos no biotério do Centro de Tecnologia Celular e
Imunologia Aplicada (Imunocet), do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFJF,
com agua e comida ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Os procedimentos realizados estdo de acordo com o preconizado pelo Cédigo
Brasileiro para Utilizagdo de Animais de Laboratorio, tendo sido aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFJF, sob o nimero de protocolo
017/2018.
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4.4.1 Culturas primarias de células dendriticas (DC)

Para estes ensaios, as células dendriticas foram diferenciadas a partir de
células da medula 6ssea seguindo recomendacfes previamente descritas, com
adaptacdes (INABA et al., 1992; THOME et al., 2014).

Camundongos BALB/c foram eutanasiados através da dose letal de solugéo
de Ketamina (90 mg/Kg, Syntec) e Xilazina (10 mg/Kg, Agener Unido) por injecao
intraperitoneal. Em seguida, os fémures foram coletados e as extremidades dos
ossos foram cortadas com tesoura cirargica estéril. As células da medula foram
entdo extraidas através de injecao de 5 mL de PBS gelado, de forma a remover toda
a medula éssea do interior do 0sso. A suspensfes celulares obtidas foram entéo
centrifugadas (1500 RPM, 5 minutos a 4°C), contadas e ressuspendidas em RPMI-
1640 completo (suplementado com 10% de SFB, 1% de antibidtico, contendo
penicilina (100 U/mL, GBICO) e estreptomicina (1 pug/mL, GBICO), e 25 ng/mL da
citocina recombinante GM-CSF (Fator Estimulador de Colbnia de Granulocitos e
Macrofagos - Peprotech). Em seguida as células foram semeadas em placas de petri
(100mm) na concentracdo de 10’ células/placa, em um volume de 7 mL, e mantidas
em incubadora por 7 dias, a 37°C, 5% de CO..

No terceiro dia foram adicionados as placas 5 mL de meio RPMI-1640
completo, acrescido de 20 ng/mL de GM-CSF. No quinto dia, as células foram
centrifugadas e foram descartados 4 mL de sobrenadante e adicionados 5 mL de
meio completo, acrescido de 20 ng/mL de GM-CSF. O mesmo procedimento foi
realizado no 7° dia.

No 10° dia de cultura, as células ndo aderentes foram removidas e analisadas
por citometria de fluxo para analise do marcador de superficie CD11c. O protocolo
de citometria de fluxo esta descrito no item 4.6.3.

Apos a diferenciacdo, a contagem foi realizada em camara de Neubauer
através de diluicdo (1:50) em corante de viabliidade Azul de Tripan (Sigma). As
células dendriticas foram entdo semeadas (10°/poco) para realizacdo dos ensaios.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.4.2 Culturas de esplendcitos

Para extracdo de células esplénicas os bacos dos animais eutanasiados para
0 experimento anterior foram extraidos utilizando material cirdrgico estéril e
macerados em 10 mL de PBS gelado com auxilio de peneiras de aco estéreis. Apos
a maceracao, o material foi centrifugado (1500 RPM por 10 minutos, 4°C) e o “pellet”
foi ressuspendido e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente em tampéo
ACK (Ammonium-Chloride-Potassium - 1% KHCO3; e 8% NH4Cl em agua destilada)
para a lise osmotica de eritrécitos. Apos a lise, foram realizadas duas lavagens com
tampdo PBS para neutralizacdo do ACK. Em seguida, as células resultantes foram
ressuspendidas em 2 mL de RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB e 1% de
antibiotico 100 Ul/mL contendo penicilina (100 U/mL, GBICO) e estreptomicina (1
pug/mL, GBICO). A contagem das células em camara de Neubauer foi realizada ap6s
a diluicdo (1:100) de uma aliquota da suspensdo de células no corante Azul de
Tripan (Sigma). Os esplendcitos foram entdo semeados (10° células/poco) para

realizacdo dos ensaios. Todos 0s ensaios foram realizados em triplicata.

4.5 ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

4.5.1 Avaliacéo da viabilidade celular em culturas de células J774A.1 expostas

ao extrato GGA

A citotoxicidade do extrato GGA, na linhagem de J774A.1, foi determinada
pelo método MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio). Esse
reagente de cor amarelada é reduzido a um composto roxo, conhecido como
formazan, por meio da acdo de desidrogenases mitocondriais. Esta reducdo é
indicativa de viabilidade celular (RISS et al., 2013).

Assim, as células foram cultivadas em garrafas, até atingirem a confluéncia
necessaria, e removidas conforme previamente descrito no item 4.3.1. Em seguida,
realizou-se a contagem em camara de Neubauer, utilizando corante Azul de Tripan
(Sigma), e as células foram transferidas para placas de 96 pocos de fundo chato

(10° células/poco) (SARSTEDT). Apds 24 horas de aderéncia o meio de cultura foi
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retirado para a remocéo de células mortas. Foram adicionados 200 uL de meio de
cultura DMEM suplementando (2% de SFB e 1% de antibiotico) contendo o extrato
GGA em diferentes concentragfes (100, 50 e 25 pg/mL), com e sem a presenca de
estimulo LPS de Escherichia coli (1 ug/mL). Como controles foram utilizadas células
nao tratadas com GGA.

Apbs 48 horas de incubacéo, todo o sobrenadante foi retirado para adicdo de
100 pL de solucédo de meio de cultura DMEM contendo 10% (v/v) do reagente de
MTT 5mg/mL (Invitrogen). A placa foi incubada por mais 2 horas e 30 minutos, a
37°C, 5% CO,. Novamente o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan
foram solubilizados em DMSO (100ul). Os valores de absorbancia foram
determinados em espectrofotbmetro (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA), com
comprimento de onda de 595 nm (RISS et al.,, 2013). Os resultados obtidos das
células tratadas com os extratos foram comparados com a absorbéncia dos

controles néo tratados, que foram considerados como 100% de viabilidade celular.

4.5.2 Avaliacéo da viabilidade celular em culturas primarias de células

dendriticas e esplénicas expostas ao extrato GGA

Células dendriticas e esplénicas foram obtidas conforme descrito nos itens
4.4.1 e 4.4.2. Essas células foram semeadas em placas de 96 pocos de fundo em
“U” (SARSTEDT) nas respectivas concentracdes de 10°células/poco e 10°
células/poco. Em seguida, as células dendriticas foram estimuladas com LPS (1
pMg/mL) para maturagdo e simultaneamente incubadas com o extrato nas
concentracdes de 100, 50 e 25 pg/mL em meio de cultura RPMI-1640 completo. As
células esplénicas foram incubadas com meio de cultura RPMI-1640 completo
contendo o extrato GGA nas mesmas concentragcdes. Foram realizados controles
nao tratados e ndo estimulados (apenas meio de cultura) para ambos os tipos
celulares. As células foram incubadas respectivamente por 48 e 72 horas em
incubadora a 37°C, 5% CO..

Apés o periodo de incubagdo, todo o sobrenadante foi retirado e em cada
poco foram adicionados 100 pL de solucéo de meio de cultura contendo 10% (v/v)
do reagente de MTT 5mg/mL (Invitrogen) em RPMI-1640. A placa foi incubada por
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mais 2 horas e 30 minutos, a 37°C, 5% CO,. Novamente o sobrenadante foi
descartado e os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO (100ul). Os
valores de absorbancia foram determinados em espectrofotdmetro (SpectraMax M2,
Molecular Devices, EUA), com comprimento de onda de 595 nm (RISS et al., 2013).
Os resultados obtidos das células tratadas com os extratos foram comparados com a
absorbancia dos controles nao tratados, que foram considerados como 100% de

viabilidade celular.

4.6 AVALIACAO DA ACAO IMUNOMODULADORA INDUZIDA PELO EXTRATO

GGA

A investigacao in vitro da atividade imunomoduladora do extrato consistiu na
determinacao da producdo de NO e de citocinas, além da avaliacdo da expressao de

moléculas de superficie.

4.6.1 Determinacédo de Nitritos

Para a determinacado da producdo de NO, a linhagem de J774A.1 foi cultivada
conforme descrito no item 4.3.1. Apds o tempo de aderéncia as células foram
estimuladas com LPS (1 pg/mL) ou LPS + IFN-y (0,45 ng/mL) e tratados com as
diferentes concentragdes do extrato GGA (100, 50 e 25 pg/mL).

Como medida indireta da producdo de NO realizou-se a dosagem de nitrito
pelo método de Griess. Para isso, 50 puL do sobrenadante das culturas foram
adicionados ao mesmo volume do reagente de Griess (Sulfanilamida 1% e alfa-naftil
etilenodiamina 0,1%). ApGs incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente, a
absorbancia foi determinada em espectrofotdbmetro a 540 nm. A quantidade de nitrito
(NOy) foi calculada através de uma curva padréo construida a partir de uma solugéo
de NaNO; (Nitrito de Sddio), na concentragéo de 200 uM (DING, NATHAN, STUER,
1988).

Para os ensaios que envolveram a adicdo de adenosine 5™-(a,3-methylene)
diphosphate (APCP, Sigma, 5 uM), cafeina (50 uM) e teofilina (50 uM) as células

foram pré-incubadas por 1 hora com 0os mesmos, solubilizados em meio DMEM. Em
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seguida as células foram estimuladas e tratadas com o extrato GGA (100 pg/mL).
Apébs 48 horas de incubacdo, o sobrenadante foi coletado para a determinacdo de

nitritos.

4.6.2 Determinacédo da producdao de citocinas

Para a determinagdo da producdo de citocinas frente ao tratamento com
GGA, células J774A.1 e células dendriticas foram estimulados com 1 pg/ml de LPS
e tratadas com as diferentes concentracbes do extrato. Apds 24 para DCs e 48
horas para macréfagos, o sobrenadante foi coletado e através de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) foram dosadas as citocinas IL-10, IL-6, IL-12p40 e
TNF-a. Para isso, foram utilizados kits comerciais (Becton & Dickinson) seguindo as
orientagfes do fabricante. A medida de absorbancia, em 450 nm, foi feita através de
espectofotbmetria (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA). As amostras foram
guantificadas em comparacdo a curva-padrdo construida com quantidades

conhecidas das citocinas em questao.

4.6.3 Citometria de fluxo para avaliagcédo da expressdo de marcadores de

superficie

Apbs 24 horas de incubacdo com o extrato GGA, conforme descrito para
todos os tipos celulares, as placas contendo células foram lavadas com 200 uL de
tampéo de FACS (PBS com 1% de SFB e 0,09% de NaNO3) gelado. Para isso, cada
poco foi homogeneizado com a pipeta a fim de que as células fossem
ressuspendidas nesta solucdo. O conteudo foi transferido para uma placa de fundo
em ‘U’ e a mesma foi centrifugada a 1200 RPM por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi removido por inversédo rapida da placa. O processo foi repetido
duas vezes.

As células foram incubadas por 30 minutos com soro de camundongo 2%
(v/v) em tampdo de FACS, para bloguear possiveis ligacbes inespecificas dos
anticorpos aos receptores Fc. Ap6s o tempo de blogueio, as placas foram
centrifugadas e foram adicionados 20uL/pog¢o de solugdo de tampao de FACS,

acrescidos de 0,3ug de anticorpos de superficie (Quadro 1). Seguiu-se entdo uma
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incubacédo por 30 minutos a 4°C e em seguida foram acrescentados 200 pL/pogo de
tampédo de FACS. As células foram entdo lavadas por duas vezes, ressuspendidas
em 150 pL de tampédo de FACS e transferidas para tubos especificos (Becton &
Dickinson). As amostras foram coletadas em citdbmetro de fluxo FACScanto I
(Becton & Dickinson) onde 30.000 eventos foram adquiridos.

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software Flowjo.
Primeiramente foi realizada a exclusdo de “doublets” e “debris” celulares. Em
seguida, a zona de células foi demarcada de acordo com o tamanho (FSC) x
granulosidade (SSC) caracteristicos das células e a média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) de cada marcador foi determinada.

Quadro 1. Anticorpos utilizados para ensaios de citometria de fluxo.

ANTICORPO CLONE FLUOROCROMO
Anti-CD73 MF23 APC
Anti-CD86 GL1 BVv241
Anti-CD80 16-10A1 PerCP Cy5.5
Anti-CD11c HL3 PECy7
Anti-MHCII 2G9 BB515

Anti-CD3 145-2C 11 APC Cy7
Anti-CD8 53-6.7 PerCP
Anti-CD19 eBiolD3 PE
Anti-CD40 3/23 PE

4.7 MODELO DE ALERGIA PULMONAR EXPERIMENTAL

4.7.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais de 12 animais
conforme os procedimentos adotados: Grupo Controle (CN) no qual nao foi realizado
nenhum procedimento; Grupo Alergia Pulmonar (AP), que foram sensibilizados e
desafiados com OVA; Grupo GGA (GGA), sensibilizados, desafiados com OVA e

tratados por administragéo oral com GGA na dose de 150 mg/Kg (Quadro 2).
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Quadro 2. Grupos de animais utilizados no protocolo, de acordo com o0s
procedimentos adotados.

Grupo | Inducao de Alergia pulmonar Tratamento oral com GGA
CN - -
AP + -

GGA + +

4.7.2 Inducado do modelo de alergia pulmonar experimental

A inducado da alergia pulmonar foi realizada através de duas sensibilizacGes
por meio de injecdo intraperitoneal contendo 3 pg de OVA (Grade V, Sigma-Aldrich
Corp) e 1 mg de hidréxido de aluminio, que ocorreram nos dias 0 e 14 do protocolo.
Nos dias 21, 23, 25, 27 e 29 ap0s a primeira sensibilizacdo, os animais foram entao
desafiados através de nebulizacdo com OVA 1% em PBS por 20 minutos. A
administracdo oral do extrato GGA foi realizada por gavagem nos dias 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28 e 29 do protocolo (figura 7). Apés 24 horas da ultima nebulizacao
os animais foram eutanasiados através da dose letal de Ketamina (90 mg/Kg,
Syntec) e Xilazina (10 mg/Kg, Agener Unido) por via intraperitoneal, e as amostras

bioldgicas foram obtidas.

Tratamento com GGA

llHlHH

DIAS 0 14 22 23 24 25 26 27 28 29 30
= Avaliacio
A ./_\ A A A & & Experimental
Sensibilizacdo com OVA Desafios com OVA 1%
(Injecéo intraperitoneal) (Nebulizactes)

Figura 7. Protocolo de Sensibilizagcdo com OVA e tratamento com o extrato.

4.7.3 Obtencdo do material biologico

Apos 24 horas do ultimo desafio, todo o material biolégico foi obtido. Os
grupos experimentais, formados por 12 animais, foram divididos em duas partes

iguais, sendo a primeira utilizada para a coleta de sangue e LBA, e a segunda para a
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coleta de pulmdes utilizados na andlise histopatolégica e homogenato pulmonar,
conforme descrito abaixo.

Para a primeira parte dos animais, apos a administracdo de dose letal de
Ketamina (90 mg/Kg, Syntec) e Xilazina (10 mg/Kg, Agener Unido) por via
intraperitoneal, foi realizada a puncdo cardiaca para coleta do sangue. O soro foi
separado por centrifugacdo a 14000 rpm por 1 minuto e armazenado a -80°C para
posterior dosagem de anticorpos. Ja o LBA foi coletado através da insercao de
sonda (CPL Medical's) na traqueia seguida por 3 lavagens dos pulmdes com 1 mL
de tampdo PBS que foi coletado posteriormente (NEUHAUS-STEINMETZ et al.,
2000).

Nos animais da segunda parte , ap0s a anestesia, foi realizado o rompimento
do diafragma e o tecido pulmonar foi lavado com 10 mL de PBS gelado para coleta
dos lobos pulmonares. O lobo superior direito foi fixado em formol tamponado a 10%
para analise histopatolégica, e o0s lobos restantes foram armazenados
individualmente em eppendorfs, a -80°C, para obtencdo do homogenato do tecido

pulmonar, utilizado para dosagem de citocinas e atividade de EPO e MPO.

4.7.4 Contagem de leucécitos no LBA

Foi realizada a contagem total de células no LBA por meio da diluicdo (1:10)
em corante Turk (Sigma-Aldrich) utilizando cadmara de Neubauer. Para a contagem
especifica de leucocitos o sedimento foi obtido através de cytospin. Neste processo
1 x 10° células foram citocentrifugados a 200 x g, por 5 minutos & temperatura
ambiente, de forma a aderirem em uma lamina histolégica. Apés secagem, as
laminas foram coradas com Pandtico rapido (Laborclin Ltda) e foram contadas 300

células/lamina em microscopio 6tico (aumento de 400x).

4.7.5 Analise histopatoldgica

Para analise histoldgica, os lobos pulmonares esquerdos foram fixados por 24
horas em solucdo de formol tamponado, e ap0s os procedimentos padrdes de
inclusdo em parafina, foram realizados cortes semi-seriados de 4um de espessura.

Os cortes em laminas foram desparafinizados, hidratados e corados pela
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hematoxilina e eosina (HE) (EasyPath, S&o Paulo, Brasil) para as analises
morfoldgicas, e com Acido periddico de Shiff (PAS) (Easypath — Erviegas Ltda) para
analise da producdo de muco.

As analises morfologicas foram realizadas utilizando microscépio Olympus
(BX53F) e as imagens foram capturadas por uma camera Olympus DP73 nos
aumentos de 100 e 200 vezes. As areas peribronquiolar e perivascular foram
avaliadas conforme o grau do infiltrado celular inflamatério, onde foram atribuidos
escores de 0 a 5 para cada campo, conforme descrito no quadro 3 (GOUVEIA et al.,
2012).

Quadro 3. Escore atribuido as areas peribronquiolar e perivascular conforme o
grau do infiltrado celular inflamatério.

Escore atribuido Caracteristicas
0 Auséncia de processo inflamatorio
1 Células inflamatérias esparsas
2 Uma camada de células inflamatorias ao redor da

estrutura avaliada

3 Um anel de células inflamatérias contendo 2 a 4 camadas
4 Aglomerado de células inflamatorias ao redor da estrutura
5 Infiltrado inflamatério intenso

A avaliacdo da producdo de muco por células caliciformes (colora¢do com Acido
periodico de Shiff (PAS) (Easypath — Erviegas Ltda), foi avaliada através da
contagem do numero de células PAS positivas por 100 um2 de tecido pulmonar, em
aumento de 400X

4.7.6 Obtencdo do homogenato pulmonar

Para a obtencdo do homogenato pulmonar, foram macerados 100 mg de tecido
pulmonar em 1 mL de PBS com 0,05% de Tween 20 e inibidores de proteases (0,1
mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil, 0,1 mM de cloreto de benzetonio, 10 mM de
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), 2 uL de aprotinina A). O material foi

centrifugado por 15 minutos a 3000 rpm a 4 °C e o sobrenadante armazenado a -
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80°C para dosagem posterior de citocinas através de ELISA. O sedimento do tecido
pulmonar foi utilizado para a determinagéo da atividade da EPO e MPO.

4.7.7 Dosagem de citocinas no homogenato do tecido pulmonar

O sobrenadante do homogenato do tecido pulmonar obtido, conforme descrito
anteriormente, foi utilizado no ensaio enzimatico ELISA para as citocinas IL4, IL-5,
IL-9 e TSLP (BD OptEIA, BD Biosciences, EUA), IL-13, IL-25, IL-33 e quimiocina
CCL11 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) de acordo com instru¢cdes de
fabricante. As leituras foram realizadas conforme descrito no item 4.6.2.

4.7.8 Determinacédo da atividade das enzimas EPO e MPO

O sedimento do homogenato pulmonar foi utilizado para a determinacdo da
atividade das enzimas EPO e MPO. Apés a lise das heméacias, as amostras foram
centrifugadas a 440 x g, por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e 0
sedimento ressuspendido em 1,9 mL de hexadeciltrimetil de aménio (HTAB) 0,5%
em PBS. As amostras foram congeladas 3 vezes em nitrogénio liquido e
centrifugadas novamente nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

Em uma placa de 96 pocos, para andlise da atividade de EPO, foram
adicionados 50 pL do sobrenadante do homogenato pulmonar juntamente com 50 pL
de substrato contendo 1,5 mM de ortofenilo-diamina (OPD) em tampéo tris-HCL
0,075 mM (pH=8,0) acrescido de 6,6 mM de H,O, As amostras foram incubadas por
30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reagé&o foi interrompida com
50 pL de H,SO4 1M e a medida de absorbéancia, em 450 nm, foi feita através de
espectofotbmetria (SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA).

Para determinacdo da atividade de MPO, de forma semelhante, foram
adicionados/poco 50 pL do sobrenadante do homogenato juntamente com 50 pL de
OPD 6mM em tampdo citrato a 10 mM (pH=4,5) acrescido de H,0,. A reacéo foi
interrompida com 50 pL de H,SO4 1M e a leitura foi realizada conforme descrito

anteriormente.
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4.7.9 Dosagem de anticorpos no soro

A producdo de anticorpos de isotipo IgE e IgG2a especificos anti-OVA foi
determinada por ELISA. As placas foram inicialmente sensibilizadas com o antigeno
OVA (Sigma-Aldrich Corp, EUA) na concentracdo de 10 pg/mL, dillido em tampé&o
carbonato. Apés as etapas de lavagem as amostras de soro foram diluidas (IgE 1:20
e IgG2a 1:300) plaqueadas e incubadas por 18 horas a 4°C. Apds a lavagem, foram
adicionados anticorpos anti-IgE e anti-lgG2a biotinilados (Becton Dickinson, EUA) e
a revelacao foi realizada conforme instru¢gdes do fabricante. A quantificagdo foi
realizada por meio da densidade Optica (D0), em 492 nm, por espectofotdmetria
(SpectraMax M2, Molecular Devices, EUA).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados numéricos foram analisados por meio do programa estatistico
GraphPad Prism 7.00 (Graphpad Software, EUA), utilizando-se o teste ANOVA

seguido do pés-teste Dunnet. O nivel de significancia adotado foi de 5%.



52

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPERIMENTACAO IN VITRO

5.1.1 Influéncia do tratamento com GGA na viabilidade de células do sistema

imune

Para avaliar a citotoxicidade do extrato GGA, macréfagos (J774A.1) foram
tratados com diferentes concentra¢cdes do mesmo (100, 50 e 25 pg/mL), na auséncia
ou presenca de LPS, e incubados por 48 horas. Apds este tempo a viabilidade
celular foi determinada pelo método de MTT.

Conforme demonstrado na figura 8, nas concentracoes avaliadas, nao foi
observada nenhuma alteragdo no metabolismo do MTT tanto em células nao
estimuladas quanto naquelas estimuladas com LPS, sugerindo assim que o extrato

nao apresenta toxicidade celular nas concentragcdes empregadas.
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Figura 8. Efeito do tratamento com GGA na viabilidade celular de (A) macréfagos ndao
estimulados ou (B) macréfagos estimulados com LPS. Células J774A.1 foram incubadas com o
extrato GGA em diferentes concentragdes (100, 50 e 25 pg/mL) com ou sem estimulo com LPS
(1pg/mL). Apés 48 horas, a viabilidade foi determinada pelo método de MTT. O resultado foi expresso
em percentual de sobrevivéncia celular calculado comparativamente aos controles NE (células nao
tratadas) ou estimuladas e néo tratadas. (ANOVA/Dunnet).

Apesar de existirem diferencas de morfologia, sensibilidade a compostos e
variacdes de marcadores de superficie entre células de linhagem (como J774A.1) e
culturas primarias (como macrofagos derivados da medula) (CHAMBERLAIL et al.,
2008), os resultados apresentados estdo de acordo com estudos prévios, realizados

por N0SSo grupo, que ja demonstraram que o extrato GGA (em concentracdes de até



53

100 pg/mL) ndo afeta a viabilidade celular de macréfagos peritoneais oriundos de
camundongos C57BI/6 (dados nao apresentados).

Uma vez que o extrato ndo demonstrou toxicidade sobre macrofagos, sua
influéncia sobre a viabilidade de outras células do sistema imune também foi
avaliada. Para isso, células dendriticas maduras e esplendcitos, foram incubados
com extrato GGA por 48 e 72 horas, respectivamente. Conforme observado na

figura 9, o extrato GGA também néo afetou a viabilidade dessas células.

A

oy}

DCs Esplendcitos
150 7 150
5 _ 5 .
- T - —_
2100' glOO' I
® s
3 8
O ]
< s
© ©
T 50 = 501
2 z
K K
> >
0 T 0 T T T
NE LPS 100 50 25 NE 100 50 25
L ]
I | I |
LPS + GGA (ug/mL) GGA (pg/mL)

Figura 9. Efeito do tratamento com GGA na viabilidade de células dendriticas maduras (A) e de
células esplénicas (B). Células dendriticas maduras (estimuladas com 2lug/mL de LPS) e
esplendcitos foram tratadas com o extrato GGA em diferentes concentragdes (100, 50 e 25 pg/mL).
Apbs 48 e 72 horas, respectivamente, a viabilidade foi determinada pelo método de MTT. O resultado
foi expresso em percentual de sobrevivéncia celular calculado comparativamente ao LPS para células
dendriticas e ao controle NE (ANOVA/Dunnet).

5.1.2 Avaliacao da influéncia do extrato GGA na producdo de mediadores da

respostaimune

Diante da auséncia de citotoxicidade do extrato GGA nos diferentes tipos
celulares, a atividade imunomoduladora do extrato foi investigada. Para isso,
inicialmente determinou-se a producdo de NO por macréfagos da linhagem J774A.1
tratados com diferentes concentracbes do extrato. Neste ensaio, para potencializar a
producdo de NO, os macréfagos foram estimulados com LPS sozinho ou em
combinacdo com IFN-y. O LPS é uma potente endotoxina que compfe a parede
celular de bactérias gram-negativas e induz a ativacdo da resposta imune inata
(PECK et al., 2004; BJORKBACKA et al., 2004). Ja o IFN-y € uma citocina de perfil
Tul (pro-inflamatoria) capaz de ativar macrofagos e consequentemente potencializar
a producéo de NO estimulada pelo LPS (COX et al., 1992).
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Os resultados (Figura 10) demonstram que o tratamento com GGA induz uma
reducdo da producdo de NO por macroéfagos estimulados tanto com LPS quanto
com LPS+IFN-y. Além disso, quando ambos os estimulos foram utilizados
(LPS+IFN-y), o comportamento do extrato sobre a producdo deste mediador sugere

um efeito dose resposta.
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Figura 10. Influéncia do tratamento com GGA na produc¢do de NO por macréfagos estimulados.
Células J774A.1 foram estimuladas com LPS (A) ou LPS+IFN-y (B) e tratados com diferentes
concentracgdes (100, 50 e 25 pg/mL) do extrato GGA. Apds 48 horas a producao de nitritos (em pM)
foi determinada pelo método de Griess. ***p<0,001 em relacdo ao LPS ou LPS+IFN-y. #p<0,05 entre
as concentrag6es (ANOVA/Dunnet). NE (controle ndo estimulado e néo tratado).

O NO é um importante mediador inflamatorio, que atua como vasodilatador e
estimula a sintese de prostaglandinas proé-inflamatérias (GUZIK, KORBUT e
ADAMEK-GUZIK, 2003). Entretanto, a producédo exagerada de NO ja foi relacionada
a patologias como diabetes, glomerulonefrite, doencas reumaticas e outras (DUSSE
et al., 2003). Além disso, doencas inflamatorias do trato respiratério, como asma e a
sindrome do desconforto respiratorio aguda, sédo frequentemente caracterizadas por
apresentarem uma maior expressdo da enzima iINOS nas células do epitélio
respiratério e células do sistema imune, 0 que resulta em um aumento na producao
local de NO. Essa producdo excessiva leva a um metabolismo acelerado dessa
molécula, acarretando na producdo de espécies reativas de oxigénio que sao
potencialmente prejudiciais e resulta na ativacdo de COX1 e COX2, potencializando
o processo inflamatério (GASTON et al., 1994; GRISHAM, JOURD’HEUIL e WINK,
1999; ASANUMA et al., 2001). Dessa maneira observa-se que o NO pode contribuir
para a etiologia de doencas inflamatdrias e seu controle € extremamente desejavel.

Considerando que o extrato GGA foi capaz de reduzir significativamente a
producéo de NO, sua influéncia sobre a producéo das citocinas TNF-a, IL-12 e IL-6,

intimamente relacionados aos processos inflamatorios (ZHANG e AN, 2007), foi
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determinada em APCs. A acdo do extrato na producéo de IL-10, citocina de carater
anti-inflamatério/imunomodulatério, também foi averiguada.

Conforme esperado, o estimulo com LPS foi capaz de induzir uma
significativa producdo de citocinas tanto em macréfagos quanto em células
dendriticas quando comparada a células ndo estimuladas (Fig. 11 e 12),
confirmando sua acao estimuladora da resposta imune inata.

Em relacdo ao extrato, o tratamento com GGA foi capaz de reduzir
significativamente a producao das citocinas TNF-a, IL-12 e IL-6 enquanto aumentou
a producdo de IL-10 por macréfagos estimulados (Fig. 11). Estes resultados
confirmam a acado anti-inflamatéria do extrato ja sugerida através da producao de
NO. Além disso, a andlise da citocina IL-6 também revelou um efeito concentracédo
dependente (Fig. 11C). De um modo geral, o aumento desses mediadores por
macrofagos, associados a reducdo de IL-10, contribuem para a resposta
inflamatoria, e por isso compostos como o0 extrato GGA, capazes de modular a
secrecdo dos mesmos, podem ser de grande importancia para tratamento de
disturbios inflamatorios.

Conforme descrito na literatura, macréfagos sédo capazes de alterar
dinamicamente seus fenétipos, M1 e M2, a depender do microambiente. Macrofagos
M1, envolvidos na resposta inflamatéria, sdo grandes produtores de citocinas proé-
inflamatérias e NO, enquanto macréfagos M2 estdo envolvidos nos processos de
cicatrizacdo e resolucdo da inflamacéo e sédo grandes produtores de IL-10 (LOPES
et al.,, 2016). Além disso, estudos descrevem que macréfagos M1 produzem
tipicamente altas concentracdes de IL-12 e baixas de IL-10, enquanto macréfagos
M2 secretam altas concentracfes de IL-10 e baixas de IL-12 (VERRECK et al.,
2004; EDWARDS et al., 2006). Neste contexto, os resultados encontrados sugerem
gue o extrato poderia induzir a polarizacdo de macréfagos para o fenétipo M2, visto
gue desencadeou uma reducdo na producdo de mediadores inflamatérios, como IL-
12, e induziu aumento da producédo de IL-10. Apesar disso, mais estudos ainda

precisam ser realizados para confirmar essa proposigao.
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Figura 11. Influéncia do tratamento com GGA na producédo das citocinas TNF-a (A), IL-12 (B),
IL-6(C) e IL-10 (D) por macrofagos estimulados com LPS. Macrofagos (J774A.1) foram
estimulados com LPS e tratados com diferentes concentra¢des do extrato (100, 50 e 25 pg/mL). Apés
48 horas, a concentragdo de citocinas foi determinada no sobrenadante por ELISA. **p<0,005,
***n<0,001 em comparacdo ao LPS. ##p<0,05, ###p<0,0001 em comparagdo as diferentes
concentracdes (ANOVA/Dunnet). NE (controle ndo estimulado e n&o tratado).

Uma vez que o extrato foi capaz de modificar o perfil de citocinas produzidas
por macréfagos estimulados com LPS, sua acdo sobre células dendriticas,
importantes ativadoras e moduladoras do sistema imune, também foi avaliada. Para
isso, células dendriticas derivadas da medula 6ssea foram estimuladas com LPS e
tratadas como GGA. Apos 24 horas determinou-se a producdo de TNF-a, IL-12, IL-6
e IL-10.

Em concordancia com os resultados anteriores, o extrato GGA, em sua maior
concentracdo, também foi capaz de reduzir a producédo de IL-12 e TNF-a em células
dendriticas, mas, nestas células, ndo alterou de forma significativa a producéo de IL-
6. Apesar disso, em conformidade ao observado em macrofagos, o tratamento com
GGA induziu um aumento na producdo de IL-10 em suas maiores concentracoes

(figura 12), ressaltando o potencial modulador deste extrato.
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Figura 12. Influéncia do extrato na producéo das citocinas (A) TNF-a, (B) IL-12, (C) IL-6 e (D) IL-
10 por DCs. Células dendriticas foram maturadas com LPS e tratadas com diferentes concentracdes
do extrato (100, 50 e 25 pg/mL). Apds 24 horas, o sobrenadante foi recolhido para doseamento das
citocinas por ELISA. O resultado foi expresso em pg/mL e comparado com a producdo das citocinas
pelo controle estimulado e ndo tratado (LPS). ***p<0,0001 em comparacdo ao LPS (ANOVA/Dunnet).
NE (controle ndo estimulado e néo tratado)

A IL-6 é uma citocina envolvida, entre outras funcdes, na producdo de
proteinas de fase aguda, na diferenciacdo de linfocitos B, secrecdo de
imunoglobulinas proliferacdo de linfocitos T, além de ativar a cascata do
complemento (LOTZ, JIRIK e KABOURIDIS, 1988, EBERSOLE e CAPELLI, 2000).
Altos niveis de IL-6 estdo presentes na mucosa do intestino de pacientes com
doencas inflamatorias intestinais, e acredita-se que os maiores produtores nédo so de
IL-6, mas também de TNF-a e IL-1B, no intestino, sdo macrofagos ativados
juntamente com células epiteliais (REIMUND et al., 1996). Neste contexto, a grande
efetividade do extrato na modulacdo da IL-6 em macrofagos, evidencia seu potencial
no controle dos eventos descritos acima.

O TNF-a possui inumeras fungdes tais como induzir a produg¢do de outras
citocinas, a expressao de moléculas de adesao e gerar aumento da permeabilidade
no endotélio, acarretando em uma maior migracdo de células para o sitio da
inflamagéo (HEHLGANS et al., 2005). Estudos envolvendo a neutralizagéo de TNF-a

e IFN-y em modelos de colite experimental demonstraram que essas citocinas tem
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papel central no agravamento da doenca (POWRIE et al., 1994; MACKAY et al.,
1998; DOHI et al., 2001). Assim, compostos capazes de modular a producao destes
mediadores em conjunto, poderiam compor boas alternativas no tratamento de
desordens inflamatorias.

E importante notar que o tratamento com GGA apresentou grande influéncia
também sob a producdo de IL-12 em ambos 0s tipos celulares, e em macrofagos
essa producdo foi reduzida a niveis basais. E vélido destacar que a subunidade p40
da IL-12 (avaliada no presente estudo) também faz parte da IL-23, citocina que
contribui para a polarizacdo de linfocitos Tyl7, pode-se sugerir que o0 extrato
também possa modular esse perfil de resposta (WALDBURGER e FIRESTEIN,
2009). O bloqueio da subunidade p40, através de anticorpos monoclonais,
demonstrou eficacia notavel no tratamento de pacientes com doenca inflamatoria
intestinal e psoriase (SANDBORN et al., 2008; LEONARDI et al., 2008) tornando
ainda mais promissora as agdes do extrato.

De forma contraria a IL-12, a citocina IL-10 apresenta um papel regulatério,
sendo capaz de inibir a ativacéo de linfocitos visto que tem capacidade de reduzir a
producado de IL-12 (MACATONIA et al., 1993; HARRINGTON et al., 2006). Sabe-se
que a IL-10 também pode atuar blogueando a producdo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF-a por APCs, além de inibir a fagocitose limitando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (FIORENTINO et al., 1991, GAZZINELLI
et al., 1992).

Os resultados apresentados demonstram um papel regulador do extrato na
resposta imunoldgica, que pode estar correlacionado a producdo aumentada de IL-
10 por macrofagos e DCs, e que justifica a reducdo dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias, observados também por essas células, bem como a reducdo de NO
por macrofagos.

Aléem disso, ja foi demonstrado que DCs maduras (caracterizadas
fenotipicamente) que n&o produzem IL-12 s&o capazes de induzir a proliferagéo de
linfécitos T naive, mas esses linfocitos quando estimulados nédo sdo capazes de
exercer suas fungdes efetoras (SPORRI e SOUZA, 2005). A producéo elevada de
IL-10 por células dendriticas também € capaz de induzir a geracédo de linfocitos T
regulatorios (AKBARI, DEKRUYFF e UMETSU, 2001; WAKKACH et al., 2003;
SVENSSON et al., 2004).
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Esses dados indicam que o extrato poderia modular a funcdo de linfécitos
para um perfil regulador, reforcando suas propriedades imunomoduladoras.

5.1.3 Avaliagdo do tratamento com GGA na expressdo de moléculas co-

estimuladoras

As células dendriticas s@o as principais células apresentadoras de antigenos
aos linfécitos T (KRATHWOHL et al, 2006). Conforme ja explicitado, uma
apresentacao eficiente requer a presenca de moléculas de MHC associadas ao
antigeno, bem como a expressdo de moléculas co-estimulatérias, como o CD80 e
CD86. Sabe-se que a producéo de IL-10 é capaz de reduzir a expressao destes co-
estimuladores em dendriticas, reduzindo assim a capacidade de apresentacdo de
antigenos (BUELENS et al., 1995; CORINTI et al., 2001). Assim, uma vez que 0
extrato GGA aumenta a producao de IL-10, sua acdo sobre a expressédo de co-
estimuladores bem como das moléculas CD40 e MHCII também foi investigada.

De forma surpreendente, conforme observado na figura 13, o tratamento
induziu aumento na expressado de CD40 em dendriticas maduras (maturadas através
do estimulo com LPS), e ndo alterou de forma significativa a expressao de CD80.
Entretanto, em DCs imaturas, além do aumento da expressdo de CDA40, foi
observado aumento na expressédo de MHCII e CD80 (figura 14). Levando-se em
conta que DCs maduras séo caracterizadas por aumento transitorio na fagocitose
para a absorcdo eficiente do antigeno, aumento da expressao superficial das
moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86, CD40) e maior potencial migratério para
interacdo com células T (WEST et al., 2004; SOUSA, 2006), o extrato GGA parece
induzir a maturagdo de DCs uma vez que foi capaz de aumentar a expressdo de
marcadores de superficie.

E interessante considerar que estas células dendriticas tratadas com GGA
apresentam maior expressao de co-estimuladores, mas também um aumento na
producéo de IL-10 e reducdo de IL-12. Em conjunto, estes parametros sugerem que
estas células sejam capazes de apresentar eficientemente um antigeno especifico,
mas sob um contexto regulatorio (aumento de IL-10). Esse tipo de apresentacao
poderia resultar na ativacdo e/ou diferenciacdo de ceélulas T com perfil regulatorio
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especificas para determinado antigeno, o que é bastante desejavel no contexto de

modulacado de resposta imune.
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Figura 13. Influéncia do extrato GGA na expressdo de (A) CD80 e (B) CD40 em células
dendriticas maduras. DC foram maturadas com LPS e tratadas com diferentes concentracdes do
extrato (100, 50 e 25 pg/mL). Ap6s 24 horas, a expressdo dos marcadores, em células CD11C”, foi
determinada por citometria de fluxo. ***p<0,0001 em comparacdo ao LPS (ANOVA/Dunnet). NE:
controle néo estimulado e néo tratado.

A B
1507 1007
= * =
w w
= z
S 1001 °
ool 0
a a i
o ) 50
¥ ¥
S 501 a
- -
fa) fa)
S 9
0 T 0 T
NE 100 50 NE
c GGA (pg/mL) D GGA (pg/mL)
1500 7 400
* *
= = kel
w w
= s 300 x
— 10004 ;’
o — =4
T a ]
s o 200
+: 4
- o
S 500 s
— - -
a = 100
9 3
0 T 0 T
NE 100 50 NE 100 50
GGA (pg/mL) GGA (pg/mL)

Figura 14. Influéncia do extrato GGA na expresséo de (A) CD80, (B) CD86, (C) MHCII e (D) CD40
em células dendriticas imaturas. DC foram tratadas com duas concentracdes do extrato (100 e 50
pg/mL). Apds 24 horas, a expressdo dos marcadores, em células CD11C", foi determinada por
citometria de fluxo. *p<0,05; **p<0,05, ***p<0,0001 em comparacdo a NE (ANOVA/Dunnet). NE:
controle néo estimulado e néo tratado.
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5.1.4 Avaliacado da influéncia do extrato GGA na expressdo da molécula CD73

(ecto-5"-nucleotidase)

Diversos estudos tém correlacionado a produgao de adenosina com a indugéo
de genes de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10, e a redu¢do na transcricao de
genes de citocinas pro-inflamatorias, como IL-12, TNF-a e IFN-y, além de reducao
na producdo de espécies reativas de oxigénio (HASKO e CRONSTEIN, 2004;
CRONSTEIN et al., 1990; FREDHOLM et al., 1996). Neste contexto, Panther e
colaboradores (2003), demonstraram que, em células dendriticas humanas, o
tratamento com adenosina resulta na inibicdo da produgdo de TNF-a e IL-12,
enquanto aumenta a secrecdo de IL-10. Além disso, nesse mesmo estudo a
adenosina também aumentou a expressdo de CD80, CD86 e MHCII em DCs
imaturas e de CD80, MHCI e MHCII em DCs maduras (estimuladas com LPS).
Todas estas alteracfes resultaram em uma menor capacidade destas células em
induzir uma resposta de perfil T4l e foram correlacionadas a ativagédo de receptores
do tipo A,a presentes nas DCs.

Dessa forma, uma vez que, em células dendriticas, o extrato GGA também
reduz a producao de IL-12 e TNF-a associado a um aumento de IL-10 e expressao
de moléculas co-estimuladoras, é plausivel hipotetizar que os efeitos do extrato
estejam, de alguma forma, relacionados a producédo de adenosina. Assim, uma vez
gue a producdo de adenosina extracelular depende das enzimas CD39 e CD73, o
proximo passo foi determinar se o extrato € capaz de alterar a expressao destas
moléculas.

E importante ressaltar que dados anteriores de nosso grupo ja demonstraram
gue, em macrofagos peritoneais, o extrato GGA nédo induz alteracdo na expressao
da molécula CD39 (dados ndo apresentados). Assim, o presente estudo focou na
acao do extrato sobre a expressao da enzima CD73 tanto em APCs quanto em
linfcitos.

Conforme demonstrado na figura 15, o tratamento com GGA foi efetivo em
aumentar a expressdo da molécula CD73 tanto em macrofagos quanto em DCs,
independente do estimulo com LPS. Neste contexto, as células dendriticas parecem

ser mais sensiveis ao extrato visto que o aumento na expressdao de CD73 ocorreu
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em todas as concentracdes avaliadas, enquanto em macréfagos esse aumento sé
foi percebido nas duas maiores concentragdes.

Resultados semelhantes também foram observados em linfécitos B (Figura
16A) e linfécitos T (Figura 16B) nos quais o tratamento com o extrato também
elevou significativamente a expressdo de CD73 em todas as concentracbes
testadas. Em conjunto, esses resultados reforcam que o extrato GGA executa sua

acao imunomoduladora através da modulacdo da producédo de adenosina.
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Figura 15. Influéncia do extrato GGA na expressdo de CD73 por Macrofagos (A) e DCs (B).
Macréfagos (J774A.1) e DCs nao estimulados ou estimulados com LPS foram tratadas com diferentes
concentracbes do extrato (100, 50 e 25 pg/mL). Apos 24 horas, a expressdo desse marcador foi
determinada por citometria de fluxo. *p<0,05; ***p<0,0001 em comparacdo ao NE. #p<0,05;
###p<0,0001 em comparagdo ao LPS (ANOVA/Dunnet). NE (controle n&o estimulado e n&o tratado).
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Figura 16. Influéncia do extrato GGA na expressdo de CD73 em Linfécitos B (CD19%) e
Linfécitos T (CD3"). Esplendcitos foram incubados com diferentes concentracdes do extrato (100,
50 e 25 pg/mL). ApOs 24 horas, a expressao desse marcador foi determinada por citometria de fluxo
em células B (CD19") e T (CD3"). ***p<0,0001 em comparacdo ao NE (ANOVA/Dunnet). NE
(controle néo tratado e ndo estimulado).

Em relagdo a macréfagos e DCs, os resultados apresentados reforcam a
hipétese de que o extrato GGA atue através do aumento da expressdo de CD73,

promovendo aumento de adenosina, o que justifica o perfil de citocinas observado
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quando essas células foram tratadas com GGA (figura 12). Em macrofagos, o
aumento de CD73 reforca também uma possivel polarizagdo para o perfil M2, uma
vez que esse aumento € acompanhado da reducao de mediadores pro-inflamatorios
e aumento de IL-10. Conforme previamente descrito (ZANIN et al., 2012),
macréfagos de fendétipo M2 hidrolisam mais ATP e AMP, visto que essas células
expressam mais CD39 e CD73 em relagdo a macréfagos M1. Dessa forma,
macrofagos M1 permitem acumulo de ATP extracelular (importante estimulo
inflamatorio), enquanto macréfagos M2 convertem ATP em adenosina com efeitos
imunomoduladores.

E interessante notar que a indugdo do aumento da expressdo de CD73 em
APCs (macrofago, células dendriticas e linfécitos B), juntamente com a elevada
producao de IL-10, pode ter um efeito benéfico sobre respostas imunes exacerbadas
visto que poderia atuar induzindo a diferenciacdo de linfocitos T em células
regulatérias através do processo de apresentacdo de antigenos. Estudos prévios
indicam que a producéo de adenosina é capaz de aumentar o numero de Tregs bem
como potencializar suas acfes (OHTA e SITKOVSKY, 2014). Além disso, linfécitos
Treg também apresentam uma alta co-expressdo de CD39 e CD73 que, por estarem
relacionadas aos mecanismos de modulacdo, séo utilizadas como marcadores
desse tipo celular (MANDAPATHIL et al., 2009; SCHULLER et al., 2011).

Em relacdo aos linfécitos B, estudos recentes demonstraram que a elevada
expressdo de CD73 esta correlacionada com a maior producdo de adenosina bem
como de IL-10 e, consequentemente, com maior potencial imunomodulador destas
células. Neste contexto, a maior expressdo de CD73 induzida pelo extrato, tanto em
linfécitos T quanto em linfécitos B, poderia indicar o direcionamento destas células

para o perfil regulatério.

5.1.5 Avaliacao da relagcdo entre a formagédo de adenosina e mecanismos

imunomoduladores de GGA sobre macréfagos

Para comprovar que o0s efeitos imunomoduladores do extrato estédo
relacionados a maior producéo de adenosina devido ao aumento da expressédo de
CD73, macrofagos foram pré-incubados por 1 hora com APCP (5uM), um inibidor

especifico da atividade do CD73. Em seguida estas células foram estimuladas com
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LPS+IFN-y, e tratados com GGA. A producdo de NO foi determinada no
sobrenadante apds 48 horas.

Assim como nas andlises anteriores, o tratamento com o extrato inibiu
significativamente a producéo de NO induzida pelo estimulo. Em contrapartida, esta
acao foi parcialmente inibida pela adicdo do composto APCP, permitindo assim uma
elevacdo da producédo de oxido nitrico (figura 17). Estes resultados confirmam que a

acao moduladora do extrato ocorre, pelo menos em parte, pela via da adenosina.

NE LPS+IFN-y APCP GGA APCP+GGA

Figura 17. Efeito da inibicdo de CD73 na modulacéo da producdo de NO induzida pelo extrato
GGA. Macrofagos (J774A.1) foram pré-incubados com APCP (5uM), estimulados com LPS + IFN-y e
tratados com o extrato (100 pg/mL). ApGs 48 horas a producgdo de nitritos foi determinada pelo
meétodo de Griess. O resultado foi expresso em yM e comparado com a produgédo de NO do controle
estimulado e néo tratado (LPS+IFN-y). **p<0,0001 em comparac¢do ao LPS+IFN-y. ###p<0,0001 em
comparacdo a APCP+GGA. (ANOVA/Dunnet). NE (controle ndo estimulado e néo tratado).

De forma semelhante aos resultados demonstrados neste trabalho, Caiazzo e
colaboradores (2016) verificaram que a Nimesulida, um anti-inflamatério néo
esteroidal (AINES), aumenta a atividade enzimética de CD73 levando a reducdo na
producdo de NO e de prostaglandina E, (PGE;) por macrofagos (J774A.1)
estimulados com LPS. Neste estudo a presenca de APCP (5 uM), ou o
silenciamento do gene para CD73, foram capazes de reverter completamente a agéo
do farmaco, demonstrando sua dependéncia da via da adenosina. E importante
ressaltar que, no estudo de Caiazzo, a Nimesulida apenas promoveu aumento na
atividade enzimatica de CD73 ndo havendo alteracédo na expressdo dessa molécula.
Assim, uma vez que GGA, diferentemente da Nimesulida, altera consideravelmente
a expressdo de CD73 é plausivel inferir que a concentragdo de APCP utilizada,
(5uM) mesma do estudo de Caiazzo et al (2016), ndo tenha sido suficiente para
neutralizar a acdo de todas as enzimas, induzindo assim um retorno apenas parcial

da producdo de NO. Apesar disso, levando-se em conta a grande diversidade de
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compostos quimicos presentes em extratos vegetais, a acdo do GGA sobre outras
vias imunomodulatérias ndo pode ser descartada.

Visto que a acdo do extrato depende, pelo menos parcialmente, da molécula
CD73, sua relacdo com os receptores de adenosina também foi avaliada. Para isso,
macrofagos foram pré-incubados com dois conhecidos inibidores ndo seletivos de
receptores de adenosina: cafeina e teofilina, (BIAGGIONI et al., 1991; SAWYNOK,
2011). Assim como no ensaio anterior, a concentracdo de NO foi determinada no
sobrenadante.

Conforme esperado (figura 18), o bloqueio de receptores de adenosina
restaurou os niveis de NO em células tratadas com GGA. Este resultado demonstra
gue a acao do extrato também é dependente dos receptores de adenosina e permite

correlacionar a acdo imunomoduladora de GGA com a formacéo de adenosina.

NE LPS+IFN-y CAE GGA CAF+GGA NE LPS+IFN-y TEO GGA TEO+GGA

Figura 18. Efeito do bloqueio de receptores de adenosina na modulacdo da producdo de NO
induzida pelo extrato GGA. Macréfagos (J774A.1) foram pré-incubados com cafeina (50 uM) (A) ou
teofilina (50 uM) (B), estimulados com LPS + IFN-y e tratados com o extrato (100 pg/mL). Apés 48
horas a produgéao de nitritos foi determinada pelo método de Griess. O resultado foi expresso em uM
e comparado com a producédo de NO do controle estimulado e néo tratado (LPS+IFN-y). ***p<0,0001
em relacdo ao LPS+IFN-y. #p<0,05; ###p<0,0001 em relacdo a CAF50+GGA/TEO50+GGA.
(ANOVA/Dunnet). (ANOVA/Dunnet). NE: controle ndo estimulado e nado tratado, CAF: cafeina, TEO:
teofilina.

Assim, com base nos resultados obtidos até o momento é possivel montar a
seguinte hipotese: o extrato GGA €é capaz de aumentar a expressao de CD73 que,
por sua vez, aumenta a producao de adenosina a partir do AMP. A adenosina ao se
ligar a seus receptores, induz um efeito imunomodulador observado através da
reducdo da producdo de mediadores pro-inflamatérios (NO, IL-12, TNF-a e IL-6) e
aumento da citocina IL-10 e de co-estimuladroes. O bloqueio da agcéo do CD73 ou

dos receptores de adenosina parece inibir os efeitos do extrato (Figura 19).
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Figura 19. Possivel mecanismo de agdo do extrato GGA. O extrato GGA aumenta a expressao de
CD73 e consequentemente aumenta a formacdo de adenosina a partir do AMP. A adenosina liga-se a
seus receptores do tipo A,, associados a imunomodulacéo, reduzindo a producdo de mediadores pro-
inflamatérios (NO, IL-12, TNF-a e IL-6) e aumentando a producdo de IL-10 e a expressao de
moléculas co-estimuladoras.

Fonte: Adaptado de HAMIDZADEH e MOSSER, 2016.

5.2 AVALIACAO DA EFICACIA DO TRATAMENTO ORAL COM GGA EM MODELO

DE ALERGIA PULMONAR AGUDA

Considerando os resultados in vitro que demonstraram importante papel do
extrato GGA sobre a resposta imunoldgica, foi investigada a influéncia do tratamento
oral com o extrato GGA em modelo in vivo de alergia pulmonar induzida por OVA.
Para isso, camundongos BALB/c foram sensibilizados e desafiados com OVA,
conforme descrito na metodologia. O tratamento intragastrico com GGA (150 mg/kg)
foi realizado diariamente a partir do primeiro desafio (21° dia do protocolo),

seguindo-se por nove dias consecutivos (Figura 7).
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5.2.1 Efeito da administracdo de GGA sobre a contagem total de células,

eosinoéfilos e neutrofilos no tecido pulmonar

Inicialmente, foi determinada a contagem total de células no LBA. Conforme
esperado, o numero total de células do grupo alérgico (AP) foi significativamente
superior quando comparado ao grupo controle ndo alérgico - CN (figura 20A).
Entretanto, o tratamento com GGA foi capaz de reduzir de forma significativa o
namero total de células quando comparado aos animais alérgicos ndo tratados (AP).

A acdo do extrato GGA se mostrou ainda mais interessante ao realizar a
contagem diferencial de eosindfilos e neutréfilos no LBA (figura 20B e 20C). Ambas
0s tipos celulares tiveram seu numero significativamente reduzido pelo tratamento.

Estes resultados sugerem que o extrato é capaz de induzir uma modulacdo da
resposta imune no pulméo.
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Figura 20. Perfil celular no LBA apds tratamento com o extrato. Numero total de células (A), de
eosindfilos (B) e neutréfilos (C) no LBA (x10°). Os dados foram expressos como média + SD e foram
considerados significativos em relagdo aos grupos alérgicos (AP). **p<0,05, ***p<0,0001 em
comparacao ao grupo AP (ANOVA/Dunnet). CN: controle ndo alérgico, AP: alergia pulmonar, GGA:
grupo tratado com extrato.

Eosinodfilos sdo células produzidas na medula 6ssea e que migram para o tecido
pulmonar inflamado, orientadas por quimiocinas produzidas pelo epitélio das vias
aéreas e por células imunitarias que residem nos pulmdes durante a inflamacgéo
(WEGMANN, 2011; PARK e BOCHNER, 2010). Diversos estudos ja demonstraram a

importancia dos eosindéfilos na asma, visto que o nimero de eosindfilos, tanto no
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LBA como no sangue, estd diretamente relacionado ao grau de hiper-reatividade
brénquica e com a gravidade da doenca (TRIVEDI e LLOYD, 2007; HOLGATE,
2008).

Ja os neutrofilos acumulam-se nas vias aéreas nas formas mais severas de
asma cronica e estao associados ao estreitamento cronico destas vias (LACOSTE et
al., 1993). Assim, o0 extrato GGA mostrou-se extremamente promissor visto que €&

capaz de reduzir tanto o numero de eosindfilos quanto de neutrdfilos no pulméao.

5.2.2 Efeito da administracdo oral com GGA sobre a inflamacdo pulmonar e
producdo de muco

Uma analise semi-quantitativa dos cortes histolégicos dos pulmdes, corados
com HE, revelou um aumento significativo no infiltrado de células no tecido pulmonar
dos animais do grupo alérgico (AP) quando comparado ao grupo controle (CN). Aos
animais alérgicos foi atribuido um escore médio de 4,2, enquanto animais do grupo
controle apresentaram escore conforme a normalidade (0). Conforme esperado, o
tratamento com o extrato GGA reduziu o infiltrado inflamatério para valores médios
em torno de 2,1 (Figura 21). Na figura 22 é possivel observar o perfil inflamatério no
parénquima pulmonar dos cortes histologicos, nos aumentos de 200x e 400x

respectivamente.

Escore inflamatério

AP GGA

Figura 21. Escore do grau de infiltragdo pulmonar apo6s tratamento com GGA. As areas
peribronquiolares e perivasculares das laminas coradas com HE foram avaliadas de forma
semiquantitativa de acordo com o grau de infiltrado inflamatério. Os dados foram expressos como
meédia £+ SD e foram considerados significativos em relacdo aos grupos alérgicos (AP). ***p<0,0001
em comparacdo ao grupo AP (ANOVA/Dunnet). CN: controle ndo alérgico, AP: alergia pulmonar,
GGA: grupo tratado com extrato.
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Figura 22. Perfil inflamatério no parénquima pulmonar dos grupos avaliados. Coloragdo com HE
em aumento original de 200x e 400x, barras representam 10 pm e setas indicam infiltrado
inflamatério. CN: controle ndo alérgico, AP: alergia pulmonar, GGA: grupo tratado com extrato.

Sabe-se que a migracdo de células inflamatérias para as vias aéreas
juntamente com a producdo de muco séo caracteristicas fisiopatolégicas da asma e
gue contribuem para a limitagdo do fluxo respiratério (GALLI, TSAI e PILIPNSKY,
2008). Assim, uma vez que foi percebida uma consideravel reducao do infiltrado
inflamatério, a producdo de muco também foi avaliada. Conforme mostrado na
figura 23, uma elevada producdo de muco foi observada no grupo AP quando
comparado aos animais do grupo controle. Entretanto, a analise do tecido pulmonar
de animais tratados com o extrato revelou uma reducao significativa nesta producao.
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Na figura 24 é possivel observar a producdo de muco em laminas coradas, nos

aumentos de 200 e 400 vezes, respectivamente.
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Figura 23. Niumero de células caliciformes/100um2 nos diferentes grupos avaliados. As células
PAS positivas foram contadas em areas de 100 umz de tecido pulmonar aumento de 400X. Os dados
foram expressos como meédia + SD e foram considerados significativos em relacdo aos grupos
alérgicos (AP). ***p<0,0001 em comparagdo ao grupo AP (ANOVA/Dunnet). CN: controle ndo
alérgico, AP: alergia pulmonar, GGA: grupo tratado com extrato.

O estreitamento das vias aéreas é responsavel pelo desenvolvimento dos
sintomas e alteracdes fisiolégicas na asma. S&o fatores que contribuem para o
estreitamento: o edema, a hipersecrecdo de muco, o espessamento das vias aéreas
em decorréncia do remodelamento tecidual provocado pelo processo inflamatorio e
a contracdo da musculatura lisa (SUMI e HAMID, 2007). Essas caracteristicas sao
bem estabelecidas nos modelos de alergia pulmonar e compostos capazes de
modular esses parametros sdo, portanto, bastante promissores para a terapéutica.
Dessa forma o extrato GGA parece ser eficaz para o tratamento dos sintomas
associados a obstrucdo do fluxo respiratério, uma vez que além de reduzir o
infiltrado de células para o tecido pulmonar, também promoveu reducdo do nimero

de células caliciformes produtoras de muco.



71

¥R
L [

v

&

/

W
. _v_' fz

>k,

'\g'
Py %

GGA

PAS, aumento original de 200X e 400X. As barras representam 10 um e setas indicam producéo de
muco no tecido pulmonar. (CN: controle ndo alérgico, AP: alergia pulmonar, GGA: grupo tratado com
extrato.

No contexto da inflamag&o pulmonar, a adenosina parece apresentar papéis
contraditérios dependendo dos receptores que sdo ativados. Da Rocha Lapa e
colaboradores (2012), utilizando o modelo de alergia pulmonar induzida por OVA,
demonstraram que a administragdo intraperitoneal de inosina, um produto do
metabolismo da adenosina, reduz o numero de linfocitos e eosindfilos no lavado
broncoalveolar (LBA) além do numero de leucdcitos nas areas peribronquicas e
perivasculares do tecido pulmonar. Esse estudo também revelou que o pré-
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tratamento com um antagonista seletivo do receptor A,a (ZM241385) reduz os
efeitos inibitérios da inosina, sugerindo que 0s receptores A,a estdo envolvidos no
recrutamento de células nos pulmdes. Apesar disso, ja foi demonstrado que a
ativacdo de receptores do tipo Az parece estar relacionada a degranulacdo de
mastocitos, podendo contribuir para o agravamento de processos alérgicos
(HANNON et al., 1995; GESSI et al., 2008). Em camundongos deficientes para a
enzima ADA, responsavel pela conversdo de adenosina em inosina, o bloqueio do
receptor A; reduz a producdo de muco e a eosinofilia nesses animais (YOUNG et al.,
2004).

A ativacdo do receptor A, também parece ser prejudicial na asma visto que o
tratamento com antagonista seletivo promoveu uma melhora no processo
inflamatdrio tipico da doengca (MUSTAFA et al., 2007). Além disso, a ativagdo deste
receptor juntamente com os receptores A; e Az, tem sido associado ao aumento da
hiper-reatividade bronquica gerada pela administracdo de adenosina (POLOSA et
al., 2002). Diante do quadro descrito acima e considerando os resultados obtidos no
presente estudo, é possivel hipotetizar que a acdo do extrato sobre a resposta
inflamatoéria pulmonar estd relacionada a inducdo da producdo de adenosina (e
consequentemente, de inosina) e sua acao por meio de receptores do tipo Asa. Essa
hipétese ganha ainda mais forca com os estudos realizados por Fozard e
colaboradores (2012) que demonstram um papel protetor do composto CGS21680,
um agonista de receptores Aya, na resposta inflamatéria pulmonar. Este estudo
revelou ainda que o agonista suprimiu o influxo de leucdcitos no LBA e reduziu a
atividade das enzimas EPO e MPO, ressaltando o papel protetor de A;aR na
inflamacdo das vias aéreas. Todos estes eventos foram bloqueados pelo pre-

tratamento com ZM241385, antagonista do receptor Aza.

5.2.3 Efeito da administracao oral com extrato GGA sobre a atividade de EPO
e MPO

Diversos estudos tém relacionado a atividade das enzimas EPO e MPO com
o agravamento do quadro de alergia pulmonar. Conforme ja descrito, a enzima EPO
estd presente em grandes quantidades nos granulos de eosindfilos e esta
relacionada a patologia da alergia pulmonar (ACHARYA e ACKERMAN, 2014). A

MPO é uma enzima também muito abundante nos granulos de neutrofilos (PULLI et
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al. 2013) e pacientes asméaticos apresentam uma maior atividade dessa enzima,
promovendo reacdes com outros metabolitos, gerando danos no tecido e
promovendo maior recrutamento de neutrofilos para o sitio da inflamacédo (AROCA
et al., 2014).

Dessa forma, diante da capacidade do extrato em reduzir o infiltrado
inflamatdrio do tecido pulmonar e o numero de eosindfilos e neutréfilos no LBA, foi
investigada a acao do extrato GGA sobre a atividade das enzimas EPO e MPO.

Conforme apresentado na figura 25 os animais tratados com o extrato GGA
apresentaram atividade reduzida dessas enzimas quando comparados ao grupo AP,
reforcando o papel protetor do extrato na terapia da asma alérgica. A reducdo da
atividade enzimética de MPO e EPO pode estar associada a menor migracao de
eosinofilos e neutréfilos para o tecido pulmonar (AROCA et |, 2014; ACHARYA e
ACKERMAN, 2014) .
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Figura 25. Atividade de EPO (A) e MPO (B) no homogenato do tecido pulmonar. O resultado foi
expresso em densidade optica (DO 492 nm). ***p<0,0001 em comparagdo ao grupo AP
(ANOVA/Dunnet). CN: controle ndo alérgico, AP: alergia pulmonar, GGA: grupo tratado com extrato.

5.2.4 Efeito da administracédo oral com GGA sobre a producao de citocinas no
sobrenadante do homogenato do tecido pulmonar

Ja é bem estabelecido que respostas do tipo Ty2 estdo associadas a doencas
atopicas, como alergia e asma (FAHY, 2015). Essas células atuam secretando
principalmente as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, estimulando ainda mais a resposta
T2, promovendo altos titulos de IgE e eosinofilia (VOEHRINGER et al., 2006).
Além disso, a quimiocina CCL11 e também as citocinas TSLP, IL-25 e IL-33,
secretadas por células epiteliais das vias aéreas, favorecem a manutencdo de uma
resposta Ty2 (HOLGATE, 2012).

Diante disso, para verificar se o tratamento com o extrato GGA é capaz de

exercer influéncia sobre o nivel de citocinas envolvidas na manutencéo da resposta
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alérgica no tecido pulmonar, foram quantificadas a producéo das citocinas IL-4, IL-5,
IL-13, IL-9, de perfil T42 e também de IL-25, IL-33, TSLP e CCL11, liberadas pelo
epitélio brénquico na fase inicial da asma alérgica.

Conforme observado, a inducéo de alergia pulmonar promoveu aumento dos
niveis de todas as citocinas avaliadas, quando comparado aos animais saudaveis do
grupo controle (CN) (figura 26). De forma interessante e condizente com o0s
resultados anteriores, o tratamento com o extrato GGA parece controlar a producéo
destas citocinas reduzindo sua producdo a niveis semelhantes ao observado nos
animais do grupo controle.

E importante enfatizar que as citocinas liberadas pelo epitélio bronquico s&o
capazes de orquestrar a cascata inflamatéria das vias aéreas, visto que
desencadeiam a resposta de células dendriticas e consequentemente a ativacéo de
linfécitos Tw2. As citocinas liberadas por linfocitos Ty2 por sua vez, como IL-4 IL-9 e
IL-13, estdo diretamente envolvidas na producdo de muco por células epiteliais,
hiperplasia globular e hiperresponsividade (PAUL e ZHU, 2010). Dessa forma, &
possivel correlacionar esses resultados que demonstram reducéo de citocinas com a
diminuicdo da producdo de muco e numero de células caliciformes. Além disso, as
citocinas IL-5 e IL-4 também exercem grande influéncia sobre a ativacdo e
sobrevivéncia de eosindéfilos, que como jA mencionado sdo células diretamente
associadas a patologia da asma (SITKAUSKIENE et al. 2004; CHEN et al., 2004)

Em relacdo ao sistema purinérgico, mais uma vez, 0s resultados
apresentados aqui estdo de acordo com os estudos de Da Rocha e colaboradores
(2012) que também encontraram modulacdo dos niveis de IL-4 e IL-5 pela inosina,
no sobrenadante do tecido pulmonar de camundongos alérgicos. Esses achados
reforcam a hipotese de que os efeitos do extrato sdo resultado da producdo de

adenosina.



75

5001 3001
400
4 * K K - 200+
E 300 E
o I o
a a
wn <
? 200 j -—
El = 1004
1004
0 T 0 T
CN AP GGA CN AP GGA
800 8000 1

6000

i 40001

20004

IL-9 pg/mL
~ IS o
) ) °
o o o o
1 1 1
IL-33 pg/mL
(=}
*
*
*

T
T
CcN AP GGA CN AP GGA

400019 2501

200
3000 0o

20004

TSLP pg/mL

CCL11 pg/mL
- P
) @
o o
1 1

10004

o
o
1

o

T
CN AP GGA CcN

®
T

800 1 8007
600

400 |

2001

600

400 1 |

200

IL-13 pg/mL

o
I::::::::::!!!ll-1
IL-25 (IL-17E) pg/mL
o

I::::::::::!!!!!““I

Figura 26. Niveis de citocinas no sobrenadante do homogenato pulmonar (A) IL-5, (B) IL-4, (C)
IL-9, (D) IL-33, (E) TSLP, (F) CCL11, (G) IL-13 e (H) IL-25. A dosagem de citocinas foi realizada no
homogenato do tecido pulmonar (ELISA), o resultado foi expresso em pg/mL e comparado com a
producédo das citocinas pelo grupo alérgico (AP) *p<0,05; ***p<0,0001 em comparacédo ao grupo AP
(ANOVA/Dunnet). CN: controle nao alérgico, AP: alergia pulmonar, GGA: grupo tratado com extrato.
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5.2.5 Efeito da administracdo oral com GGA sobre 0s niveis séricos de IgE e
IgG2a especificas anti-OVA

Como ja mencionado, a exposicdo a alérgenos resulta na ativacdo de
linfocitos Tw2 que produzem citocinas, tais como a IL-4 e IL-13. Essas citocinas
induzem a sintese de IgE por linfocitos B (HOLGATE e POLOSSA, 2008) a qual liga-
se superficie de células, como os mastécitos, promovendo ativacéo e liberacédo de
mediadores associados a hipersensibilidade imediata (RABE et al., 2011). Dessa
forma, a modulagédo da producdo dessas citocinas estd diretamente relacionada a
uma modulacdo na sintese de IgE. Assim, de forma a verificar se a administracao
oral do extrato GGA é capaz de exercer um efeito modulador sistémico sobre a
resposta alérgica, os niveis séricos dos anticorpos IgE e 1gG2a especificos anti-OVA
foram analisados.

Em concordancia com a menor producdo de citocinas, o tratamento com o
extrato reduziu de forma significativa os niveis séricos de IgE quando comparados
ao grupo AP (Figura 27A). De forma surpreendente o tratamento também induziu
aumento dos niveis de lIgG2a (figura 27B) que esta relacionado a uma resposta
Tul. No contexto da asma a inducdo de um perfil Tyl pode ser benéfico uma vez

gue é capaz de suprimir respostas Ty2 (LI e ZHANG, 2013).
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Figura 27. Niveis séricos de IgE (A) e IgG2a (B) especificas anti-OVA. A dosagem dos anticorpos
foi realizada no soro dos animais (ELISA). O resultado foi expresso densidade 6ptica (DO 492 nm)
comparado ao grupo alérgico (AP) *p<0,05; ***p<0,0001 (ANOVA/Dunnet). CN: controle ndo alérgico,
AP: alergia pulmonar, GGA: grupo tratado com extrato.

Em concordancia com os resultados encontrados aqui, a modulagéo da IgE
tem se mostrado extremamente relevante no contexto da asma. Ja foi demonstrado
gue o bloqueio desta imunoglobulina através da utilizacdo de anticorpo monoclonal,

Omalizumab®, foi capaz de reduzir a inflamacdo alérgica bem como as
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exacerbagfes da asma. Entretanto, o uso desta estratégia é bastante limitado
devido ao seu alto custo (BURCH et al., 2012).

Em resumo, o0s resultados apresentados comprovam a atividade
imunomoduladora do extrato em modelo de alergia pulmonar, visto que este foi
capaz de reduzir o infiltrado de leucdcitos, a produgcdo de muco e a inflamacdo no
tecido pulmonar além de modular fatores chaves da resposta Ty2. Estes resultados
demonstram o grande potencial deste extrato no tratamento de doencas de carater
imunologico, em especial a asma.

E importante ressaltar que, apesar da literatura descrever um duplo papel da
adenosina na inflamacao pulmonar, essas divergéncias podem ser justificadas pelo
estimulo presente na resposta inflamatéria, tipos celulares envolvidos e,
principalmente, expresséo de receptores de adenosina, visto que apenas a ativacao
de receptores do tipo A,a parece estar relacionada a melhora da resposta
inflamatoria nas vias aéreas. Assim, pode-se sugerir que os efeitos do extrato GGA
podem estar associados a formacéo de adenosina, através da modulacéo de CD73.
Entretanto, os efeitos também podem estar ainda associados a uma modulagéo
direta de receptores de adenosina do tipo A,a. Apesar de essa hipbtese estar de
acordo com os resultados obtidos in vitro, que estdo associados a ativacdo de

receptores A,, mais estudos precisam ser realizados para confirmacao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados permitem concluir que o extrato GGA apresenta
capacidade de modular a acdo de células do sistema imune, através da reducado de
diversos mediadores imunoldgicos em diferentes tipos de células. Esses efeitos
parecem estar relacionados a formacdo de adenosina, tanto pelo aumento da
expressdo da enzima CD73, como pela ativacdo de receptores de adenosina. Além
disso, 0 extrato mostra grande potencial no tratamento da asma, uma vez que
modula a resposta inflamatoéria pulmonar e a producdo de muco, além de regular a
producdo de fatores chaves da resposta imune. Esse efeito protetor na asma
alérgica parece estar associado a formacao de adenosina e a ativacado de receptores

do tipo Aoa.
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