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RESUMO

A asma € uma doencga inflamatéria crénica caracterizada por migragdo celular
para os pulmdes e hiperreatividade brénquica (HRB). Uma estratégia para o
tratamento de doencas alérgicas é o desenvolvimento de novos medicamentos
com boa eficacia e poucos efeitos colaterais. Flavonoides sdo compostos
derivados de plantas conhecidos por suas atividades antioxidante, antialérgica e
antiinflamatoria. Partindo desta premissa, o trabalho teve como objetivo
selecionar flavondides a partir de analises imunofarmacolégicas e avaliar os
tratamentos profilaticos ou terapéuticos no modelo de asma alérgica
experimental. Para tal, os flavonoides testados foram: myricetina, isoramnetina e
kanferol glicosilado  conhecido por  3-O-[B-D-glycopiranosil-(1—6)-a-L-
ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil-kanferol (GRRK). O modelo
experimental foi realizado em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados
com ovalbumina (OVA) e os tratamentos foram antes (profiladtico) ou apés
(terapéutico) estabelecer o modelo de asma alérgica experimental. Os trés
flavondides inibiram a morte dos animais durante o choque anafilatico induzido
por OVA e a migracdo de células da inflamacédo para os pulmdes, entretanto,
apenas o0 GRRK foi usado nos demais experimentos, devido ao seu melhor
rendimento no processo de purificacdo. Os tratamentos profilatico e terapéutico
com GRRK (30 mg/kg) diminuiram, de forma significativa, o numero total de
células inflamatérias (P< 0,05), de eosindfilos (P< 0,05) a producédo de IL-5 (P<
0,05) e IL-13 (P< 0,05) no lavado broncoalveolar (LBA), o titulo de IgE-OVA-
especifica (P< 0,01) no soro, a hiperreatividade bréonquica (HRB) (P< 0,05)
induzida com metacolina e a producdo de muco (P< 0,001) pelas células
caliciformes de pulmdo quando comparados com o0s animais nao tratados com
GRRK e sensibilizado com OVA. Os resultados obtidos nos diferentes
tratamentos com GRRK foram comparaveis estatisticamente aos efeitos
observados no grupo de animais tratados com a droga padrdo dexametasona.
Além disso, o tratamento com GRRK foi capaz de diminuir: o numero de
linfocitos T CD4" (P< 0,001) e de linfécitos B (P< 0,001), a expressido de
moléculas de classe Il do complexo principal de histocompatibilidade (MHC II) e
da molécula CD40 em células apresentadoras de antigeno (CD11b*CD11c") do
LBA. Embora o tratamento com GRRK tenha induzido um efeito supressor na
resposta imune de perfil Th2, ndo foi capaz de exacerbar a resposta imune Thl
com a producdo de IFN-y. A producdo desta citocina se manteve inalterada
guando comparada ao grupo de animais nao tratados. O tratamento também néo
foi capaz de alterar a reposta imune reguladora, pois ndo houve mudanca
significativa na producdo de TGF-p e no nimero de células TCD4'Foxp3",
marcador de LT regulador (LTreg). Esses resultados demonstram que o
tratamento com GRRK antes (profilatico) ou depois (terapéutico) de estabelecer
a asma alérgica experimental, restabeleceu as alteracbes morfofuncionais das
vias aéreas, por um mecanismo modulador das células Th2, embora
independente de Thl e de Tieg.

Palavras-chave: flavonoide, kanferol glicosilado, asma alérgica, ovalbumina,

hiperreatividade brénquica
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ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease characterized by cell migration and
bronchial hyperreactivity (HRB). One strategy to treat allergic diseases is the
development of new drugs with good efficacy and few side effects. Flavonoids
are plant compounds known for its antioxidant, antiallergic and anti-inflammatory
activities. Based on this premise, the study aimed to select flavonoids by the
immunopharmacological screening and to evaluate prophylactic and therapeutic
treatments in the experimental asthma model. For this purpose the flavonoids
tested were myricetin, isoramnetin and glycosylated kampherol known as 3-O-[3-
D-glycopiranosil-(1—6)-a-L-rhamnopyranosyl]-7-O-a-L-rhamnopyranosyl-
kamferol (GRRK). The experimental model was BALB/c mice sensitized and
challenged with ovalbumin (OVA) and the treatments were before (prophylactic)
or after (therapeutic) to establishment of the experimental asthma model. The
three flavonoids inhibited the animal death during the anaphylactic chock reaction
induced by OVA and the inflammatory cell migration to the lung; however only the
GRRK was used in the following experiments because of its best yield in the
purification process. Both prophylactic and therapeutic treatments with GRRK (30
mg/kg) decreased significantly the total number of inflammatory cells (P< 0.05),
eosinophils cells (P< 0.05), IL-5 (P< 0.05) and IL-13 (P< 0.05) production from
bronchoalveolar lavage (BAL), IgE OVA-specific title (P< 0.01) in the sera, the
bronchial hyperreactivity (HRB) (P< 0.05) induced by methacholine and mucus
production (P< 0.001) by the globbet cells from the lung as compared with non-
treated GRRK animals. The results obtained in the different treatments with
GRRK were statistically comparable with that observed in the OVA-sensitized
group treated with dexametasone. Moreover, treatment with GRRK was able to
reduce the number of CD4" T cells (p <0.001), B cells (p <0.001), expression of
major complex of compatibility 1l class (MHC 1l class) and CD40 molecules in the
antigen presenting cells (CD11b® CD11c") from BAL. Although the GRRK
induced a suppressive effect in the Th2 immune response it was not able to
exacerbate the Thl immune response by IFN-y production. The production of this
cytokine was not modified when compared with non treated animals. The GRRK
treatment also was not able to modify the regulatory immune response because
there was no significant change in the production of TGF-B and the number of
TCD4'Foxp3*, a marker of LT regulatory (Treg). These results demonstrated that
GRRK treatment before (prophylactic) or after (therapeutic) the establishment of
allergic asthma, restored the morpho-functional changes in the airways by Th2-
dependent immunossupression, although independent of Thl and Treg.

Key-words: flavonoid, glycoside kampherol, allergic asthma, ovalbumin,
bronchial hyperreactivity
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1 INTRODUCAO

1.1A utilizagdo dos produtos naturais

O emprego de plantas na medicina popular é uma préatica realizada e
fundamentada na recuperacéo de enfermidades e manutencao da salde. Apesar
do surgimento dos medicamentos sintéticos, os estudos de plantas medicinais
continuam sendo extensivamente explorados, tendo em vista a grande
biodiversidade em todo nosso planeta, em especial os paises tropicais (GILANI,;
RAHMAN, 2005).

Os produtos naturais apresentam-se hoje como uma das principais fontes
de recurso terapéutico nas industrias alimenticias e farmacéuticas. Devido a
essa riqueza expressa por estes produtos, apresentam-se como fontes ricas
para pesquisa e desenvolvimento, direcionando melhorar a qualidade de vida do
ser humano (DILLARD; GERMAN, 2000).

Estima-se que aproximadamente 500.000 espécies ocupam todo o
planeta, sendo que, 50 % s&o angiospermas, e dentre estas 125.000 ocorrem
em paises tropicais (JACHAK; SAKLANI, 2007). O Brasil é considerado o pais
gue possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do
namero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimdnio genético, bastante
escasso nos paises desenvolvidos, tem atualmente um valor econbmico
inestimavel em diversas areas (CRAGG; NEWMAN; SNADER, 1997; CALIXTO,
2005).

Na metade do século XIX cerca de 80% dos remédios eram originados de

plantas. Mesmo depois da revolugédo industrial e do grande dominio dos



medicamentos sintéticos, pelo menos 25% dos medicamentos encontrados no
Oriente sé&o de origem vegetal. As plantas sdo utilizadas em quase todo o mundo
como matéria-prima, na forma de extratos, Oleos essenciais e substancias
guimicas puras ou semi-sintéticas (GILANI; RAHMAN, 2005).

Diversos trabalhos e revisdes descrevem a importancia de substancias
de fontes naturais para tratar doencas, bem como o papel altamente
significativo que os produtos naturais possuem no processo de descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos (NEWMAN et al., 2003), apesar de que,
nos dias atuais, as grandes industrias farmacéuticas tenham reduzido
significativamente a busca por novos agentes terapéuticos a partir de fontes

naturais (GULLO; HUGHES, 2005).

Um dos bons exemplos que pode representar tamanha grandeza da flora
brasileira é a familia Solanaceae (JUSSIEU, 1789), uma das maiores e mais
complexas das angiospermas que contém cerca de 2.300 espécies e 96 géneros
(D’ARCY, 1991) e concentra, de forma representativa, espécies extremamente
importantes para os seres humanos, incluindo espécies usadas na alimentacao e
as que produzem drogas potencialmente ativas. Dentre as espécies largamente
cultivadas como alimento destacam-se a batatinha (Solanum tuberosum L.), o
tomate (Solanum lycopersicon L.), a berinjela (Solanum melongena L.) e a
pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.) (AGRA, 1991).

Solanum € o maior género da familia Solanaceae com cerca de 1.250
espécies (NEE, 1999), habitam sistemas ecoldgicos estabelecidos nas regides
tropicais e subtropicais do mundo e tem a América do Sul como centro de
diversidade e distribuicdo (AGRA, 1999a). Contudo, possui grande diversidade

gue ndo € comum nas angiospermas, tornando-as extremamente interessante



tanto do ponto de vista evolutivo quanto de sua utilidade para o ser humano
(KNAPP et al., 2004). Apesar das riquezas e propriedades que as espécies do
género Solanum apresentam, poucas espécies sdo estudadas quimicamente /ou
biologicamente. No nordeste brasileiro sado utilizadas na medicina popular e
conhecidas principalmente como “jurubeba”, palavra original do Tupi-Guarani,
yu’beba, devido a presenca de espinhos em algumas espécies (AGRA et al.,
1999b). O género Solanum apresenta o centro de biodiversidade no Brasil, com
espécies endémicas, sendo 80 espécies encontradas no nordeste (AGRA,
1999a).

A espécie Solanun asperum € encontrada no Brasil nos estados do
Amazonas, Bahia, Ceara, Espirito Santo, Maranhao, Par4, Paraiba, Pernambuco
e Rio de Janeiro (AGRA, 1991), popularmente conhecida como Coca-Coca,
Jussara, Jurubeba-Branca e Velame-Bravo (AGRA, 1991), possui caracteristicas
botanicas de arbusto ereto, 2,0-3,0 m de altura com caule cilindrico, coberto por
um indumento denso pulverulento de cor acastanhada, constituido por tricomas
estrelados. Folhas opostas lanceoladas, inteiras, sésseis, com 5,0-13 cm de
comprimento e 2,0-3,5 cm de largura, com &pice acuminado. Os frutos séo
bagas globosas, 0,8-1,0 cm de diametro, verde escuro com exocarpo
pubescente (AGRA, 1991). Suas atividades farmacoldgicas ainda ndo foram
extensivamente exploradas, apenas dois artigos cientificos encontram-se
disponiveis na literatura (BARBOSA-FILHO et al., 1991 e SILVA et al., 2005a).
Por se tratar de uma espécie do género Solanun dois metabdlitos secundarios
foram isolados de tal espécie: o tilirosideo e um flavondide glicosilado derivado

do kanferol, o 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-



ramnopiranosilkanferol (Figura 1A), sendo este ultimo utilizado como objeto de
estudo neste trabalho.

Além do kanferol glicosilado, dois outros flavonéides (isoramnetina e
myricetina) (Figura 1B e 1C) foram estudados neste trabalho, sendo isolados de
extrato de pélen apicola. Muitas das atividades farmacoldgicas encontradas no
polen séo explicadas devido a presenca dos flavonoides. (MEDEIROS et al.,

2008)

Isoramnetina

Figura 1. Estrutura quimica dos flavonodides estudados. (A) kanferol
glicosilado- 3-O-[B-D-glycopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-
ramnopiranosil-kanferol (GRRK), (B) isoramnetina- 3- metil, 4°,3,5,7-
tetrahidroxiflavona e (C) myricetina- 3,3’,4’,5,5°,7-hexahidroxiflavona.




Pdlen é definido como o 6rgéo reprodutor masculino da flor, produzido no
saco polinico da antera, situado no final extremo do estame (GONZALEZ, et al.,
2005). A funcdo do polinizador é transferir os graos de polen das anteras para o

estigma que € o 6rgéo reprodutor feminino das flores (GONZALEZ, et al., 2005).

Nas angiospermas, o pélen pode ser transportado pelo vento, agua ou
animais, dentre estes, se destacam as abelhas (PAIVA; FIGUEIREDO, 1987).
Segundo Peris (1984) “pblen apicola” € o resultado da aglutinagao do pélen das
flores com néctar e substancias salivares das abelhas, que se acumulam em
“cargas polinicas” (semelhantes a pequenas bolas) e que o homem utiliza apds a

sua colheita nos caca-polens, depois da secagem, limpeza e empacotamento.

As espécies das plantas cujos polens se originaram séo identificadas de
acordo com caracteristicas morfologicas do pélen. O extrato de polen apicola
utilizado neste estudo foi originado das familias Arecaceae, Mimosoideae,
Asteraceae, Cecropiaceae, Solonaceae e Scrophulariaceae (MEDEIROS et al.,

2006).

Ha séculos o podlen é usado na medicina popular para aliviar ou curar
constipacbes, gripes, Ulceras, anemias, alergias, entre outras patologias
(LYNGHEIM; SCAGNETTI, 1979; HANSSEN, 1979). Trabalhos cientificos
confirmam as potencialidades e o interesse terapéutico do pdlen usado no
tratamento de rinites alérgicas (STAFF et al.,, 1990), com atividade
imunomoduladora em coelhos (DUDOV et al., 1994), atividade hepatoprotetora
em camundongos (JUZWIAK, 1993), antiaterogénico (ZHAO et al., 1990),
antioxidante (CAMPOS et al., 2003) reducdo da intensidade da placa

aterosclerotica (WOJCICKI et al.,, 1986) e contribuigdo para uma menor



agregacao plaquetaria tanto in vitro (WOJCICKI; SAMOCHOWIEC, 1986) como

in vivo (KOSMIDER et al., 1983).

O polen é um local de acumulo de diversos flavonodides. Alguns autores
verificaram que os metabdlitos secundérios existentes nas flores servem de
“guias” atraindo os insetos polinizadores até as fontes de néctar e/ou de podlen.
Os pigmentos amarelos mais comuns sdo 0s carotendides nas angiospermas, e
os flavondides, que sdo muito importantes, como matéria corante em significante

namero de plantas com flores amarelas (HARBORNE; GRAYER, 1993).

1.4Flavondides como ferramenta potencialmente terapéutica

Os vegetais sao importantes fontes de produtos biologicamente ativos,
conceituados por Gottieb e colaboradores (1996) como metabdlitos especiais ou
secundarios. A complexidade dos metabdlitos secundarios biossintetizados pelas
plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo de defesa destes
vegetais as condigbes ambientais ricas em microorganismos, insetos, animais e
também as condicbes de adaptacdes e regulacdo (REINBOTHE et al., 1990).

Segundo o Phytochemical Dictionary (HARBORNE, 1993) existem mais
de 50.000 metabdlitos secundarios isolados de angiospermas, muitos destes
ainda sem qualquer avaliacdo com relacdo ao seu potencial farmacologico,
apenas 2.793 compostos com atividade biolégica sédo bem caracterizados.

Flavondides s&o considerados uma das classes de metabolitos
secundarios que mais impressiona pala notavel variedade, pelo numero de

membros e pela complexidade das estruturas dos constituintes, que podem



apresentar radicais hidroxilas, metilas, glicoses acetiladas, entre outros radicais
(AHERNE; O'BRIEN, 2002).

Esses metabolitos secundarios sdo considerados pigmentos
responsaveis pela coloracdo das pétalas e pela diferenciacdo das diversas
tonalidades das cores amarela, laranja e vermelha das flores (TIMBERLAKE;
HENRY, 1986).

Nenhum outro grupo de metabdlitos secundarios foi creditado por sua
grande e variada diversidade de fungbes de crescimento e desenvolvimento de
plantas. Muitos destes papéis sdo importantes para a sobrevivéncia, tais como: a
atracdo de vetores para a polinizacéo e dispersao de sementes, estimulacdo da
bactéria Rhizobium para fixacdo de nitrogénio, promoc¢éao do crescimento do tubo
polinico, reabsorcdo de nutrientes minerais, e protecdo contra radiagcdo UV e
agentes oxidantes ou radicais livres (GOULD; LISTER, 2006).

Quimicamente sdo compostos polifendlicos de baixa massa molar que
apresentam um nudcleo flavonoidico C3-Ce-C3, que consiste de trés anéis
fenolicos referidos como os anéis A, B e C (Figura 2) (KUHNAU, 1976). O anel A
benzeno é condensado com um anel pirano (C), que na posicao 2 liga-se a um
grupo fenila (B). O anel C pode ser um pirano heterociclico, formando flavonéis
(catequinas), flavonas e flavanonas (AHERNE; O'BRIEN, 2002). Essas
substancias sao frequentemente hidroxiladas nas posi¢cbées 3,5,7,3’,4’. Alguns
destes grupos hidroxilas séo frequientemente metilados, acetilados ou sulfatados.
Quando glicosilados, as ligacdes glicosidicas séo localizadas normalmente nos
oxigénios dos carbonos 3 e 7 e os carboidratos mais comuns sdo L-ramnose, D-
glicose, glicoramnose, galactose e arabinose podendo-se encontrar também C-

glicosideos (HARBONE, 1986).



Figura 2. Estrutura quimica do nucleo basico de flavonadides.

Em plantas, os flavonoides s&o relativamente resistentes ao calor,
oxigénio, umidade baixa e moderado grau de acidez, mas podem ser
modificados pela luz (KUHNAU, 1976). A fotoestabilidade dos flavondides na
natureza depende do grupo hidroxila ligado ao C-3 do anel C. A auséncia ou
glicosilagdo do grupo hidroxila resulta em maior fotoestabilidade da molécula
(AHERNE; O'BRIEN, 2002).

Os flavondides além de serem considerados Otimos marcadores
guimiotaxondmicos, também sdo tidos como protetores potenciais contra 0s
efeitos nocivos a saude, sendo de um modo geral, capazes de modular a
atividade de enzimas e afetar o comportamento de muitos sistemas celulares e
desta forma, € considerado alvo de muitos estudos em diferentes linhas de
pesquisa (AHERNE; O'BRIEN, 2002).

Sdo muitas as atividades farmacoldgicas atribuidas aos flavonéides,
dentre elas podemos destacar: atividade anti-hepatotoxica (SOIKE; LENG-
PESCHLOW, 1987), anti-hipertensiva (CONSENTINO; VOLPE, 2002),
antioxidante (BLASA et al., 2006), hipoglicemiante (PEREZ et al., 2000),
antiosteoporotica (EATON-EVANS, 1994), antitumoral (WANG et al., 2005),

espasmolitica (LIMA et al., 2005), antiinflamatoria (THEORARIDES et al., 2001,



LI et al., 2005), antialérgica (KIMATA et al., 2000, DUAN et al., 2003, WU et al.,
2006, FUNAGUCHI et al., 2007)

Dentre as atividades imunofarmacologicas tem sido observado que
flavondides como: astragalina, fisetina, kanferol, myricetina, quercetina, e rutina
reduzem a liberagdo de histamina e triptase de mastécitos, (MIDDELTON;
KANDASNAMI; THEOHARIDES, 2000, THEOHARIDES et al., 2001), bem como
a producéo de leucotrienos, prostaglandina D, e fator estimulador de colbnia de
macréfagos e granuldcitos (GM-CSF) de maneira dependente de concentragédo

(CHANG et al.,2000; KIMATA et al., 2000).

Flavondides demonstram: iniber a producao de interleucina (IL) 6 e IL-8 de
mastocitos e de macréfagos (SHICHIJO et al., 2003 e PARK et al., 2008), bem
como a producao de IL-4 e IL-13 de basofilos humanos (OGASAWARA et al.,
1986, HIRANO et al., 2004); estimular a sintese de interferon-gama (IFN-y)
(SEM; LENGYEL, 1992) inibindo, portanto, o desenvolvimento da asma; ativar
linfocitos T citotoxicos e auxiliares (HUGHES, 1999), responsaveis pela resposta
imune contra células infectadas por virus, bactérias ou tumores e iniber a
atividade de IL-5, citocina presente nos processos inflamatoérios (PARK et al.,

1999).

Foi verificado que os flavondides genisteina, kanferol e quercetina
apresentaram efeito antiinflamatorio por inibir a expressao da enzima sintase de
oxido nitrico induzivel (iINOS) por um mecanismo dependente da inibicdo de
fatores de transcricdo STAT-1 e NFkappa-B relacionados com INOS

(HAMALAINEN et al., 2007).

Alguns flavonoides isolados e estudados na terapia de pacientes

portadores de doencas cronicas tém demonstrado bons resultados. O consumo



de flavondides, como a quercetina, na alimentacdo desses pacientes,
demonstrou diminuir muito dos sintomas de doencas cronicas, como a asma.
(KNEKT et al., 2002).

Uma triagem in vitro de componentes fendlicos como os flavondides
presentes nas plantas, mostraram efeitos inibitérios da ciclooxigenase e 5-
lipoxigenase (WAGNER, 1989). Os flavondides tirisol e hidrotirizol, importantes
componentes fendlicos do azeite de oliva, mostraram-se capazes de modular a
perda éssea em modelo de inflamacdo de ratas ovarectomizadas (PUEL.et al.,
2008). Chang e colaboradores (2007) demonstraram que baicalina foi capaz de
proteger a disfungdo cerebrovascular em modelo de inflamacéo cerebral.
Adicionalmente, o flavondide catequina associado ao antimicrobiano
citoprofloxacina causou um efeito sinérgico na reversdo de parametros
inflamatérios em modelo de prostatite (LEE et al., 2005). O tratamento oral com
luteolina em modelos de encefalomielite autoimune experimental (EAE) em ratos
resultou na diminuicdo da inflamacéo axonal por modular a atividade do Rho

GTPase (HENDRIKS et al., 2004).

1.5Aspectos Gerais da Asma Alérgica

A prevaléncia e a severidade de doencas alérgicas, como a asma, tem
aumentado nas duas ultimas décadas (PEARCE et al., 2007). Esta patologia &
considerada um problema de saude publica em paises com renda alta, bem
como em paises em desenvolvimento (revisado por Kawai 2007).

A asma é uma doenca inflamatdria pulmonar crbnica que pode ser

caracterizada por uma broncoconstriccdo intermitente, reversivel ou ndo, com



hipersecrecdo de muco, reatividade bronquica exacerbada a diferentes
estimulos, inflamacé&o peribroncovascular e alta producdo de imunoglobulina E
(IgE) (UMETSU et al., 2002).

Sabe-se que a etiologia da asma € multifatorial. A predisposicdo genética
e os fatores de riscos ambientais como poluicdo atmosférica, mudancas na dieta
alimentar, fumo e grande exposicéo a poeira, sdo possiveis fatores associados a
asma, (KAISER, 2004). Entretanto, acredita-se que dentres esses fatores
citados, os ambientais contribuem de forma ainda mais significativa para o
estabelecimento da doenca (revisado por Kawai et. al., 2007).

A fisiopatologia da asma caracteriza-se por uma resposta imediata e
amplificada, frente a uma re-exposicao a alérgenos tais como : pélen e acaro. A
resposta imune exacerbada provocada na asma é essencialmente dependente
de linfocitos T CD4" também chamados de células T “helper” (auxiliares), que
secretam preferencialmente citocinas como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 sendo estas,
as principais responsaveis pelo alteracdes fisiopatolégicas da asma
(ROBINSON et al., 1992; YSSEL et al; 2000; FIREMAN et al., 2002). Como
resultado deste processo inflamatério crénico, o tecido pulmonar pode sofrer
profunda mudanga estrutural e funcional denominada “remodelamento”
pulmonar (BLUMENTHAL et al., 1995).

A resposta imune inicia-se quando o alérgeno entra em contato pela
primeira vez no organismo, caracterizando a fase de sensibilizagcdo. Nesta fase,

guando o alérgeno penetra na mucosa respiratoria, as células apresentadoras de
antigeno (APCs) presentes na area irdo reconhecer, processar e apresentar via
complexo principal de histocompatibilidade de classe 1l (MHC-II) aos LThO que

irdo se diferenciar em LTh2 produzindo citocinas classicas do perfil Th2 (IL-5, IL-



13, IL-4 e IL-9), ativando os linfécitos B, responséveis pela produgédo de IgE,
estes irdo se ligar de forma cruzada as por¢cbes Fab de duas IgE-alérgeno
especificas, que por sua vez estdo ligadas na superficie dos basdfilos e/ou
mastocitos via receptores FceRIl. Este mecanismo de recep¢do nas referidas
células desencadeia a transducéo de sinal via proteina Gq, ativando cascatas de
reacdes bioquimicas e abertura dos canais de célcio presentes no interior
dessas células (JUTEL et al., 2002). O resultado € a liberacdo dos granulos de
histamina (pré-estocados nas vesiculas lisossomais) que promove a abertura
dos complexos juncionais do epitélio respiratorio e a sintese de mediadores neo-
formados como eicosandides classificados em leucotrienos, prostaglandinas e
tromboxanos (BARNES; RODGE; THOMPSON; 1997; MADDOX; SCHWARTZ,

2002) (Figura 3).
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Os macréfagos, consideradas importantes APCs, sao células que
participam ativamente na fisiopatologia da asma. Os peptideos apresentados
pelas APCs, como os macréfagos, via moléculas do MHC-II (produto de genes
altamente polimorficos) sdo de origem exdgena, e entram nas APCs pela rota da
endocitose (HEATH, CARBONE, 2001). Assim o MHC-II assume uma
importancia central em propiciar a montagem da reposta imune contra 0S
alérgenos. Lara-Marquez e colaboradores (2001) demonstraram que pacientes
asmaticos expressam maiores niveis de MHC-II em células do sangue periférico,
0 que pode contribuir para o estabelecimento e severidade da asma atopica.

Macréfagos alveolares sdo caracterizados fenotipicamente por CD11b+
CD11c+, porém existe uma diferenca na expressao desses marcadores de
acordo com o estado de ativacdo dos macrofagos. O CD11b sao expressos em
maior concentracdo em macrofagos ativados em relacdo aos macréfagos
alveolares residentes, que expressam mais CD11c. Além da diferenca fenotipica
existe diferenca funcional entre esses macréfagos. Estudos demonstram que
macréfagos alveolares (CD1lb+ CD11c+) expressam alta concentracdo do
receptor de eotaxina CCR3, responsavel por orquestrar a eosinofilia das vias
aéreas de camundongos BALB/c em modelo experimental de asma (Moon et al.,
2007), comprovando a importancia desta célula no estabelecimento da asma.

A ativacao e a diferenciacdo das células T exercem um papel critico na
patogénese de doencas inflamatérias como a asma. O encontro com o alérgeno
torna os LT naive em LT ativados, um evento regulado ndo apenas pelo primeiro
sinal, representado pelo reconhecimento do peptideo via TCR apresentado por
molécula de MHC de classe Il em APCs, mas também por um ndamero

significativo de moléculas coestimuladoras, tais como CD40, CD80 (B7.1), CD86



(B7.2) presente nas APCs, durante a apresentacdo antigénica. A auséncia
dessas moléculas coestimuladoras compromete profundamente a ativacado dos
LT (revisado por Coyle; Gutierrez-Ramos, 2004). Estudos utilizando anticorpos
anti CD40 e anti CD80 demonstraram inibir a inflamacéo das vias aéreas e a
hiperreatividade, classico na asma alérgica experimental (Coyle et al., 2000,
Gonzalo et al., 2001).

CD40 é uma molécula co-estimuladora expressa ndo apenas em linfocitos
B, mas também em células epiteliais, macrofagos alveolares, eosindfilos,
miofibroblastos pulmonares e células do musculo liso das vias aéreas. Essas
células que expressam o CD40 quando associadas ao seu ligante -CD40 L
(CD154) presentes nos leucdtcitos (LT, eosindfilos, mastdcitos e basofilos)
modulam a inflamacado das vias aéreas, via produc¢ao de citocinas, quimiocinas e
mediadores inflamatérios (revisado por Kroczek; Hamelmann, 2005). Lei e
colaboradores (1998) demonstraram pela primeira vez que camundongos
deficientes de CD40 L (CD154) foram incapazes de desenvolver eosinofilia apos
sensibilizacdo e desafio quando comparados a camundongos que possuiam tal
molécula em modelo de asma alérgica experimental. Estudos clinicos
demonstram o aumento da expressao de CD40 em células epiteliais brénquicas,
eosindfilos, musculo liso das vias aéreas e macréfagos em pacientes com asma
cronica (Tang et al., 2001).

CD80 ¢é outra molécula co-estimuladora bastante estudada na
fisiopatologia da asma. A expressdo do CD80 é induzida por ativacao celular.
Esta molécula é freqientemente expressa em baixos niveis nas APCs, tais
como: células dendriticas, macrofagos e linfécitos B, regulando a ativacédo dos

LT (BALBO et al., 2001). Um estudo realizado por Ji e colaboradores (2008)



demonstrou que o tratamento com anticorpos anti- CD80 induziu o aumento da
expressédo de IFN-y (citocina Thl) e diminuiu a expressao de IL-4 (citocina Th2)
em modelo experimental de asma, sugerindo o CD80 como alvo terapéutico na
asma alérgica experimental. Esses estudos comprovam a importante
participacédo das moléculas co-estimuladoras na fisiopatologia da asma.

Na ultima década, diversos modelos experimentais contribuiram para o
avanco do conhecimento sobre os mecanismos operacionais envolvidos na
imunopatologia da asma (revisado por PAULUHN E MOHR, 2005).

A modulacdo da asma deve-se a presenca dos linfécitos T CD4+, que sdo
subdivididos nas subpopula¢des: Thl, Th2. Em nosso organismo ha um
equilibrio entre as respostas Thl e Th2, predominando em determinadas
situacdes a reposta mais eficaz no combate ao agente agressor. No entanto, um
desequilibrio no balanco Th1l/Th2 pode levar ao aparecimento de patologias
relacionadas a proliferacdo e a atividade das células Thl ou Th2 (SZABO et al.,
2003). Essas subpopulacdes sdo definidas pelo perfil de producao de citocinas e
ativacbes resultantes das respostas imunes desencadeadas (MOSSMANN;
COFFMAN, 1989). As citocinas sdo requeridas para todas as atividades
imunoregulatorias e representam importante alvo para imunomodulacéo
(CONNOR et al., 2000). Células Th1l séo tipicamente produtoras de IFN-y e IL-2
a partir da ativacao do fator de transcricdo T-bet. Essa resposta € essencial para
0 estabelecimento de respostas imunes mediadas por células, enquanto células
Th2 produzem citocinas como IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13, a partir do fator de
transcricdo GATA-3 e esta associado a resposta imune humoral, implicada na
patogénese da asma. (FOSTER et al., 2002; RIFFO-VASQUEZ ; SPINA, 2002,

LARCHE ; ROBINSON ; KAY, 2003). As citocinas secretadas pelas células Thi



e Th2 sao reguladas entre si, de modo que o perfil de citocina produzidas por
Thl (IFN-y ) antagoniza as citocinas produzidas da subpopulacdo Th2 (IL-4, IL-5,
IL-9 e IL-13), resultando no desvio em um dos tipos de resposta imune, Thl ou
Th2, frente a entrada de algum antigeno.

Estudos clinicos demonstraram que a expressao do fator de transcri¢cao T-
bet encontrava-se reduzida e o de GATA-3 aumentado nas células T de
pulmbes de pacientes asmaticos quando comparadas a individuos saudaveis
(CARAMORI et al.,, 2001 e FINOTO et al.,, 2002), demonstrando importancia
crucial desses fatores de transcricdo no estabelecimento da asma.

Além das células Thl e Th2, existem mais dois subtipos de LT CD4", os
LT reguladores (LTreg) © O mais recente subtipo Thl7 . Essas duas
subpopulacdes também séo definidas pelo perfil de producdo de citocinas, que
sdo amplificados a partir da ativacdo de seus respectivos fatores de transcri¢cdes
(FoxP3 para LTreg € ROR € ROR-[] para Th17) e durante a sinalizagéo celular

(revisado por FINOTO 2008) .

O linfocito T regulador (Treg) tem como principal funcdo controlar
respostas imunes exacerbadas para manter o estado de homeostasia
(LEWKOWICH et al., 2005).

Dentre os marcadores de superficie dos LTreg estdo: a baixa expressao
da molécula CD45RB (CD45RB""), indicando células ativadas, o CD62L (ligante
da L-selectina), o GITR (receptor de TNF induzido por glicocorticdides) e o
CD38. Entretanto, a expressao estavel da cadeia o do receptor da IL-2 (CD25),
e principalmente, a expresséo do fator de transcricdo FoxP3 tém sido apontados
como especificos na prevencdo de doencas auto-imunes (KUNIYASU et al.,

2000; SINGH et al., 2001).



Os linfocitos T reguladores sédo descritos como sendo capazes de inibir
resposta Th2 (doencas alérgicas) ou resposta Thl (doencas auto-imunes)
(YAZDANBAKHSH et al., 2002). Os mecanismos propostos para sua funcgéo
inibitéria € a secre¢do de citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-$
(MILLER et al., 1992) e mais recentemente a citocina IL-35 que também tem
sido descrita como um dos principais mecanismos necessarios para supressao
pelas Tregs (COLLISON et al., 2007).

Lewkowich e colaboradores (2005) demonstraram que a deplecdo de
linfocitos Treg naturais antes da fase indutora da resposta imune contribui para o
aumento das respostas alérgicas induzidas pela imunizacdo com extrato de
acaros em animais resistentes.

A citocina TGF-[J, produzida por LTgreq, € considerada uma citocina
imunoreguladora (revisado por AKDIS, 2006), implicada na diferenciacdo e
expansdo de células CD4'CD25" pela inducdo de FoxP3 com aumento da
capacidade imunossupressora (CHEN et al., 2003 e RUBER et al., 2004). A
atividade imunossupressora dessas células produtoras de TGF-[J tem uma
relacdo direta na patogénese da asma, particularmente no remodelamento e
injaria do tecido pulmonar, considerando que o TGF-[J € uma das principais
citocinas no processo de fibrose (VIGNOLA et al., 1997). Adicionalmente outro
estudo demonstrou que tal citocina exerce um papel essencial na producao de
IL-17 por Linfécitos T, responsavel por inflamacéo neutrofilica (BETTELLI et al.,
2006).

Harrington e colaboradores (2006) propuseram que o perfil Thl7 é
diferente dos trés anteriormente existentes Th2, Thl e Treg. Esse perfil estd em

intima relacdo com o desenvolvimento de doengas autoimunes e outros



processos inflamatorios (revisado por Finotto 2007). Células Thl7 mantém
continua liberacdo de IL-17. Um recente estudo publicado por Wakashin e
colaboradores (2008) demonstrou que a citocina IL-23 e células Thl7 néo
apenas induzem a inflamacgdo neutrofilica das vias aéreas como também a
inflamacao eosinofilica mediada pelo perfil Th2. Estudos clinicos demonstraram
um aumento do namero de neutréfilos associado ao aumento da expressado de
RNAmM de IL-17A e IL-8 no liquido pulmonar de pacientes com asma moderada e
severa (BULLENS et al., 2006).

Alguns dados tém demonstrado que Th2 e Thl7 encontram-se
aumentados em processos inflamatorios das vias aéreas, enquanto LT reg POSSUI
um importante papel anti-inflamatoério (revisado por AKDIS, 2006). O controle da
sinalizacao das citocinas € fundamental para o desenvolvimento e ativacdo de
algum subtipo de linfécito T descrito acima. Existem muitas controversias do
papel real dos LTreg. e LTh1l7 na asma alérgica compondo ainda um vasto

campo de estudos (revisado por Finoto 2008).

Recentes estudos demonstram a participacdo de outro subtipo de célula T
CD4" em doencas inflamatorias cronicas, as células T natural killer NKT. Essas
células séo consideradas LT que expressdo CD1 (molécula de MHC de classe |
ndo polimorfica) e uma cadeia alfa do TCR invariante, além de receptores da
célula NK (revisado por MEYER 2007). Apesar da incerteza do real papel dessas
células na patogénese da asma, tem sido descrito que as NKT produtoras de IL-
4 e IL-13 foram encontradas em biopsias bronquicas de pacientes asmaticos
(AKBARI et al., 2006). Adicionalmente outros estudos demonstraram que essas
células NKT respondem a antigenos glicolipideos, bem como antigenos

peptideos reconhecidos por LT CD4" e isso leva a ativagcdo da resposta imune,



responsavel por liberagdo de citocinas, tais como a IL-13 comuns em processos
inflamatérios como a asma, podendo estar relacionado a inducdo da
hiperreatividade brénquica (MEYER et al., 2006) e remodelamento das vias

aéreas (JOYCE; KAER, 2008).

A eosinofilia pulmonar presente na asma alérgica esta associada a
produgéo de IL-5. Esta citocina foi descrita por Campbell e colaboradores na
década de 80 (1986) e, desde entdo, varios estudos indicam que a atividade
biolégica desta citocina € voltada principalmente para a diferenciacéao,
recrutamento, ativac@o e sobrevivéncia de eosindfilos (YAZDANBAKHSH et al.,
2002). Durante uma resposta inflamatéria alérgica, os produtos liberados pelos
eosindfilos contribuem diretamente para o dano tecidual e desenvolvimento da
hiperreatividade brénquica (HRB) e também no remodelamento pulmonar
(HUMBLES et al., 2004). A IL-13, por sua vez, também est4d associada a
secrecdo de muco, producdo de IgE e a diversas outras atividades inerentes a
IL-4, visto que compartilha com esta a cadeia o do seu receptor (IZUHARA et al.,
2002).

O desenvolvimento da HRB em camundongos tem sido associado a
varios mecanismos de acdo como, dependente de anticorpos anafilaticos (IgE e
IgG1), mastdcitos, eosinodfilos e citocinas. O padrao genético dos animais pode
determinar a resisténcia ou susceptibilidade ao desenvolvimento de asma
incluindo a HRB (EUM, et al., 1995). Na linhagem C57BL/6, a HRB parece ser
dependente do influxo de eosindéfilos e da produgcdo de IL-5, uma vez que
animais deficientes para IL-5 ndo apresentaram hiperreatividade (FOSTER et
al., 1996). Por outro lado, em animais da linhagem BALB/c, a HRB parece ser

dependente da presenca de IL-4, mas ndo de eosindfilos (CORRY et al., 1996).



Caracteristicas classicas presentes nas manifestacdes de asma e na sua
imunomodulag&o foram escolhidas para servirem de objeto de estudo, tais como:
perfil celular nas vias aéreas, hiperreatividade broénquica, secre¢cdo de muco,
citocinas do perfil Th2, Thl e Treg, producéo de IgE, marcadores intra (foxP3) e

extracelulares (CD4, B220, CD40, CD80, MHC de classe Il) de linfécitos e APCs.

O interesse em investigar substancias derivadas de plantas medicinais,
como os flavondides com atividade antialérgica € de grande valia, tendo em vista
uma possivel interferéncia no processo fisiopatoldgico da asma além de
apresentar um novo modelo de substancia natural para integrar no arsenal de
farmacos utilizados para o tratamento da asma alérgica. Assim, o modelo de
asma alérgica experimental em camundongos isogénicos BALB/c, induzido por
ovalbumina (OVA) tenta reproduzir a asma alérgica humana e desta forma tem
sido possivel avaliar o efeito do tratamento com flavondides para elucidar

possiveis mecanismos de acao destas substancias.






2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Investigar o efeito imunomodulador de trés flavondides: myricetina,
isoramnetina e kanferol glicosilado (GRRK) caracterizando aquele com o melhor
perfil imunomodulador em modelo de asma alérgica experimental induzida por

ovalbumina (OVA).

2.2 Especificos:

» Realizar triagem imunofarmacologica com os trés flavondides: myricetina,
isoramnetina e GRRK sobre a reacdo de choque anafilatico e células
inflamatorias de lavado broncoalveolar (LBA) em modelo de asma alérgica

experimental induzida por OVA

> Avaliar o efeito do tratamento profilatico e/ou terapéutico com GRRK sobre o
infiltrado celular inflamatério de LBA, hiperreatividade bronquica (HRB),
producdo de citocinas (IL-5 e IL-13) de sobrenadantes de LBA, titulo de
anticorpos-anafilaticos Ige OVA-especifica, infiltrado celular, producdo e
guantificacdo do indice de muco em cortes histolégicos corados com HE e

PAS;

» Caracterizar fenotipicamente a expressao de marcadores de membrana de

células efetoras, como: CD4" em linfocito T e B220" em linfocitos B no LBA:



bem como a expressdo de marcadores de membrana em células
apresentadoras de antigenos como: MHC de classe Il e moléculas co-
estimuladoras: CD40 e CD80.

» Analisar a participacdo da resposta imune do tipo Thl, através da producao

de INF-y nas culturas de células de linfonodo mediastinal (mLN);

> lIdentificar a participagdo dos linfocitos T reguladores (LTrey) através da
producdo de TGF-B nas células de LBA e da expressdao do marcador

intracelular Foxp3™.



THaterial e Tetodos



3. MATERIAL E METODOS

Material

3.1 Animais

Camundongos fémeas da linhagem BALB/c com idade de
aproximadamente 4 semanas, pesando cerca de 20 a 25 g e ratos Wistar
machos (Rattus norvegicus) com 5 semanas pesando cerca de 200 g foram
utiizados e fornecidos pelo Biotério de camundongos isogénicos do
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da
Universidade de Sao Paulo (USP) e pelo Biotério Prof. Thomas George do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros
(LTF) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB)

Os animais foram submetidos a ciclo de claro e escuro de 12 horas,
mantidos a uma temperatura de 25 + 2 °C com livre acesso a agua, com uma
alimentacao balanceada a base de racéo tipo pellets (Purina).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)
do LTF da Universidade Federal da Paraiba quanto ao uso dos animais
experimentais (Parecer N ° 0612/05) e acatado pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da USP.

3.2 Obtencéo e caracterizacdo de flavonédides

3.2.1 Obtencéo e caracterizacdo de isoramnetina e myricetina

isolados do extrato fendlico do polen



Amostras de pélen (162,0 g) coletadas no municipio de Canavieiras, BA
foram identificadas (PUEF 528, 529, 530 e 531- Eucalyptus, Cecropia,
Eupatorium e Mimosa) no laboratério de micromorfologia de plantas da
Universidade Estadual de Feira de Santana- UEFS) foram desidratadas e
submetidas a extracdes sucessivas com etanol sob agitacdo em aparelho de
ultra-som. O extrato EtOH (83,5 g) foi suspenso em solventes com metanol:agua
(1:1) e particionado trés vezes com n-hexano e depois com acetato de etila. As
solugBes extrativas obtidas foram concentradas em evaporador rotatorio, sob
pressao reduzida, resultando em um extrato fendlico do poélen. o extrato AcOEt
foi escolhido para ser submetido a permeacdo em sephadex LH-20® usando
como eluente MeOH, obtendo-se 24 fra¢cdes. Em seguida foi utilizado o espectro
de Infravermelho (IV) e a Ressonancia Magnética Nuclear 2D (RMN-2D) e a
estrutura dos flavondides isoramnetina e myricetina foram identificadas. Este
procedimento foi realizado pela equipe da Dr. Tania Maria Sarmento da Silva no

LTF/UFPB (Esquema 1).



Pélen (162,3 g)

>

EtOH (ultra-som)

Extrato EtOH (83,5 g)

Extrato n-hexano
(29,3 9)

»  n-hexano
»  AcOEt
Extrato AcOEt Fase aquosa
(6.59)
(400 mg)
Cromatografia

»  Sephadex LH-20®

24 fracOes

Isoramnetina
12,8 mg
(0,008 %)

Myricetina
5,0 mg
(0,003 %)

Esquema 1. Obtencéo dos flavondides isoramnetina e myricetina isolados

do extrato fendlico de pdlen

3.2.2 Obtencdo e caracterizagdo do kanferol glicosilado (GRRK)

isolado de Solanum asperum Richard

A espécie Solanum asperum foi coletada no Campus | da Universidade

Federal da Paraiba (UFPB) em Jodo Pessoa, PB e submetidas a secagem em

estufa a 40 °C por uma semana. Apds a secagem a planta foi identificada pela

Profa. Dra. Maria de Fatima Agra (LTF-UFPB). O Voucher da espécie (Agra

1243) foi depositado no Herbarium Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da referida



Instituicdo. As partes aéereas secas e pulverizadas de S. asperum (1.178 Q)
foram extraidas exaustivamente em Soxhlet com 6 L de MeOH. A solucdo
extrativa foi concentrada em evaporador rotatorio, fornecendo o extrato MeOH
(74,0 g). O extrato MeOH foi suspenso em agua e em seguida particionado com
solugdo de Hexano:Eter (1:1) e depois com AcOEt obtendo-se os extratos
Hexano:Etéreo (11,0 g) e AcOEt (4,4 g). Devido a presenca de uma maior
concentracdo de flavonoides evidenciados com reagente nitroprussiato ( NP)
(VETEC, Rio de Janeiro, Brasil), o extrato AcOEt foi escolhido para ser
submetido a permeacdo em sephadex LH-20° usando como eluente
CHCI3:MeOH (1:1), obtendo-se 29 fragcbes. Em seguida foi utilizado o espectro
de Infravermelho (IV) e a ressonancia magnética nuclear 2D (RMN-2D) e a
estrutura do flavonodide 3-O-[B-D-glycopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-
L-ramnopiranosil-kaempferol, abreviado como GRRK foi identificada. Este
procedimento foi realizado pela equipe da Dr®.Tania Maria Sarmento da Silva no

LTF/UFPB (Esquema 2).



Partes aéreas secas e moidas
(1178,0 g)

> Extracdo em Soxhlet com MeOH

Extrato MeOH (77,0 g)

MeOH:Agua (1:1)
Hexano:Eter (1:1)

AcOEt

Extrato Hexano:Etéreo Extrato AcOEt Fase aquosa
(1109) (44 9) alcaloidal

»  Sephadex LH-20%/ (CHCI;:MeOH (1:1)

» RMN-2D

29 fracbes

GRRK
720 mg
(0,06 %)

Esquema 2. Obtencao do kanferol glicosilado (GRRK) isolados de Solanum

asperum Richard.



Métodos
3.3 Teste de toxicidade de isoramnetina, myricetina e GRRK em modelo de

Artemia salina

O crescimento do crustaceo Artemia salina foi realizado em um pequeno
recipiente dividido em dois compartimentos contendo agua do mar. Os ovos de
Artemia salina foram adicionados ao compartimento fechado. Uma lampada
colocada acima do lado aberto do tanque atraia os crustaceos atraveés das
perfuracdes da membrana colocada para separar os dois compartimentos do
recipiente (MEYER et al., 1982). Ap6s 48 horas, as Artemias maduras foram
utilizadas para o experimento. Os flavonéides isoramnetina, myricetina ou GRRK
foram dissolvidos em DMSO (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) a 1 % e
completado com PBS (Merck, Rio de Janeiro, Barsil) até 5 mL de volume final.
Concentra¢c6es de 1000, 100, 10 e 1 pg/mL dos flavondides em quadruplicatas
foram utilizadas em tubos de ensaio contendo 15 Artemias. Nas mesmas
condi¢Bes foi utilizado como solucdo controle PBS a 1% de DMSO. Apés 24
horas de incubacdo sob a luz foi quantificado o nimero de mortalidade e
sobrevivéncia em cada tubo de ensaio. O valor da concentracdo capaz de matar
50% dos animais em experimentacdo (CLso) foi calculado e obtido a

percentagem de letalidade.

3.4 Ensaio de citotoxicidade com isoramnetina, myricetina e GRRK sobre

as células L929



A avaliagdo da toxicidade dos flavondides foi realizada pelo ensaio de
citotoxicidade in vitro sobre fibroblastos de camundongos, linhagem de células
L929, descrita por Flick e Gifford (1984). Para realizacdo do ensaio, foram
adicionados 100 pl/poco de meio RPMI 1640 com 5 % de soro bovino fetal (SBF)
(Sigma St. Louis, EUA) contendo 3,5 x 10* células L929 em placa plastica de 96
pocos de fundo chato (NunK St. Louis, EUA). A placa foi incubada por 20 horas a
37 °C em estufa contendo 5 % de CO, em atmosfera imida, até a formacgéo de
monocamada celular homogénea. ApoOs esse periodo, diluicbes seriadas das
amostras dos flavondides nas concentracdes de 160, 80, 40 e 20 ug/mL foram
adicionadas a placa em um volume de 100 ul, em meio de cultura contendo ou
ndo actinomicina D (Sigma St. Louis, EUA) a 2 ug/mL. Ap6s 24 h foi adicionado
10 ul/pogo de uma solucéo de acido acético a 30 % e cristal violeta a 0,5 % e 15
min apés as placas foram lavadas em &agua corrente e secas a temperatura
ambiente. O cristal violeta remanescente nas células néo lisadas foi solubilizado
com 100 uL de metanol e a quantificacdo da absorbancia foi realizada no leitor
de ELISA (BioRad, EUA), utilizando o comprimento de onda 620 nm. A
percentagem de lise celular foi determinada pela intensidade de absorbancia do
cristal violeta e calculada pela férmula:

% de lise = [1-(Absorbancia amostra/ Absorbancia controle)] x 100.

3.5 Modelo de asma alérgica experimental induzida por ovalbumina (OVA)

Os camundongos BALB/c foram sensibilizados por via subcutanea (s.c.)
nos dias 0 e 7 com uma solucao de 4 pg de ovalbumina (OVA) (Grau Il — Sigma,
St Louis, EUA) diluida em PBS e adsorvida em 1,6 mg de hidroxido de aluminio

(Sigma, St. Louis, EUA).



Nos dias 14 e 21, os camundongos BALB/c foram desafiados com OVA.
Para tal, os camundongos foram anestesiados com uma solucdo de quetamina
(Agener Unido, S&o Paulo, Brasil) e cloridrato de xylazina (Bayer, Sao Paulo,
Brasil) em PBS 200 pL/animal pela via intra-muscular e com o auxilio de uma
micropipeta (Gilson Medical Electronics, Villiers-le-Bel, Franga) introduziu-se 50
pL da solugdo de OVA (10 ug OVA/50 uL de PBS estéril) nas narinas até sua
aspiracdo completa. Os camundongos foram sacrificados no dia 22 (24 horas
apos o segundo desafio antigénico) para a realizacdo dos estudos. O protocolo

abaixo sumariza o esquema de imunizacgéo e desafio com OVA.

A A A A A
DO D7 D14 D21 D22
SENSIBILIZACOES DESAFIOS EXPERIMENTO
OVA/Alum/PBS OVA/PBS

(s.c.) (i.n.)

Esquema 3. Modelo de asma alérgica experimental. D: dia, OVA: ovalbumina,
PBS: Tampao fosfato, Alum: hidréxido de aluminio

3.6 Tratamento in vivo com isoramnetina, myricetina ou GRRK

Os camundongos BALB/c foram pesados e, a partir da média dos pesos
(9), solucbes de isoramnetina, myricetina e GRRK foram preparadas. Essas
substancias foram dissolvidas em DMSO a 1% e completado com uma solucéo
tampao PBS. Os camundongos BALB/c tratados com isoramnetina ou myricetina
receberam 30 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.) ou subcutanea (s.c.), e 0s

tratados com GRRK receberam 3, 30 ou 100 mg/Kg nas mesmas vias de



administracdo. Os camundongos tratados com a substancia padrao
dexametasona receberam 1 mg/kg por via s.c. Os grupos experimentais foram:
PBS/PBS (tratado apenas com PBS na auséncia de sensibilizacao e desafio com
OVA- controle), PBS/OVA (tratado com PBS, sensibilizado e desafiado com
OVA- alérgico), ISO/OVA (tratado com isoramnetina, sensibilizado e desafiado
com OVA), MYR/OVA (tratado com myricetina, sensibilizado e desafiado com
OVA), GRRK 3, 30 ou 100 mg/kg/OVA (tratados com GRRK nas doses de 3, 30
ou 100 mg/kg, sensibilizados e desafiados com OVA) e DEXA/OVA (tratado com

dexametasona na dose 1 mg/Kg, sensibilizado e desafiado com OVA- padrao).

3.7 Reacdo de anafilaxia sistémica em modelo de asma alérgica

experimental

Camundongos BALB/c tratados ou ndo com isoramnetina, myricetina ou
GRRK (n=10), na dose de 30 mg/kg foram submetidos ao protocolo experimental
de asma descrito no item 3.5 e 72 h apdés o segundo desafio foi realizado a
reacdo de choque anafilatico com injecdo na veia da cauda de uma suspensao
contendo 500 pg de OVA dissolvida em 0,5 mL solucédo de azul de evans 0,5%
(GRUNEWALD et al, 1998). O percentual de mortalidade foi calculado apés uma
hora do desafio com OVA considerando o grupo controle PBS/OVA com

mortalidade de 100 %.

3.8 Dosagem de TNF-a no modelo de inflamagéo aguda induzida por LPS
A deteccao da atividade de TNF-a no soro dos camundongos desafiados

com LPS utilizado como agente inflamatorio, foi realizada pelo ensaio de

citotoxicidade sobre células L929 descrito no item 3.4 (FLICK e GIFFORD,



1984). No periodo de 90 minutos ap0s a injecdo intravenosa (i.v) de 20 ug de
LPS de E. coli (Biomim Sao Paulo, Brasil) os camundongos foram anestesiados
e em seguida exsanguinados pelo plexo ocular para obtencdo do sangue e
consequente separacao do soro. O titulo de TNF-o em U/mL foi definido como a
reciproca da diluicio onde se observa 50 % de lise celular. Os grupos
experimentais foram: PBS/PBS (tratados com PBS na auséncia de LPS),
PBS/LPS (tratados com PBS e elicitados com LPS), GRRK/LPS (tratados com
GRRK e elicitados com LPS), DEXA/LPS (tratados com dexametasona e

elicitados com LPS).

3.9 Obtencao do soro e do lavado broncoalveolar (LBA)

Para a obtencédo do soro os camundongos BALB/c foram exsanguinados
por puncéo cardiaca, obtendo-se um volume final de sangue aproximado de 1
mL/animal. As amostras foram mantidas sob baixa temperaturas no gelo por 1h
e em seguida centrifugadas a 4000 rpm para separacdo do soro. Em seguida
essas amostras foram aliquotadas e congeladas a -20 °C para posterior
dosagem de TNF-a e IgE-anti OVA.

Para a obtencdo de amostras do LBA, os camundongos BALB/c
receberam injecédo i.p. de hidrato de cloral (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) a 10
% (0,4 mL). Em seguida as traquéias foram expostas, canuladas e, com o uso de
uma seringa foi injetado 0,5 mL de PBS gelado no espaco broncoalveolar. Apos
aspiragdo do LBA, 1 mL de PBS foi injetado e aspirado por no minimo trés
vezes. Em seguida o LBA foi centrifugado para obtencdo das células para

contagem total, diferencial e a realizacdo da citometria de fluxo e, o



sobrenadante foi aliquotado e congelado a -20°C, para posterior determinacéo

de citocinas.

3.10 Protocolo de caracterizaciao do numero de células totais e
diferenciais do LBA

Para determinar o namero total de células no LBA de camundongos
BALB/c, 90 pL da suspenséao celular foi fixada e corada com 10 pL de uma
solucéo de cristal violeta (VETEC, Rio de Janeiro, Barsil) a 0,5% em acido
acético (MERCK, Rio de Janeiro, Barsil) a 30% para contagem em
hemocitdmetro (camera de newbauer). Para a contagem diferencial, 200 uL do
LBA contendo 4 x10° células foram colocados em camaras com laminas
apropriadas e citocentrifugadas (Eppendorf Centrifuge 5415 C, EUA) a 600 rpm
por 4 min. Para a coloracéo diferencial das células, as laminas foram coradas
com hematoxilina/eosina ("Kit" Instant Prov Newprov, PR, Brasil). Foi feita entdo
a contagem de 200 células por lamina, com o auxilio de microscépio 6tico com

objetiva de 40x.

3.11. Protocolo de tratamento profilatico ou terapéutico com o GRRK
Para estudar o protocolo profilatico, os camundongos BALB/c receberam
GRRK nas doses de 3, 30 ou 100 mg/kg ou dexametasona (DEXA) na dose 1
mg/Kg por via s.c. uma hora antes de cada sensibilizagdo com OVA/Alum/PBS
(dia 0 e 7) e uma hora antes de cada desafio (dia 14 e 21) com OVA/PBS,

concomitante a realizacdo do modelo de asma alérgica experimental induzido



por OVA (item 3.5). No dia 22 os camundongos BALB/c foram sacrificados para
posterior andlise.

Para estudar o protocolo terapéutico GRRK ou DEXA foram administrados
em uma fase mais tardia, apenas apos o primeiro desafio com OVA no protocolo
de asma alérgica experimental como descrito no item 3.5. Para tal, os
camundongos BALB/c foram imunizados nos dias 0 e 7, desafiados no dia 14,
tratados com GRRK pela via s.c. nos dias 18, 19, 20 e 21, desafiados no dia 21
e, 24 horas apés, foram sacrificados para posterior andlise.

Os esquemas abaixo sumarizam o0s protocolos de tratamento profilatico

(esquema 4) e terapéutico (esquema 5) com o0 GRRK.

TRATAMENTO TRATAMENTO
J' (s.c.) J' l (s.c.)
A A A A A
DO D7 D14 D21 D22
SENSIBILIZACOES DESAFIOS EXPERIMENTO

(s.c.) (in)

Esquema 4. Esquema do protocolo de tratamento profilatico com GRRK.
TRATAMENTO
(s.c.)

i

A A A A A
DO D7 D14 Di18-21 D21 D22

SENSIBILIZAQOES DESAFIOS EXPERIMENTO
(s.c.) (i.n.)

Esquema 5. Esquema do protocolo de tratamento terapéutico com GRRK.



3.12 Teste de hiperreatividade brénquica (HRB)

Apbs os tratamentos profilatico ou terapéutico, os camundongos BALB/c
foram colocados em camaras plestismograficas (BUXCO Eletronics, EUA) para a
avaliacdo da funcdo pulmonar. Os camundongos foram submetidos a
nebulizacdo com metacolina (Sigma, St Louis, EUA) (agonista colinérgico,
broncoconstrictor) em concentracdes crescentes (3, 6, 12 ou 25 mg/mL) durante
2,5 minutos para a obtencédo do parametro respiratério, definido como o aumento
da pausa respiratéria (Penh). O Penh foi calculado da seguinte forma:

Penh = (Te/Tr-1) x Pef/Pif
Onde, Te: tempo expiratério (segundos); Tr: tempo de relaxamento

(segundos); Pef: pico de fluxo expiratorio e Pif: pico de fluxo inspiratério

Figura 4. Foto do aparelho para medida de hiperreatividade brénquica (HRB)-
pletismégrafo de corpo inteiro (BUXCO Eletronics, EUA).



3.13 Teste de anafilaxia cutanea passiva (PCA)

Para a determinacdo do titulo de IgE OVA-especifica, as amostras de
soro de camundongos BALB/c obtidas como descrito nos itens 3.8 foram
descongeladas e submetidas a 8 diluicbes seriadas (em salina) na razéo de 1:
16, 1:32, 1: 64, 1: 128, 1: 256 e 1: 512, 1:1024. Um volume de 50 uL dessas
amostras diluidas em salina foi injetado por via intradérmica (i.d.) em diferentes
sitios do dorso de ratos Wistar previamente depilados.

Apbs 48 h, os ratos foram anestesiados (i.p.) com tiopental (45 mg/kg) e
as caudas lavadas com agua e sabao para realizacdo do desafio antigénico. O
desafio foi realizado administrando 0,5 mL de uma solu¢cdo contendo o corante
azul de Evans (VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) a 1 % e 2,0 mg de OVA na veia
caudal. Apés 30 min., os camundongos BALB/c foram sacrificados por
deslocamento cervical e os diametros das manchas formadas no dorso foram
mensurados com o auxilio de uma régua. O titulo de IgE OVA-especifica foi
determinado pela maior diluicdo do soro capaz de promover mancha mensuravel

>5 mm (HOLT et al., 1981).

3.14 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de IL-5, IL-13 e TGF-[J
do LBA

A presenca de citocinas IL-5, IL-13 e TGF-B foram quantificadas de
amostras de sobrenadante de LBA (item 3.8) pelo método de ELISA sanduiche
seguindo as especificacdes do fabricante (Pharmingen, San Diego, CA, EUA).

Para tanto, 2ug/mL de anticorpos monoclonais de captura (anti-IL-5 - 11B11,



anti-IL-13 - 38213.11 ou anti TGF-p - R4-6A2) foram adicionados em placas
MaxiSorb (Nunc) 50pL/poco e estas incubadas por 12 h a 4°C. Apés a
incubacdo das placas, estas foram lavadas com PBS (Sigma, St. Louis, EUA)
Tween 20 (0,05%) e as reacOes inespecificas foram bloqueadas pela adi¢cao de
PBS a 10% de Soro Bovino Fetal (SFB) (Sigma, St. Louis, EUA) (100uL/poco)
por 30 min. As amostras de LBA foram adicionadas aos pocos das placas em
volumes de 200uL/poco, incubadas por 12 h & 4 °C. Apés este periodo foram
adicionados as placas 100uL/poco uma concentracdo de 1ug/mL dos anticorpos
de deteccédo para cada citocina analisada, e incubadas por 45 min a temperatura
ambiente. Apos lavagem das placas, foi adicionada avidina conjugada com
peroxidase (1:600 para IL-5, IL-13 e TGF-B) e as placas foram incubadas por 30
min & temperatura ambiente.

A reacao colorimétrica foi obtida pela adicdo de 100ul/poco de uma
solucdo de substrato contendo 0,5 mg/mL de o-orthophenylenediamine
dihydrochloride (OPD) (Sigma Co, St Louis, MO, EUA), 0,0015% de H,O, em 0,1
M tampé&o &cido citrico/citrato de sédio( MERCK, Rio de Janeiro, Brasil) pH 5.0.
O bloqueio da reacao foi feito pela adicdo de 50uL/poco de uma solucéo a 4N de
H,SO, e, a absorbancia Optica determinada a 492 nm em leitor de ELISA. Os
valores das densidades épticas (DO) foram convertidos em pg/mL baseando-se

em curvas obtidas com concentracdes pré-definidas de citocinas recombinantes.

3.15 Obtencéao do sobrenadante de cultura de células de linfonodo mediastinal

(mLN) para dosagem de IFN-y

Apés a remocgéo do sangue dos camundongos experimentais, as costelas

destes foram removidas e o coragdo afastado para facilitar a visualizagdo dos



linfonodos mediastinais, que foram extraidos com o auxilio de uma lupa, pin¢a
de ponta fina e tesoura estéril. Esses linfonodos foram macerados para a
remocgdo das cpsulas de tecido conjuntivo que envolve os linfonodos, com o
auxilio de um Poter (LABORGLAS, Sao Paulo, Brasil) com capacidade de 5 mL
em meio de cultura RPMI 1640 completo (10% de soro bovino fetal, 2mM de L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina G, 100u/mL de sulfato de estreptomicina, 0,05
mM B-mercaptoetanol) (Sigma, St. Louis, EUA). Em seguida, as suspensodes
celulares foram transferidas para tubos de 15 ml (Falcon, Labor, Brasil) e
centrifugadas a 1500 rpm a uma temperatura de 8° C por 10 min e contadas em
microscopia 6ptica. As células (5 x 10°) ressuspensas em meio RPMI completo
foram transferidas para cada poco de uma placa de poliestireno de 96 cavidades
(Fundo chato — NunK, EUA). Triplicadas de cultura celulares da placa contendo 5
x 10° células/poco foram estimuladas ou ndo de Concanavalina-A (Con-A-
Sigma- St. Louis, EUA) a 2,5 ug / mL. As culturas celulares foram incubadas por
48 horas a 37° C em 5 % CO; e em seguida os sobrenadantes foram retirados,
aliquotados e congelados a - 20 °C para posterior dosagem de [FN-y.

A dosagem de IFN-y segue o mesmo protocolo descrito no item 3.13 pela
técnica ELISA sanduiche seguindo as especificacdes do fabricante (Pharmingen,
San Diego, CA, EUA), sendo as amostras para dosagem da referida citocina

obtidas do sobrenadante de cultura de linfonodo mediastinal.

3.16 Técnica histolégica dos pulmdes

Apods a coleta do LBA, os pulmdes foram perfundidos via ventriculo direito
com 10 mL de PBS para a remoc¢ao de sangue residual, e fixados por imerséo

em solugdo de formalina tamponada (10%). Decorridas 24 h, os 6rgdos foram



transferidos para uma solucéo de &lcool a 70% até sua inclusdo em parafina. Os
tecidos foram cortados na espessura de50m e corados com
hematoxilina/eosina (H/E), &cido periédico Shiff (PAS) e em seguida submetidos

a exames histopatoldgicos.

3.17 Analise de citometria de fluxo (FACS) na caracterizacdo fenotipica de
células do LBA

Para determinar as subpopulacdes de linfocitos (CD4™- LT e B220-LB) e a
presenca de moléculas (MHC-1I , CD40 e CD80) em células apresentadoras de
antigenos (CD11b+, CD11c+), presentes em amostras do LBA, utilizou-se a
técnica de analise em citometria de fluxo (FACScan — BD, San Diego, EUA).
Para tanto, as suspensfes celulares do LBA foram centrifugadas e as células
lavadas duas vezes com PBS/ 2 % SFB/ 0,001 % azida soédica. Essas
suspensdes foram ajustadas para 1x10’ células/mL e aliquotas de 100 uL (1x10°
células) foram distribuidas em placas de microtitulacdo de 96 pocos, com fundo
em U (Corning, St. Louis, EUA). Apos centrifugacao (5 minutos, 4°C, 1200 rpm),
0 sobrenadante foi desprezado para a adicdo dos anticorpos monoclonais anti-
CD4" Cy-chrome (BD Pharmigen, EUA), anti-B220 PE (BD Biosciences, EUA)
anti-CD40 Cy-chrome (BD Biosciences, EUA), anti-CD80 Cy-chrome (BD
Biosciences, EUA), anti I-A% (MHC-II) Cy-chrome (BD Pharmigen, EUA), anti-
CD11b+ FITC (BD Biosciences, EUA) e CD11c+ PE (BD Biosciences, EUA) e
incubados por 20 min & 4°C (1 pg Ac/l x 10° células), em local de pouca
luminosidade. As placas foram novamente centrifugadas e lavadas com PBS/
2%SFB/ 0,001% azida sodica. As suspensdes celulares marcadas com o0s

anticorpos foram transferidas para tubos cOnicos de prolipropileno (BD



Biosciences, EUA) e analisadas no aparelno FACScan de acordo com a
intensidade de fluorescéncia (FL1, FL2 e FL3) e a dispersao frontal (FSC) e
lateral (SSC) do feixe luminoso. Para cada combinacdo de anticorpos, foram
analisadas 5x10” células.
O célculo do numero total de células de cada populacdo é baseado na
equacado: % de linfdcitos positivos x numero total de linfocitos isolados.

A andlise da leitura proveniente do citbmetro de fluxo e aquisicdo dos
graficos de dot-plots foi realizada com a ajuda do software Flow Jowl
(BDBiosciences, Mountain View, EUA).

Para a analise do fator de transcrigdo FoxP3" foi realizada o protocolo de
marcacao intracelular. As células do LBA previamente processadas como
descrito acima foram incubadas com uma solucéo de StopGolgi (BD Pharmigen,
San Diego, CA, EUA). Em seguida as células foram fixadas com CytoFix (BD
Pharmigen, San Diego, CA, EUA) e permeabilizadas com CytoPerm (BD
Pharmigen, EUA). Apés a permeabilizacdo, as células foram marcadas com anti-
Foxp3 FITC (BD Pharmigen, San Diego, CA). As leituras foram realizadas no
aparelho FACScan (BD, Pharmingen, San Diego, CA) e analisadas no software

Flow Jowl.

3.18 Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(x = e.p.m) e analisados estatisticamente empregando-se o0 teste nao
paramétrico de analise de variancia (ANOVA “one-way”) seguido de Bonferroni.
O limite de significancia utilizado foi P<0,05.Todas as analises estatisticas foram
realizadas com auxilio do programa Grap-Pad Prism®© versédo 4.03 (GraphPad

Software Inc., San Diego CA, EUA).






4. RESULTADOS
4.2 Avaliacao da toxicidade de isoramnetina, myricetina e GRRK em modelo

de Artemia salina e no ensaio de citotoxicidade com células L929

Os flavondides isoramnetina, myricetina e GRRK isolados e
caracterizados a partir de diferentes extratos foram submetidos a dois
diferentes testes de avaliagdo de toxicidade, modelo de Artemia salina (in
Vivo) e ensaio de citotoxicidade com células L929 (in vitro).

N&o houve mortalidade de Artemia salina nas diferentes concentracdes
analisadas dos flavondides testados, indicando auséncia de toxicidade para
estes microcrustaceos.

Quando se avaliou a citotoxicidade em células L929 frente as
concentragbes crescentes de 20, 40, 80 e 160 pug/mL de cada um dos
flavondides, observou-se que isoramnetina, myricetina e GRRK
apresentaram 39%, 35% e 12 %, respectivamente, de mortalidade das
células L929 para 160 pg/mL; 37%, 9% e 7 % para 80 pug/mL; 12%, 2% e 7%
para 40 pg/mL e, na menor concentragdo avaliada (20 pug/mL) apenas o
GRRK apresentou 5% de mortalidade, enquanto que os demais flavonéides
ndo se mostraram citotéxicos (Tabela 1). Esses resultados demonstram que,
os flavondides testados ndo apresentam percentual de mortalidade acima de
50%, indicativo de baixa toxicidade para a linhagem celular de fibroblastos de

camundongos L929.



Tabela 1. Avaliacdo dos flavonoides isoramnetina (ISO), myricetina (MYR) e

GRRK na citotoxicidade em células L929 de camundongos BALB/c.

SUBSTANCIAS

% citotoxicidade em diferentes doses (ug/mL)

20 40 80 160
ISO 0% 12 % 37 % 39 %
MYR 0% 2% 9% 35%
GRRK 5% 7% 7% 12 %




4.2 Andlise de isoramnetina, myricetina e GRRK na atividade
antiinflamatoria e na reacdo de anafilaxia sistémica em modelo de asma
alérgica experimental.

No protocolo de asma alérgica experimental induzida por OVA, os animais
tratados na dose de 30 mg/kg com os flavonéides isoramnetina (81,3 + 22,2;
P <0,01) , myricetina (71,1 £ 9,8; P <0,01) e GRRK (79,8 + 27,6; P < 0,01)
apresentaram reducdo de forma significante do numero de células totais em
48, 52 e 49 %, respectivamente, quando comparados ao grupo PBS/OVA
(182,8 £ 25,6) (Gréfico 1A). Quando foi avaliado o niumero de eosindfilos o
flavonodide isoramnetina (25,3 + 3,2; P < 0,001) , myricetina (27,6 £ 3,8; P <
0,001) ou GRRK (32 + 5,2; P < 0,001) também reduziram de forma
significativa em 75, 73 e 68 %, respectivamente, quando comparados ao
grupo PBS/OVA (101,1 + 6,6) (Gréfico 1B).

Os trés flavondides testados, isoramnetina, myricetina e GRRK reduziram
o percentual de mortalidade no teste de anafilaxia sistémica quando
comparados ao grupo de animais PBS/OVA (dados ndo mostrados).
Portanto, esses resultados demonstram que os trés flavondides testados,
apresentaram efeito anti-anafilatico e anti-asmatico considerando
promissores candidatos para as demais investigacdes. No entanto, apenas 0
GRRK foi escolhido para dar continuidade a pesquisa no modelo de asma
alérgica experimental, devido ao maior rendimento de extracdo, condi¢do

necessaria para a realizacdo dos demais experimentos in vivo.
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modelo de asma alérgica experimental. Amostras do LBA de camundongos (n
= 5) foram coletadas 24 h apo6s o ultimo desafio com OVA para contagem de
células totais na camera de newbauer e eosindéfilos em laminas, na proporcao de
100 cel./lamina ap6s coloracdo H/E. Os resultados estatisticos representam a
diferenca da migracéo de células do LBA dos grupos tratados com 1SO, MYR ou
GRRK com o grupo PBS/OVA (*** P < 0,001) ou PBS/OVA com 0 grupo
PBS/PBS (P < 0,001) foram considerados significantes. Os resultados foram
expressos como média = erro padrdo. ANOVA “one-way” seguido do teste de
Bonferroni. O grafico é representativo de dois experimentos, realizados de
maneira independente.



4.3Avaliacao do efeito do GRRK na dosagem de TNF-a em modelo de

inflamagé&o aguda induzida por LPS

Os animais do grupo PBS/LPS (805,8 + 189; P < 0,001) apresentaram um
aumento significativo com percentual de 99 % na producdo de TNF-o, quando
comparados ao grupo PBS/PBS caracterizando presenca do processo
inflamatorio agudo (Grafico 2). Os animais tratados com GRRK na dose de 30
mg/Kg, via s.c. ( 220 + 108; P < 0,05) ou DEXA (1 mg/kg) ( 33,4 + 10,6; P <
0,001) apresentaram reducbes significativas na producdo de TNF-o, com
percentual de inibicdo de 72% ou 93%, respectivamente quando comparados ao
grupo de animais PBS/LPS (805,8 + 189) (Gréfico 2). Esse resultado indica que
o tratamento com o GRRK é eficaz em inibir a producdo o TNF- a, uma das

principais citocinais do processo inflamatério agudo.
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Grafico 2. Efeito do GRRK (s.c.) na quantificagdo de TNF-a em
camundongos BALB/c elicitados com LPS i.v. Camundongos BALB/c (n = 5)
receberam uma injecdo i.v. de LPS ou PBS 24h ap06s o tratamento s.c. com
GRRK (30 mg/kg), DEXA (1 mg/kg) ou PBS. O TNF-a foi quantificado utilizando
a técnica de ensaio biolégico com a linhagem de células L929. Os resultados
estatisticos representam a diferenca dos grupos tratados com GRRK (30 mg/kg)
ou DEXA (1 mg/kg) com o grupo PBS/OVA (*P< 0,005) e (**P< 0,01) e PBS/OVA
com o grupo PBS/PBS (*P < 0,001) considerados significantes. Os resultados
foram expressos como média + erro padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste
de Bonferroni. O grafico é representativo de dois experimentos, realizados de
maneira independente.



4.4 Investigacdo do efeito do tratamento profilatico com GRRK durante a
asma alérgica experimental induzida por OVA

4.4.1 Efeito profilatico do GRRK por diferentes vias de administragéo

sobre o numero de células totais do LBA

Os animais do grupo que receberam PBS e foram submetidos ao modelo
de asma alérgica experimental (item 3.5), denominado grupo PBS/OVA
(alérgico) (176 + 20,6; P < 0,001) apresentaram aumento significativo no nimero
total de células no LBA (92 %) quando comparados ao grupo PBS/PBS
(controle) (13,3 £ 2,2), demonstrando que o modelo utilizado foi bem reprodutivo
em relagdo ao parametro avaliado (Gréfico 3).

Os animais tratados com GRRK na dose de 30mg/kg via s.c. (53,1 = 9,3;
P <0,001) ouip (51,3 + 12,4; P < 0,001) apresentaram reducdes significativas
no numero de células totais do LBA com percentual de inibicdo de 64% em
relacdo ao grupo PBS/OVA (176 + 20,6) (Grafico 3), diferente do grupo tratado
com GRRK (30 mg/kg) via oral (v.0.) (128 + 17,5) que ndo apresentou reducao
significativa no nimero de células totais do LBA. Portanto, esses resultados
demonstram que o GRRK administrado pelas vias s.c. ou i.p. foram eficazes em
reduzir o influxo de células para o LBA. Portanto a via s.c. foi escolhida para as
demais avaliacdes do GRRK, tendo em vista a observacdo de influxo celular

inflamatdrio por via i.p.
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Gréfico 3. Efeito do GRRK em diferentes vias de administracdo sobre o
numero de células totais do LBA em modelo de asma alérgica
experimental. Amostras do LBA de camundongos (n = 5) foram coletadas para
contagem de células totais na cadmera de Newbauer. Os resultados estatisticos
representam a diferenca da migracdo de células do LBA dos grupos tratados
com GRRK nas diferentes vias de administragéo (v.0., s.Cc. ou i.p.) com 0 grupo
PBS/OVA (*** P < 0,001) ou PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (*P < 0,001)
foram considerados significantes. Os resultados foram expressos como média +
erro padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O grafico é
representativo de dois experimentos, realizados de maneira independente.



4.4.2 Efeito profilatico do GRRK sobre o numero de células totais e
eosinoéfilos no LBA

Os grupos de animais tratados com GRRK nas doses de 30 (87 £9,3; P <
0,05) ou 100 mg/kg (68,3 +10,1; P < 0,001) via s.c. apresentaram reducfes
significativas no namero de células totais com percentuais de 43 ou 54 %,
respectivamente quando comparados ao grupo PBS/OVA (171, 1 = 26,3)
(Grafico 4 A). Quando o numero de eosindfilos foi avaliado, o grupo GRRK
30/0OVA (49,3 + 10,5; P < 0,05) apresentou reducédo de 51 % e o grupo GRRK
100 (37,3 = 5,3; P < 0,05) reducédo de 65 %, quando comparados ao grupo
PBS/OVA (123,8 + 38) (Grafico 4 B). O grupo tratado com GRRK na dose de 3
mg/kg ndo apresentou reducdo significativa na contagem de células totais (133,
2 + 23,2) ou de eosindfilos (92,1 £25, 2) (Gréfico 4 A e B). O grupo de animais,
tratado com DEXA na dose de 1 mg/kg (72,5 = 4,9; P < 0,01) apresentou
reducdo significativa no numero de células totais com percentual de 52 % e no
namero de eosinodfilos (20,4 £ 5,6; P < 0,001) com percentual de 75 %, quando
comparados ao grupo PBS/OVA (123,8 + 38) (Grafico 4 A e B).

Nos cortes histoldgicos de pulmdes (Figura 5) foi possivel observar a
presenca ou ndo do infiltrado inflamatério pela técnica de coloragdo H/E. No
grupo de animais PBS/OVA (Figura 5 B) observa-se um intenso infiltrado de
células na regido peribroncovascular, caracterizando a instalacdo do processo
inflamatério pulmonar, quando comparado ao grupo de animais PBS/PBS
(Figura 5 A). No grupo de animais tratados com GRRK (30 mg/kg) (Figura 5 C)
foi observado uma diminuicdo representativa no recrutamento celular para a
regido peribroncovascular, semelhante ao aspecto observado na mesma regiao

do grupo DEXA/OVA (Figura 5 D). Esses resultados demonstram que o



tratamento profildtico com GRRK foi capaz de diminuir o influxo de células
inflamatérias para as vias aéreas de animais com asma alérgica experimental

induzida por OVA.
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Grafico 4. Efeito do tratamento profildtico com GRRK sobre o namero de
células totais (A) e de eosinéfilos do LBA (B) em modelo de asma alérgica
experimental. Amostras do LBA de camundongos (n = 5) foram coletadas 24 h
apo6s o ultimo desafio com OVA para contagem de células totais na camera de
newbauer e eosindfilos em laminas, na propor¢cdo de 100 cel./lamina apés
coloracdo H/E. Os resultados estatisticos representam a diferenca da migracao
de células do LBA dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o grupo
PBS/OVA (* P < 0,05 e** P < 0,01) ou PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P <
0,001) foram considerados significantes. Os resultados foram expressos como
média + erro padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O
grafico é representativo de dois experimentos, realizados de maneira
independente.



Figura 5. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre o infiltrado
inflamatério em cortes histolégicos pulmonares. Fotomicrografia
representativa dos pulmdes corados com H/E visualizados em microscopia

optica no aumento de 40X. Grupos: PBS/PBS (A), PBS/OVA (B), GRRK
30/0OVA(C) e DEXA1/OVA (D).



4.4.3 Efeito profilatico do GRRK sobre a producdo de muco em pulmdes de
camundongos BALB/c.

A coloracdo P.A.S. (Acido Periddico—Schiff) realizada em pulmdes foi (til
para a demonstracdo da presenca de mucopolissacarideo. No grafico 5 observa-
se que o grupo PBS/OVA apresentou um aumento significativo (P < 0,001) no
indice de muco, quando comparado ao grupo de animais PBS/PBS. Neste grupo
PBS/PBS (Figura 6 A) pode-se observar auséncia de células produtoras de
muco nos epitélios bronquiolares de revestimento. O grupo PBS/OVA (Figura 6
B) apresentou intensa producao de muco (glicogénio) pelas glandulas exdcrinas
unicelulares representadas pelas células caliciformes nos bronquiolo. Nos
animais tratados com GRRK (30 mg/kg) ou DEXA observou-se um indice de
muco 3,5 vezes menor com significancia estatistica de P < 0,001 em relacdo ao
grupo PBS/OVA (Grafico 6). Nesses dois grupos GRRK/OVA (Figura 6 C) e
DEXA/OVA (Figura 6 D) observa-se nitida reducdo do numero de células
produtoras de muco, quando comparados ao grupo de animais PBS/OVA.
Portanto, esses resultados demonstram que GRRK tratado de forma profilatica
diminui significativamente a producdo de muco pelas células caliciformes

pulmonares, semelhante ao tratamento com a dexametasona.
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Gréfico 5. Efeito do tratamento profilgtico com GRRK sobre o indice de
muco de cortes histolégicos pulmonares em modelo de asma alérgica
experimental. Os pulmfes dos camundongos (n = 20) foram retirados 24 h apés
o ultimo desafio com OVA para a realizagdo dos cortes histologicos e coloragéo
com &acido periédico de Shiff (PAS) para andlise em microscopia Optica,
utilizando um software que permitiu a quantificagdo do indice de muco. Os
resultados estatisticos representam a diferenca do indice de muco dos grupos
tratados com GRRK (30 mg/kg) ou DEXA (1 mg/Kg) com o grupo PBS/OVA (***P
< 0,001) ou PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P < 0,001) considerados
significantes. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. ANOVA
‘one-way” seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 6. Efelto do tratamento profilatico com GRRK sobre a producéo de
muco em cortes histolégicos pulmonares. Fotomicrografia representativa dos
pulmdes corados com Acido periddico- Schiff (PAS) visualizados em microscopia
Optica no aumento de 40X. Grupos: PBS/PBS (A), PBS/OVA (B), GRRK
30/0OVA(C) DEXA1/OVA(D).



4.4 .4 Efeito profilatico do GRRK na HRB

Como se pode observar no Gréfico 6, o grupo de animais PBS/OVA (8,3
0,17; P < 0,001) apresentou um aumento significativo do Penh com percentual
de 78 % quando comparado com o grupo de animais PBS/PBS (2,03 + 0,17).
Estes resultados confirmam a confiabilidade do modelo de asma alérgica
experimental, que além de induzir inflamacg&o das vias aéreas, causa prejuizo a
funcdo pulmonar, quando comparados aos animais do grupo PBS/PBS
(controle).

Os grupos de animais tratados com GRRK 30 (5,1 £ 1,4; P < 0,05) ou
100mg/kg (4,2 £0,6; P < 0,05) ou DEXA (2,8 = 0,9; P < 0,001) apresentaram
diminuicao significaticativa no valor do Penh, em rela¢do ao grupo PBS/OVA (8,3
+ 0,17) demonstrando que o GRRK foi eficaz em melhorar a fung&o pulmonar no

modelo de asma alérgica experimental.
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Gréafico 6. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre a

hiperreatividade brénquica em modelo de asma alérgica experimental.
Diferentes grupos de camundongos BALB/c (n=5) foram submetidos a inalacéo
de doses crescentes de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL 24 h apds o
ultimo desafio com OVA. Os resultados estatisticos representam a diferenca da
hiperreatividade dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o0 grupo
PBS/OVA (*P < 0,05 e ***P < 0,001) ou PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P <
0,001) foram considerados significantes. Os resultados foram expressos como
média + erro padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O
grafico € representativo de dois experimentos. , realizados de maneira
independente.



4.4.5 Efeito profilatico de GRRK na producéo de citocinas (IL-5, IL-13) do

LBA

Os animais tratados com GRRK 30 (3200 + 387; P < 0,05) ou 100 mg/Kg
(1888 + 25; P < 0,001) ou DEXA (998 + 80; P < 0,001) apresentaram reducoes
significativas de IL-5 com percentuais de 33, 61 e 79 %, respectivamente
(Gréfico 7 A) quando comparados ao grupo PBS/OVA (4943 + 173). Quando a
IL-13 foi avaliada (Grafico 7 B), observou-se que o grupo GRRK 30 (1550 + 339;
P < 0,05) ou 100 mg/Kg (1130 + 120; P < <0,001) ou DEXA ( 790 * 99; P <
0,001) também apresentaram reducdes significativas de IL-13 com percentuais
de 28, 49 e 67 %, respectivamente (Grafico 7 B) quando comparados ao grupo
PBS/OVA (2100 = 320). Esses resultados demonstram que o tratamento com
GRRK foi capaz de inibir duas importantes citocinas do perfil Th2, IL-5 e IL-13,

responsavel na producao e diferenciacdo de eosindfilo e IgE, respectivamente.
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Gréfico 7. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre a producéao de
citocinas de LBA em modelo de asma alérgica experimental. Sobrenadantes
de amostras do LBA de camundongos BALB/c (n = 5) coletadas 24 h apos o
tltimo desafio com OVA foram utilizadas para dosagem da citocinas IL-5 (A) e
IL-13 (B). Os resultados estatisticos representam a diferenca da producao de
citocinas dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o grupo PBS/OVA (*P <

0,05 e *** P < 0,001) e PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (“P < 0,001)
considerados significantes. Os resultados foram expressos como média

foram
+ erro

padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O grafico é

representativo de dois experimentos, realizados de maneira independente.



4.4.6 Efeito profilatico do GRRK na producéao de IgE OVA-especifica
Os titulos de IgE OVA-especifica foram de 1:1000 + 100 para 0 grupo

PBS/OVA. Os grupos de animais tratado com GRRK (30 mg/kg) ou DEXA
(Img/kg) apresentaram redugdes significativas (P < 0,01) de 5 vezes (1:200 +
30) quando comparados ao grupo PBS/OVA (Gafico 8) . Nao foi possivel
quantificar o titulo de IgE OVA-especifica no grupo PBS/PBS (controle).
Portanto, o tratamento com GRRK foi capaz de inibir IgE OVA-especifica,

responsavel por mediar a asma alérgica.
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Grafico 8. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre o titulo de IgE
OVA-especifica de soro em modelo de asma alérgica experimental.
Amostras de soro de camundongos BALB/c (n = 7) foram coletadas para a
avaliacdo do titulo de IgE OVA-especifica através da técnica de anafilaxia
cutanea passiva (PCA). Os resultados estatisticos representam a diferenca da
producdo de IgE OVA-especifica LBA dos grupos tratados com GRRK (30
mg/kg) ou DEXA (1 mg/kg) com o grupo PBS/OVA (**P < 0,01) ou PBS/OVA
com o grupo PBS/PBS (P < 0,001) foram considerados significantes. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo. ANOVA “one-way”
seguido do teste de Bonferroni. O grafico é representativo de dois experimentos.
, realizados de maneira independente.



4.5.Investigagdo do efeito do tratamento terapéutico com GRRK durante
a asma alérgica experimental induzida por OVA

Apbs a observacgdo do efeito protetor no tratamento preventivo com o0 GRRK
em varios pardmetros moleculares e funcionais da asma alérgica experimental,
investigou-se o tratamento com o GRRK apds o estabelecimento da asma
alérgica experimental (protocolo terapéutico).

4.5.1. Efeito terapéutico do GRRK na migracao de células inflamatérias
para as vias aéreas

Os grupos de animais tratados com GRRK 30 (117 £ 21; P < 0,05) ou 100
mg/kg (78 +10,5; P < 0,01) ou DEXA (55 + 6,2; P < 0,001) apresentaram
reducdes significativas na migracéo de células inflamatoérias com percentuais de
26, 55 ou 60 %, respectivamente (Grafico 9 A) quando comparados ao grupo
PBS/OVA (189 + 26). Quando o numero de eosindfilos foi avaliado, os grupos
GRRK 30/0OVA (71 = 16) e GRRK 100/0OVA (33 + 9,2) apresentaram reducdes
em 42 e 71 %, respectivamente, bem como o grupo DEXA/OVA (22 + 6,8) com
reducdo de 82 % quando comparados ao grupo PBS/OVA (133 +20) (Grafico 9
B), no entanto a dose de 3 mg/Kg de GRRK ndo demonstrou reducéo
significativa no numero total de células inflamatérias ou no nimero de eosindfilos
do LBA quando comparados ao grupo PBS/OVA.
Quando os pulmdes foram analisados, o grupo GRRK 30/OVA (Figura 7

C) ou DEXA /OVA (Figura 7 C) foram eficientes em reduzir o influxo inflamatorio
na regiado peribroncovascular, quando comparado ao grupo PBS/OVA (Figura 7

B), visualizados nos cortes histologicos corados com HE.
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Gréfico 9. Efeito do tratamento terapéutico com GRRK sobre o namero de
células totais (A) e de eosindfilos do LBA (B) em modelo de asma alérgica
experimental. Amostras do LBA de camundongos (n = 5) foram coletadas 24 h
apos o ultimo desafio com OVA para contagem de células totais na camera de
newbauer e eosinofilos em laminas, na proporcdo de 100 cel./lamina apds
coloracdo H/E. Os resultados estatisticos representam a diferenca da migracao
de células do LBA dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o0 grupo
PBS/OVA (* P < 0,05** P < 0,01 e P < 0,001) ou PBS/OVA com o grupo
PBS/PBS ("P < 0,001) foram considerados significantes. Os resultados foram
expressos como meédia + erro padrdo. ANOVA “one-way” seguido do teste de
Bonferroni. O grafico é representativo de dois experimentos, realizados de
maneira independente.



Figura 7. Efeito do tratamento terapéutico com GRRK sobre o infiltrado
inflamatério em cortes histolégicos pulmonares. Fotomicrografia
representativa dos pulmdes corados com H/E visualizados em microscopia
Optica no aumento de 40X. Grupos: PBS/PBS (A), PBS/OVA (B), GRRK
30/0OVA(C) e DEXA 1/OVA (D).



4.5.2. Efeito terapéutico do GRRK na produc¢édo de muco em pulmdes de
camundongos BALB/c.

No grafico 11, observa-se que o grupo PBS/OVA apresentou um aumento
significativo (P < 0,001) no indice de muco, quando comparado ao grupo de
animais PBS/PBS. O grupo PBS/OVA (Figura 8 B) apresentou intensa producao
de muco (glicogénio) pelas glandulas exdcrinas unicelulares representadas pelas
células caliciformes nos bronquiolo. Nos animais tratados com GRRK (30
mg/kg) ou DEXA observou-se um indice de muco 2,5 ou 3 vezes menor com
significancia estatistica de P < 0,001 em relacdo ao grupo PBS/OVA (Grafico
10). Nesses dois grupos GRRK/OVA (Figura 8 C) e DEXA/OVA (Figura 8 D)
observam-se nitida redu¢do do niumero de células produtoras de muco, quando
comparados ao grupo de animais PBS/OVA. Portanto, esses resultados
demonstram que GRRK administrado de forma terapéutica também diminui
significativamente a producdo de muco pelas células caliciformes pulmonares,

semelhante ao tratamento com a dexametasona.
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Grafico 10. Efeito do tratamento terapéutico com GRRK sobre o indice de
muco de pulmao em modelo de asma alérgica experimental. Os pulmdes dos
camundongos (n = 20) foram retirados 24 h apos o ultimo desafio com OVA para
a realizacdo dos cortes histologicos e coloracdo com acido periédico de Shiff
(PAS) para analise em microscopia 6ptica, utilizando um software que permitiu a
guantificacdo do indice de muco. Os resultados estatisticos representam a
diferenca do indice de muco dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o
grupo PBS/OVA (***P < 0,001) ou PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P < 0,001)
considerados significantes. Os resultados foram expressos como média + erro
padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni.
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Figura 8. Efeito do tratamento terapeutlco com GRRK sobre a producéo de
muco em cortes histolégicos pulmonares. Fotomicrografia representativa dos
pulmdes corados com PAS visualizados em microscopia Optica no aumento de
40X. Grupos: PBS/PBS (A), grupo PBS/OVA (B), grupo GRRK 30/OVA(C) e

grupo DEXA 1/OVA (D)



4.5.3. Efeito terapéutico do GRRK na HRB

Como se pode observar no Grafico 11, o grupo de animais PBS/OVA (7,3
+ 1,3; P < 0,001) apresentou um aumento significativo do Penh com percentual
de 74 % quando comparado com o grupo de animais PBS/PBS (1,6 £ 0,9). Os
grupos de animais tratados com GRRK 30 (3,9 £ 0,9; P < 0,05) ou 100mg/kg (4,8
+ 1,6; P < 0,05) ou DEXA (2,8 + 0,7; P < 0,001) apresentaram diminui¢cao
significaticativa no valor do Penh em relacdo ao grupo PBS/OVA (7,3 +1,3)
(Gréfico 11), demonstrando que o GRRK tratado de forma terapéutica também
foi eficaz em melhorar a funcdo pulmonar no modelo de asma alérgica

experimental.
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Gréfico 11. Efeito do tratamento terapéutico com GRRK sobre a
hiperreatividade brénquica em modelo de asma alérgica experimental.
Diferentes grupos de camundongos BALB/c (n= 5) foram submetidos a inalacéo
de doses crescentes de metacolina (MCh) 3, 6, 12 e 25 mg/mL 24 h apés o
ultimo desafio com OVA. Os resultados estatisticos representam a diferenca da
hiperreatividade dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o0 grupo
PBS/OVA (*P < 0,05 e **P < 0,001) ou PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (*P <
0,001) foram considerados significantes. Os resultados foram expressos como
média * erro padrdo. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O
grafico € representativo de dois experimentos, realizados de maneira
independente.



4.5.4 Efeito terapéutico do GRRK na producéo de citocinas (IL-5 e IL-13) do
LBA

Embora tenha sido possivel observar semelhancas na reducédo dos
parametros da asma alérgica experimental entre os protocolos profilatico e
terapéutico, o tratamento terapéutico com GRRK 30 mg/Kg (1237 = 154) néao foi
eficiente em reduzir a producéo de IL-5 como pode ser observado no Grafico 12
A. Apenas os grupos de animais tratados com GRRK 100 mg/kg (1050 + 122; P
< 0,05) ou DEXA (1030 + 73; P < 0,05) apresentaram reducao significativa na
producdo da IL-5 com percentual de 33 % em ambos os tratamentos quando
comparados ao grupo PBS/OVA (1800 + 187) (Grafico 12), porém a producéo
de IL-13 foi reduzida de forma significativa nos grupos tratados com GRRK 30
(510 = 70; P < 0,05) ou 100 mg/kg (405 = 63; P < 0,05 ), com percentuais 39 e
43 %, respectivamente, proporcional ao grupo DEXA/OVA (363 = 52; P < 0,05)
gue reduziu IL-13 de forma significante com percentual de 46 % (Gréfico 12 B)
guando comparados ao grupo PBS/OVA (980 + 120). Portanto, esses resultados
demonstram que o tratamento com GRRK ap6s o estabelecimento da asma foi

capaz de inibir duas importantes citocinas do perfil Th2, IL-5 e IL-13.
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Gréfico 12. Efeito do tratamento terapéutico com GRRK sobre a producao
de citocinas de LBA em modelo de asma alérgica experimental.
Sobrenadantes de amostras do LBA de camundongos BALB/c (n = 5) coletadas
24 h ap6s o ultimo desafio com OVA foram utilizadas para dosagem da citocinas
IL-5 (A) e IL-13 (B). Os resultados estatisticos representam a diferenca da
producdo de citocinas dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o grupo
PBS/OVA (*P < 0,05) e PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P < 0,001) foram
considerados significantes. Os resultados foram expressos como média * erro
padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O grafico é
representativo de dois experimentos. , realizados de maneira independente.



4.5.5 Efeito terapéutico do GRRK na producéo de IgE OVA-especifica
Os titulos de IgE OVA-especifica foram de 1:1000 + 100 para 0 grupo

PBS/OVA. Os grupos de animais tratados com GRRK (30 mg/kg) ou DEXA
(Img/kg) apresentaram reducéo significativa (P < 0,01) de 5 vezes (1:250 * 20)
guando comparados ao grupo PBS/OVA (Gafico 13) . Nao foi possivel quantificar
o titulo de IgE OVA-especifica no grupo PBS/PBS (controle). Portanto, o
tratamento com GRRK foi capaz de inibir IgE OVA-especifica, responsavel por

mediar a asma alérgica.
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Gréfico 13. Efeito do tratamento terapéutico com GRRK sobre a producao
de IgE anti-OVA de soro em modelo de asma alérgica experimental.
Sobrenadantes de amostras de LBA de camundongos (n = 7) coletadas 24 h
apos o ultimo desafio com OVA foram utilizadas para dosagem das citocinas IL-5
(A) e IL-13 (B). Amostras de soro foram coletadas para a avaliagdo do titulo de
IgE OVA-especifica pela técnica de anafilaxia cutanea passiva (PCA). Os
resultados estatisticos representam a diferenca dos grupos tratados com GRRK
ou DEXA com o grupo PBS/OVA (*P < 0,05 e **P< 0,01) e PBS/OVA com o
grupo PBS/PBS (P < 0,001) foram considerados significantes. Os resultados
foram expressos como média + erro padrdo. ANOVA “one-way” seguido do teste
de Bonferroni. O gréafico é representativo de dois experimentos, realizados de
maneira independente.



4.6 Avaliacao do efeito profilatico do GRRK sobre a caracterizagao
fenotipica de células do LBA em modelo de asma alérgica experimental
4.6.1 Efeito profilatico do GRRK sobre os linfécitos T CD4" e LB

Para a analise no FACS das moléculas CD4 e B220 foi selecionado da
suspensao celular do LBA uma populacdo celular com baixa SSC
(granulosidade) e baixo FSS (tamanho), considerada populacdo linfocitica do
LBA.

Os animais tratados com GRRK (30mg/kg) ou DEXA (1mg/kg)
apresentaram diminuicdo representativa no percentual de células CD4" (42% ou
30 %, respectivamente) e de células B220 (6% ou 3%, respectivamente) da
suspensao de linfécitos do LBA quando comparados ao grupo PBS/OVA (Figura
9). Quando essas células marcadas com CD4" foram quantificadas pdde-se
observar que o grupo GRRK 30/0OVA (3,6 + 1,2; P < 0,001) ou DEXA 1/OVA (2,4
10,8; P < 0,001) apresentaram reducao significativa com percentual de 62 ou 76
%, respectivamente em relacdo ao grupo PBS/OVA (13,3 + 2,2). (Gréafico 14 A)
Da mesma forma, quando se avaliou o nimero de células B220 no total de
células do LBA pode-se observar que o grupo GRRK 30/0OVA (0,48 + 0,04; P <
0,001) ou DEXA 1/OVA (0,18 + 0,03; P < 0,001) apresentou reducéo significativa
com percentual de 65 ou 88 %, respectivamente em relacdo ao grupo PBS/OVA
(2,9 £ 0,7) (Grafico 14B). No detalhe do Gréafico 14 encontram-se os valores das
células totais do LBA dos grupos experimentais avaliados. Desta forma, esses
resultados demonstram que o tratamento com GRRK foi capaz de inibir o influxo
de duas importantes células efetoras, o LTCD4" e LB controlando assim a

resposta inflamatoria alérgica pulmonar.
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Figura 9. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre o percentual de
linfcitos T CD4" e LB do LBA em modelo de asma alérgica experimental.
Amostras do LBA de BALB/c (n = 5) foram submetidas a marcacdo com
anticorpos extracelulares anti-CD4 e anti-B220 e em seguida analisadas por
FACS. A figura acima mostra dot plots de gates de células com baixa SSC

(granulosidade) e baixa FSC (tamanho). A figura é representativa de dois
experimentos, realizados de maneira independente.
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Grafico 14. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre o namero de
linfocitos T CD4+ e LB do numero total de células do LBA em modelo de
asma alérgica experimental. Amostras do LBA de BALB/c (n = 5) foram
submetidas a marcacdo com anticorpos extracelulares anti-CD4 e anti-B220 e
em seguida analisadas por FACS. Os resultados estatisticos representam as
diferencas significantes do nimero de células de LTCD4 (A) ou LB(B) do nimero
total de células do LBA tratados com GRRK ou DEXA com o grupo de animais
PBS/OVA (*** P < 0,001). Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O grafico é
representativo de dois experimentos, realizados de maneira independente.



4. 6.2 Efeito profilatico do GRRK sobre a expressédo de MHC de classe II,

CD40 e CD80 em células apresentadoras de antigenos (APCs).

Os grupos de animais PBS/OVA e GRRK/OVA apresentaram diminuigdes
representativas no percentual (1,3% e 2,9%, respectivamente) de células
CD11b'CD11c" (APCs) no LBA quando comparados ao grupo de animais
controle PBS/PBS (4,7%) (Figura 10). JA o grupo de animais DEXA/OVA
apresentou um aumento no percentual dessas células CD11b"CD11c" (11,3%),
guando comparadas ao grupo PBS/PBS ou PBS/OVA (Figura 10).

O grupo PBS/OVA apresentou maior intensidade de fluorescéncia média
(MFI) das moléculas de MHC-II, CD80 e CD40 de células CD11b*CD11c* (MFI:
1615, 1416 e 468, respectivamente), mesmo com um menor numeros de células
CD11b'CD11c", quando comparado ao grupo PBS/PBS (MFI:272, 805 e 238,
respectivamente) (Figura 10), demonstrando a ativagdo das APCs presentes no
LBA de animais PBS/OVA (alérgicos).

Nos animais tratados com GGRK ou DEXA pode-se observar uma
reducdo significativa do MFI das moléculas de MHC-II (951 e 304,
respectivamente) e CD40 (308 e 220, respectivamente) em relacdo aos animais
do grupo PBS/OVA (Figura 10). O tratamento com GRRK nao foi capaz de inibir
a expressao da molécula CD80 (Figura 10). Esses resultados mostraram que 0
tratamento com GRRK além de atuar em células efetoras também parece estar

atuando na desativagao das APCs na resposta inflamatoéria alérgica pulmonar.
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Figura 10. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre a expresséao de
moléculas MHC de classe Il, CD40 e CD80 de células apresentadoras de
antigenos (APCs) do LBA em modelo de asma alérgica experimental.
Amostras do LBA de camundongos (n = 5) foram coletadas e submetidas a
marcacdo com anticorpos extracelulares anti-CD11c, anti-CD11b, anti-CD8O0,
anti-CD40, anti I-A% (MHC Il) and anti-lgG2a (isotipo controle) em seguida
analisadas por FACS. A figura acima mostra plots de FACS de células
expressando CD11c+CD11b+( esquerda) e histogramas de MHC de classe |,
CD40 e CD80 de gate de células CD1llc+CD11b+(direita). O grafico é
representativo de dois experimentos.Os resultados estdo representados como
intensidade média de fluorescéncia (MFI). Histograma sélido corresponde ao
isotipo controle.



4.8Investigacdo do efeito profilatico do GRRK sobre a resposta imune

reguladora

4.7.1 Efeito profilatico do GRRK sobre a producdo de IFN-y de mLN-
Influéncia da resposta Thl

Na tentativa de avaliar um possivel desvio de resposta imune,
responsavel pelos efeitos inibitérios da asma alérgica frente ao tratamento do
GRRK, investigou-se a producédo de citocina IFN-y do perfil Thl, a partir de
sobrenadante de cultura de células de linfonodos mediastinais, regido mais
préxima do pulméao.

Pode-se observar no grafico 15 que as células dos linfonodos
mediastinais do grupo PBS/OVA (1860 + 60; P < 0,001) estimulados com
Conavalina — A (Con-A) apresentaram um aumento significativo com percentual
de 67 % na producéo de IFN-y, comparadas com as células do grupo PBS/PBS
(539 £ 199). Contudo, as células dos animais tratados com GRRK 30 (2380 * 30)
ou DEXA (1998 +11) nao apresentaram alteracdes na producdo desta citocina
guando comparadas ao grupo PBS/OVA (1860 + 60). Portanto, 0 GRRK nao tem

efeito sobre IFN-y em culturas de linfonodos mediastinais.
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Gréfico 15. Efeito do tratamento profilatico com GRRK na producédo de IFN-
y de linfonodo mediastinal (MLN) em modelo de asma alérgica
experimental. Sobrenadantes de culturas de células do linfonodo mediastinal
(mLN) de camundongos (n = 5) coletadas 24 h apds o ultimo desafio com OVA
foram utilizadas para dosagem de IFN-y. Os resultados estatisticos representam
a diferenca dos grupos PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P < 0,001)
considerados significantes. Os resultados foram expressos como média * erro
padrao. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O grafico é
representativo de dois experimentos, realizados de maneira independente.



4.7.2 Efeito profilatico do GRRK na expressdo de LT CD4" Foxp3® do LBA-
Influéncia na resposta Tieq

Para se investigar outra possivel via regulatéria do GRRK, avaliou-se a
participacdo dos LT reguladores (LT CD4'foxP3") no modelo de asma alérgica
experimental.

O grupo de animais PBS/OVA apresentou um aumento no percentual (5,1
%) de células CD4'foxP3"™ quando comparados ao grupo PBS/PBS (0,7%)
(Figura 11). Os animais tratados com GRRK 30 apresentaram aumento
representativo no percentual de células CD4'foxP3* (8,5%), ja os animais
tratados com DEXA apresentaram supressdo dessas células (1,7%) quando
comparados ao grupo PBS/OVA com percentual de aproximadamente 5,0 %
(Figura 11). Quando essas células marcadas com CD4" foxP3" foram
quantificadas em relagdo ao numero de células totais do LBA, o grupo GRRK
30/0OVA nao apresentou redugdo significativa na referida populagéo celular,
diferente dos animais tratados com DEXA ( 0,05 = 0,003; P < 0,001) que
apresentaram reducdo significativa com percentual de inibicdo de 91 % do
nimero de células CD4'foxP3" do namero total de células do LBA quando
comparados ao animais do grupo PBS/OVA (0,68 * 0,1) (Grafico 16). Ao lado
encontram-se os valores das células totais do LBA dos grupos experimentais
avaliados.

Esses resultados mostram que embora 0 GRRK tenha a capacidade de
regredir a inflamacé&o alérgica, esse flavonéide néo foi capaz de modificar o perfil

de células CD4" foxP3*
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Figura 11. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre o percentual de
linfécitos T CD4" Foxp3*do LBA em modelo de asma alérgica experimental.
Amostras do LBA de camundongos (n = 5) foram submetidas a marcacéo com

anticorpos extracelulares anti-CD4 e intracelular foxP3+ e em seguida analisadas

por FACS. A figura acima mostra plots de gates de células com baixa CCS
(granulosidade) e baixa FSC (tamanho).
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Grafico 16. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre o namero de
linfécitos CD4'Foxp3" do numero total de células do LBA em modelo de
asma alérgica experimental. Amostras de LBA de BALB/c (n = 5) foram
submetidas a marcacdo com anticorpos intracelulares anti-CD4 e intracelulares
foxP3+ e em seguida analisadas por FACS. Os resultados estatisticos
representam a diferenca dos grupos tratados GRRK ou DEXA com 0 grupo
PBS/OVA (***P< 0,001) e PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P < 0,001)
considerados significantes. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo. ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni. O grafico é
representativo de dois experimentos. , realizados de maneira independente.



4.7.3 Efeito profilatico do GRRK na producédo de TGF-B do LBA- Influéncia
naresposta Treg

Quando se avaliou a produgéo da citocina TGF-B, produzida por LT greg,
(Grafico 17) os animais tratados com GRRK 30 mg/Kg (63 + 7,1) nao
apresentaram alteracdo significativa na produgdo desta citocina quando
comparados ao grupo PBS/OVA (79 + 17). No grupo de animais tratados com a
DEXA (17 £ 5,1; P< 0,001) observa-se reducao da producédo de TGF-p. Esses
resultados mostram que embora o GRRK tenha a capacidade de regredir a
inflamacdo alérgica, esse flavondide ndo foi capaz de alterar a producdo de
TGF-B, uma importante citocina reguladora, produzida por células T geg Nesse

modelo estudado.
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Grafico 17. Efeito do tratamento profilatico com GRRK sobre a producédo de
TGF-B de LBA em modelo de asma alérgica experimental. Sobrenadantes de
amostras do LBA coletadas 24 h apds o ultimo desafio com OVA foram utilizadas
para dosagem de TGF-B (B). Os resultados estatisticos representam a diferenca
dos grupos tratados com GRRK ou DEXA com o grupo PBS/OVA (***P < 0,001)
e PBS/OVA com o grupo PBS/PBS (P < 0,001) considerados significantes. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo. ANOVA “one-way”
seguido do teste de Bonferroni. O grafico € representativo de dois experimentos,
realizados de maneira independente.
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5. Discussao

Em estudos anteriores realizados pelo grupo de imunofarmacologia do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica-LTF/UFPB/Jodo Pessoa-PB, foi
observado que extrato fendlico de pdélen apicola (EFPA), rico em flavondides
apresentou atividade antiinflamatdria em modelo de asma alérgica experimental
induzida por ovalbumina (OVA) (MEDEIRQOS, et al., 2008). Na perspectiva em
continuar esses estudos, e baseados em dados da literatura demonstrando o
grande potencial imunomodulador dos flavonoides, esse trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antialérgica de trés flavondides (myricetina,
isoramnetina e kanferol glicosilado-GRRK) isolados e caracterizados pelo grupo
da quimica do LTF/UFPB/Jodo Pessoa-PB e, em seguida, investigar o possivel
mecanismo de acdo de um dos flavondides previamente selecionado de acordo
com o melhor rendimento e atividade antialérgica apresentada no modelo de
asma alérgica experimental.

Antes de iniciar os testes imunofarmacoldgicos com os flavonéides
isoramnetina, myricetina e GRRK, foram realizados ensaios de toxicidade
utilizando a Artemia salina e a linhagem de fibroblastos L929. No ensaio de
Artemia ndo houve morte dos microcustaceos (Artemias), mesmo nas altas
concentracfes dos trés flavondides testados, sugerindo auséncia de toxicidade.
Adicionalmente os flavondides também apresentaram baixa toxicidade nas
células L929, sugerindo seguranca no uso dos flavondides in vivo ou in vitro.
Embora n&o tenha sido possivel calcular a dose letal (DLsg) dos flavondides
Parra e colaboradores (2001) demonstraram haver certa correlagdo da
concentracéo letal em 50% (CLsp) de Artemia salina e a DLsp em camundongos

de diferentes extratos de plantas.



A baixa toxicidade dos flavondides nos impulsionou investigar o efeito do
tratamento com estes flavondides na migracao de células inflamatorias para os
pulmdes e o grau de sobrevida dos animais frente a reacdo de anafilaxia
sistémica ativa induzida por OVA, em modelo de asma alérgica experimental,
caracterizado por um perfil de resposta imune do tipo Th2, classico das alergias
(revisado por MAYR, ZUBERI, LIU, 2003).

O choque anafilatico, do ponto de vista imunolégico € uma forma
sistémica extrema de hipersensibilidade tipo |, mediada pela liberacdo de
histamina em resposta a ligacdo cruzada de IgE ao receptor de alta afinidade
FceRI presente na membrana dos mastocitos. Estas células quando ativadas
causam desgranulacdo, com liberagcdo de varios mediadores, dentre eles a
histamina, prostaglandina e leucotrienos responsaveis por grande parte da
sintomatologia da anafilaxia (NOURI-ARIA et al., 2004). Tem sido descrito que
alimentos (crustaceos e amendoins), drogas (antimicrobianos e anestésicos) e
venenos de insetos (abelha e formiga) causam anafilaxia fatal em individuos
sensibilizados e, um numero significativo de mortes em resposta a alérgenos tem
aumentado nos ultimos anos (SICHERER; LEUNG, 2004). A reacéo fatal atinge
dois ou mais 6rgdos e apresenta como sintomas o0 aparecimento de urticaria,
vomito, dor abdominal, edema de laringe elou edema facial, além de
broncoespasmo (revisado por MONERET-VAUTRIN et al., 2005). Alguns
trabalhos demonstraram o efeito inibitério de flavonéides no desenvolvimento de
reacao anafilatica induzida por alérgeno. Flavonoide do tipo quercetina mostrou-
se prevenir 75% dos animais da reacdo de choque anafilatico induzido por OVA
(CRUZ et al., 2008); epigalatocatequina foi capaz de inibir a anafilaxia cutanea

passiva induzida pelo composto 48/80, por um mecanismo dependente do



aumento de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) (LI et al., 2005). O tratamento
com o extrato de Selaginella tamariscina, rico em flavondides, inibiu de maneira
dose-dependente a reacdo de choque anafilatica (DAI et al., 2005). Esses dados
corroboram com os encontrados neste trabalho que resultaram em um efeito
protetor, dos flavon6ides em estudo, na mortalidade do choque anafilatico
induzido por OVA.

O tratamento dos animais, sensibilizados e desafiados com ovalbumina
(modelo de asma alérgica experimental) com isoramnetina, myricetina ou GRRK
foi capaz de inibir a migracao de células da inflamacao para o pulmdo. Além da
inibicdo do choque anafilatico, os flavondides, em geral, ttm-se mostrado como
um importante antiinflamatorio das vias aéreas (revisado por KAWAI et al.,
2007). Flavonoides presentes no extrato de Glycyrrhiza uralensis foram capazes
de inibir o influxo de células inflamatérias para as vias aéreas em modelo de
inflamacdo aguda induzida por LPS (XIE et al., 2009). O flavondide genisteina
inibiu o influxo eosinofilico em cobaias sensibilizadas com ovalbumina (DUAN et
al., 2003) e, em um estudo mais recente, foi observado que esse efeito inibitério
foi parcialmente explicado pela diminuicdo da sintese de leucotrienos
dependente da proteina p-38 (KALHAN et al., 2008). Os tratamentos com
guercetina ou rutina em camundongos sensibilizados com OVA também foram
capazes de inibir a migracdo de neutrdfilos, eosindfilos e linfocitos para o pulméao
e a quantidade de peroxidase eosinofilica (EPO) e fosfolipase A2 (PLA2),
consideradas importantes enzimas liberadas por essas células durante o
processo inflamatorio (JUNG et al., 2007). Esses dados da literatura corroboram
com os dados encontrados com os flavonoides testados neste estudo,

demonstrando, portanto, potente acao antiinflamatéria destes flavonoides.



Considerando o efeito protetor dos trés flavondides na reacéo de choque
anafilatico, e na atividade antiinflamatoria nas vias aéreas, fez-se a escolha de
um deles, o GRRK, devido ao melhor rendimento de extracdo dentre os trés
flavondides, no intuito de estudar de forma mais detalhada essa acao
imunomoduladora.

Apos a escolha do flavondide GRRK para dar continuidade aos estudos,
partiu-se para a avaliagdo da citocina TNF-a, considerada uma das mais
importantes citocinas em iniciar um processo inflamatoério. Para isso, utilizou-se
um modelo de inflamac&o aguda induzida por lipopolissacarideo (LPS), ja que a
meia vida desta citocina é curta (cerca de 180 min.). A identificacdo de
compostos que interferem nesta citocina, bem como em sua via de sinalizacao
vem sendo estudado como alvo terapéutico de doencas, tais como artrite
reumatdide, asma e doencas auto-imunes relacionadas com processo
inflamatorio (revisado por NAN 2006). Alguns estudos da literatura demonstram
a acao anttinflamatoria de produtos naturais mediante a inibicdo do TNF- . O
tratamento com o flavondide quercetina, em baséfilos humanos estimulados com
éster de forbol (PMA), foi capaz de diminuir a producédo de TNF-a, IL-1 e IL-6 por
uma via dependente de NFx-B (MIN et al.,, 2005). Sankaar e colaboradores
(2007) demonstraram que os polifendis derivados do ch& verde foram capazes
de inibir a ativacdo do TNF- o responsavel pelo efeito anticancerigeno em
camundongos. Neste estudo observa-se que o GRRK foi capaz de inibir o TNF-
a, corroborando com os dados da literatura, confirmando o potencial
antiinflamatorio deste flavonodide

Em seguida partiu-se para a investigagdo do tratamento profilatico e

terapéutico do GRRK em modelo de asma alérgica experimental. O GRRK



mostrou-se eficiente em reduzir o fenétipo da asma alérgica experimental, tais
como: infitrado de células inflamatérias nas vias aéreas, hiperrratividade
brénquica (HRB) induzida por metacolina, producdo de muco por células
caliciformes, citocinas Th2 (IL-5 e IL-13), producdo de imunoglobulina E (IgE)
OVA-especifica, marcadores de células efetoras, LT e LB (CD4 e B220,
respectivamente) e expressdo de marcadores de células apresentadoras de
antigenos (CD40 e MHC-II), no entanto, esse efeito antiinflamatério ndo foi
dependente de uma resposta Thl ou de LT reguladores por néo interferir na
producdo das citocinas IFN-y eTGF—f e na expressido da molécula Foxp3”™.

Um dos objetivos no tratamento da asma € diminuir a resposta
inflamatoria, diminuindo o influxo de células inflamatérias induzidas por
alérgenos para as vias aéreas; inibir a producdo de IgE alérgeno-especifico e
diminuir a producdo de citocinas do perfil Th2, responsaveis em manter a
resposta alérgica. Associada a essa acao antiinflamatéria a terapia da asma
necessita reverter a broncoconstriccdo, restabelecendo a funcdo pulmonar
prejudicada. Varias pesquisas vém sendo desenvolvidas na tentativa de
encontrar novos alvos terapéuticos para esta patologia (revisado por KAWAI et
al., 2007).

Os glicocorticéides exercem um papel crucial no tratamento da asma, mas
apesar do efeito antiinflamatorio, os corticoides provocam varios efeitos
colaterais, incluindo edema, osteoporose, diabetes, hipertensdo e catarata
(SAKLATVALA et al., 2002). A hipertrofia hepatica e as mudancas metabolicas
como 0 aumento da sintese de proteinas de fase aguda no plasma estédo
também associadas ao uso crénico dos glicocorticoides (PEDERSEN et al., 1989

e SAVARY et al.,, 1998). Muitas pesquisas tém evoluido na tentativa de



identificar novas moléculas que agem com a eficacia dos corticdides sem o0s
efeitos colaterais (TEIXEIRA et al., 1995).

Varios flavondides vém sendo estudados por apresentar uma intensa
atividade antialérgica e antiinflamatoria. Os flavonoides quercetina e seu anélogo
isoquercetina inibiram o influxo de células inflamatérias para o pulméo, e para o
sangue (ROGERIO et al., 2007), enquanto narirutin, além de promover esses
efeitos, reduziu a producdo de IgE de maneira dose-dependente em
camundongos BALB/c (FUNAGUCHI et al, 2007). Nobiletin, um
polimetoxiflavonéide, administrado por via intraperitoneal, inibiu a migracao de
eosindfilos para o pulmdo e a producdo de eotaxina por um mecanismo
dependente de Fas (receptor de morte celular) em ratos sensibilizados com OVA
(WU et al., 2005). Adicionalmente, o flavonodide luteonina mostrou-se capaz de
aliviar a broncoconstriccdo e a hiperreatividade das vias aéreas em
camundongos sensibilizados com OVA (DAS et al, 2003). Uma triagem
farmacolégica realizada com varios flavondides demonstraram que essas
substancias diminuem o desenvolvimento da dermatite e dos niveis de
imunoglobulina E (IgE) em modelo murino (KOTANI et al., 2000).

Estudos clinicos demonstram que o uso de extrato de folhas de
Selaginella tamariscina na dose de 1g/dia, ricas nos flavondides: astragalina
(0,72%), isoquercetina (0,55%) e toriforin (0,32%), diminuiu o numero de
eosindfilos no sangue periférico (revisado por KAWAI et al., 2007) de individuos
atopicos. Um estudo realizado por Knekt e colaboradores (2002) demonstrou
gue a alta ingestdo de flavonoides, como a quercetina, kanferol, myricetina,
nariregina e hesperecina promoveu diminuicdo na incidéncia de doencas

cronicas, tais como: asma, artrite, cancer, diabetes e doencas



cerebrovasculares, contudo o flavondide que se mostrou mais eficiente em
suprimir a asma foi a quercetina, presente em macas, enquanto que o kanferol
mostrou-se mais eficiente em baixar o risco de doencas cerebrovasculares em
humanos.

Kanferol é um flavondide que apresenta atividade antiinflamat6ria em
modelo experimental de aterosclerose, Ulcera, edema de pata e em transplantes
(GOEL et al, 1988; OKAMOTO et al., 2002; OKU e ISHIGURO, 2001; TU et al.,
2007). Um recente trabalho publicado por Hirose e colaboradores (2009)
demonstrou que o tratamento in vitro com Kanferol promoveu uma diminuicdo na
degranulacdo de células leucémicas basofilicas de ratos, comprovando uma
intensa atividade antialérgica via ativagdo da heme-oxigenase. Entretanto,
nenhum estudo foi realizado em modelo experimental de asma alérgica com
esse flavonaide.

Andlises de estrutura-atividade tém mostrado que a hidroxilacdo e a
glicosilacédo na estrutura quimica de flavondides parecem ser pré-requisitos para
potencializar a atividade antiinflamatéria (COMALADA et al., 2006). Desta forma,
analisou-se em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA, o
tratamento com o GRRK isolado de Solanun asperum utilizando dois protocolos,
o profildtico e o terapéutico e observou-se que o tratamento com ambos os
protocolos foi capaz de atenuar o0s sinais classicos da asma alérgica
experimental, corroborando com os dados da literatura no que diz respeito ao
potencial antiinflamatoério dos flavonoides, em especial, os glicosilados.

A presenca de eosinofilos nas vias aéreas é responsavel por danos
epiteliais e estas células estdo estritamente relacionadas a fisiopatologia da

asma. Os eosindfilos e seus produtos secretados sédo fatores importantes no



desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas e severidade da asma
(revisado por LAMPINEM et. al., 2004).

Eosindfilos jovens e maduros sdo recrutados para os pulmdes apos o
desafio antigénico com OVA em modelo de asma experimental (RADINGER et
al., 2004). Essas células sdo encontradas em maior concentragdo no LBA,
pulmdo e nodos linfaticos diferindo o fenétipo eosinofilico de acordo com a
localizacdo (DUEZ et al., 2004). Os eosinoéfilos produzem mediadores vasoativos
(cis-leucotrienos-LTC4 e fator ativador de plaguetas —PAF) (TRIGGIANE et al.,
2000), citocinas (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, RANTES,
eotaxinas, TGF-a, TGF-B, TNF-a) e proteinas presentes em seus granulos
(proteina catibnica eosinofilica-ECP, proteina basica principal-MBP, neurotoxina
derivada de eosindfilo-EDN e peroxidade eosinofilica-EPO) que orquestram o
processo inflamatorio nas vias aéreas (revisado por LAMPINEN et al., 2004).

O GRRK foi capaz de inibir o influxo dessas células no estabelecimento
da asma experimental, sugerindo que este flavondide esteja atuando em
moléculas responsaveis pela migracéo dessas células para as vias aéreas.

Em seguida foi avaliado o efeito do GRRK sobre a fun¢cdo pulmonar no
modelo em estudo. A hiperreatividade € definida como a exacerbacdo de
resposta frente a algum estimulo (alérgeno), comum na patogénese da asma
(HARGREAVE et al., 1986). O acumulo de células inflamatorias, o exsudato, o
aumento da musculatura lisa pulmonar, a deposicdo do tecido conectivo e a
hiperplasia epitelial contribuem para o estreitamento da luz das vias aéreas, que
parece ser a base da diminuicio do fluxo de ar, caracteristico da
broncoconstriccdo em asmaticos (CROCKFORD e DAVIS, 2006). O epitélio

respiratorio tem sido reconhecido por ser a primeira barreira de protecéo contra



estimulos irritantes. A perda morfofuncional desta barreira pode ser o papel
chave da hiperrreatividade, por permitir um acesso amplo a estimulos
broncoconstrictores da arvore bronquica (CROCKFORD e DAVIS, 2006).

Alguns flavonoides tém demonstrado aliviar a broncoconstriccdo e a
hiperreatividade brénquica em camundongos sensibilizados com OVA (das et al.,
2003; SECOR JR. et al., 2005, KIM et al., 2006, PARK et al., 2007) . Apesar do
mecanismo responsavel pelo desenvolvimento da hiperreatividade das vias
aéreas ainda parecer bastante controverso, onde alguns trabalhos
demonstraram que, com o infiltrado inflamatério observa-se hiperreatividade
bronquica frente ao alérgeno ((NAKAJIMA et al., 1992; KIPS et al., 1995;
FOSTER et al., 1996; HAMELMANN et al.,1997; MATTES et al., 2002). Outros
trabalhos contradizem, demonstrando que a inflamacdo alérgica e a
hiperreatividade bronquica séo eventos e fen6menos independentes (WILDER et
al., 1999; LECKIE et al., 2000, MOULD et al., 2000). Os resultados obtidos no
tratamento com o GRRK demonstraram inibicdo na migracdo de células
inflamatérias e diminuicdo da hiperreatividade, corroborando com os estudos que
demonstram esta correlagao.

Na expectativa de explicar o efeito antiinflamatério do GRRK nas vias
aéreas de animais sensibilizados com OVA, investigou-se o efeito do referido
flavondide na producdo de IL-5 no LBA. A IL-5 é considerada uma das mais
importantes citocinas na maturagdo, crescimento e recrutamento de eosindfilos
para os pulmdes (SHI et al., 1997). WANG et al., (1998) e FOSTER et al., (1996)
demonstraram que camundongos que nao expressavam genes para IL-5
falharam em desenvolver eosinofilia em resposta a um alérgeno. Além disso, o

tratamento de camundongos selvagens que foram tratados com anticorpos anti-



IL-5 apresentaram redugcdo no recrutamento de eosindfilos para os pulmdes
(KUNG et al.,1994). Esses resultados sugerem que o efeito inibitério do
tratamento de GRRK na producédo de IL-5 seja responsavel pela diminuicdo da
migragéo de eosindfilos, uma vez que esta citocina esta diretamente relacionada
com a ativacao e recrutamento destas células.

Estudos mostram que além da IL-5, a IL-13 também esta diretamente
envolvida na asma, sendo responsavel principalmente na hipersecrecdo de
muco por células caliciformes e formacdo de fibrose subepitelial em pulmdes
(KELLER et al., 2006, COHN et al 1998). A IL-13 exerce varias atividades
imunomoduladoras via transducao de sinal com ativagdo de Janus cinase (JAK-
STAT) presente em diferentes células do sistema imune, tais como: células
dendriticas, linfocito B, monécitos, macréfago, eosindfilos, fibroblastos e células
epiteliais, resultando na producdo de varios mediadores que exacerbam os
sinais clinicos da asma (CORRY e KHERADMAND, 2002, IZUHARA e ARIMA,
2004; WILLS-KARP, 2004).

Blanchard e colaboradores (2005) demonstraram que camundongos
submetidos a administracdo intratraqueal com IL-13 apresentavam quadros de
eosinofilia e hiperrreatividade brénquica. Desta forma, o desenvolvimento de
moléculas inibidoras da atividade biolégica da IL-13 pode ser importante no
tratamento da asma. Adicionalmente, em estudos clinicos, pacientes asméatico
apresentaram super expressao da producéo de IL-13 (KOTSIMBOS et al., 1996;
BODEY et al., 1999). No presente estudo, o tratamento profilatico ou terapéutico
com o GRRK atenuou a producdo de IL-13 do LBA de animais submetidos ao

modelo de asma alérgica experimental, sugerindo que o0 GRRK esteja



interferindo de alguma forma na via de sinalizacdo da sintese desta citocina,
refletida através da diminuicdo da producéo de muco e da hiperreatividade.

Tendo em vista a diminuicdo na producdo de citocinas do perfil Th2,
avaliou-se a producédo de um importante anticorpo presente em todo processo
alérgico, a Imunoglobulina E (IgE), que neste modelo foi a IgE OVA-especifica. O
GRRK também foi capaz de modular negativamente a producdo dessa
imunoglobulina, sugerindo que o GRRK esteja atuando na resposta imune
humoral, sobre os linfécitos B (LB) alérgeno(OVA)-especifico. Na tentativa de
explicar tal interferéncia, investigou-se a acdo do GRRK no numero de linfocitos
B do LBA pela técnica de citometria de fluxo (FACS), utilizando o anticorpo anti-
B220, especifico para LB. O tratamento com o GRRK diminuiu o0 numero de LB,
sugerindo que este flavonodide esteja agindo de alguma forma sobre a migracéo
ou desativacdo dos LB ou ainda sobre a sintese de citocinas responsaveis pela
manutencdo destas células nas vias aéreas. Os resultados do presente trabalho
corroboram com outros estudos realizados com flavondides mostrando a
diminuicdo na producdo dessa imunoglobulina, IgE, em modelo de asma
experimental (DAS et al., 2003; FUNAGUCHI et al., 2007).

Em uma segunda fase do estudo, caracterizou-se fenotipicamente as
células do LBA de animais tratados de forma profilatica com GRRK.

Como toda resposta imune adaptativa, a presenca dos linfocitos é uma
condicdo sinequanun para o desenvolvimento da defesa do organismo
(BENTLEY et al.,, 1993). Na asma, os linfocitos T sdo encontrados como as
principais células efetoras responsaveis por montar o quadro classico desta
patologia, produzindo citocinas e enzimas, promovendo ativacdo e proliferacédo

de outras células inflamatodrias, resultando no estabelecimento dos sintomas



classico da asma (FOSTER et al.,, 2002). Haselden e colaboradores (1999)
mostraram que ap6s a administracdo de peptideos alergénicos em animais
experimentais houve aumento do nimero de LTCD4" nas vias aéreas,
desencadeando uma resposta asmatica tardia. Em adicdo, camundongos
deficientes de LTCD4" (BRUSSELLE ET AL., 1994) ou animais depletados de
LTCD4" (MOULD et al., 2000) falharam em desenvolver inflamac&o eosinofilica
ou HRB apds a exposicdo a um alérgeno. Estudos clinicos mostraram que
pacientes tratados com anticorpos monoclonais contra o LTCD4" tem melhorado
0 pico expiratorio forcado (PEF), parametro obtido pelo teste de espirometria no
diagndstico da asma (KON et al., 1998). Produtos naturais como a bromelaina,
substancia isolada do abacaxi, e 0 extrato de Actinidia polygama mostram ser
eficientes em diminuir a expressdo de moléculas CD4" e o nimero de LTCD4"
em modelo de asma alérgica experimental (SECOR Jr. et al., 2005; LEE et al.,
2006). No presente trabalho, GRRK foi capaz de inibir o nimero de LTCD4" do
LBA, sugerindo que GRRK esteja atuando em diminuir o influxo dessa célula no
pulm&o ou ainda levando a apoptose dos LTCD4" (hipbtese a ser testada).
Dando continuidade a caracterizacdo fenotipica das células do LBA de
animais tratadas com GRRK, partiu-se para a investigacdo das células
apresentadoras de antigenos (APCs), responsaveis por processar e apresentar o
alérgeno aos LTCD4" e iniciar o mecanismo imunoldgico da asma. Para tal,
analisou-se a expressao de molécula de classe Il do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC-Il) e de duas moléculas co-estimuladoras
CD40 e CD80 que atuam concomitantemente na ativacdo e apresentacéo

antigénica nas APCs.



Um estudo recente publicado por Rezai-Zadeh e colaboradores (2008)
mostrou que dois flavonoides, luteonina e apigenina foram eficientes em modular
a ativacdo, induzida por INF-y, de micrdglia (macréfago do SNC) por inibir a
expressdo da molécula CD40 resultando em inibicdo da producéo de IL-6 e TNF-
a, citocinas proé-inflamatérias. Esses pesquisadores sugeriram que 0s dois
flavondides estudados foram efetivos no tratamento de doencas
neurodegenerativas. Adicionalmente, outro estudo realizado com a substancia
natural derivado do cha verde, o epigalactocatequina foi capaz de modular
negativamente o fenotipo de células dendriticas derivadas de mondcitos
humanos (MODCs) estimuladas com IL-4 e fator estimulador de colGnia
monocitica-granulocitica (MG-CSF), pela diminuicdo na expressdo de MHC-II e
CD80 (YONEYAMA, 2008). No presente estudo, GRRK foi capaz de inibir a
expressdo de dois desses marcadores, as moléculas de classe Il do MHC e o
CD40, sem alterar o nimero das células CD11b"CD11c" (APCs), sugerindo que
0 GRRK esteja suprimindo a ativagédo das APCs.

ApoGs a avaliacdo do efeito do GRRK nas células envolvidas na asma
alérgica experimental, investigou-se a participacdo de outras populacdes
celulares, tais como Thl e T regulador (LTreg) capazes de modular
negativamente a resposta Th2.

A resposta imune Thl é caracterizada pelo aumento na producao de IFN-
y. A expansdo dessa populacdo celular ocorre mediante a ativacdo de STAT-1
sinalizado por IFN-y, que por sua vez induz a expressao de genes do receptor de
IL-2, que via STAT-4 amplia a producédo de IFN-y, estabilizando o padrdo de
citocinas Thl (BELKAID et al., 2005). As respostas imunes regulam-se, ou seja,

gquando existe expansdo da resposta do perfil Th2 a resposta de perfil Thl



encontra-se suprimida e vice-versa, de modo a manter um balaco Th1l/ Th2, esse
aumento de um tipo de resposta em detrimento da outra € conhecido como
polarizacéo de resposta imune, ou desvio da resposta imune (WESTERMANN et
al., 1999).

Nesse contexto, alguns trabalhos mostraram a ac¢éo de flavonoides em
favorecer uma das respostas Thl ou Th2. Das e colaboradores (2003) e Park e
colaboradores (2008) demonstraram que o tratamento com luteolina ou
guercetina, em modelo experimental de asma, diminuiram o0s parametros
inflamatérios observados por um mecanismo dependente de Thl, com aumento
na producédo de IFN-y. Adicionalmente, outro estudo com o flavonoide genisteina,
demonstrou que o aumento na producdo de IL-4 foi responsavel em diminuir
efeitos inflamatorios induzidos por Thl na artrite reumatdide induzida por
colageno (WANG ET AL., 2008). Contudo, o tratamento do GRRK néo foi capaz
de aumentar a producdo de IFN-y de cultura de linfonodo mediastinal, regiao
mais proxima do pulmao, sugerindo que GRRK esteja agindo no processo da
asma alérgica por uma via independente de Thl.

Em seguida analisou-se a participagdo dos linfocitos Trey (LTCD4"
Foxp3’), na tentativa de explicar o mecanismo responsavel por suprimir a
resposta Th2, via producdo da citocina reguladora TGF-B, produzida
principalmente por esse subtipo de linfocito Treyg. Surpreendentemente, néo foi
observada diferenca significativa entre os animais tratados ou ndo com o GRRK
tanto na producdo de TGF- como no nimero de LTCD4" Foxp3®.

Os LTreg estdo presentes em diferentes tipos de respostas imunes na
tentativa de controlar varios processos imunologicos. Lewkowich e

colaboradores (2005) demonstraram que a deplegado de LTreg Naturais, antes da



fase indutora da resposta imune, contribuiu para o aumento das respostas
alérgicas induzidas pela imunizacdo com extrato de &acaros em animais
resistentes, demonstrando que mecanismos de ativacdo das células T séo
bloqueados pela supresséao via LTreg.

Ansorge e colaboradores (2003) demonstraram que propolis, e dois tipos
de flavonoides (quercetina e hesperidina) foram capazes de inibir a producéo de
citocinas do perfil Th2 (IL-4), Thl (IL-2) e aumentar a producdo de TGF-f
sintetizadas por LTreg €m células mononucleares do sangue periférico de
humanos (PBMC), ativadas por mitdgeno. Essa pesquisa demonstrou a acao
reguladora destes componentes naturais. Em contraste, outro estudo realizado
por Guo e colaboradores (2007) demonstrou que quercetina administrada
oralmente em camundongos com tumores pré-estabelecidos foi capaz de
aumentar o numero de LT citotoxicos e inibir LTCD4'CD25'Foxp3*
demonstrando um efeito antitumoral desse componente via Thl. Tendo em vista
0 numero reduzido de estudos com flavondides em modelos de alergia
direcionados para a investigacdo dos LT reguladores, torna-se inconclusiva o
verdadeiro papel desse componente natural em LTgreg NOS modelos de
inflamacéo alérgica.

Nesse contexto, apesar do GRRK n&do aumentar o nimero de LTgreg OU @
producdo de TGF- B3, sugere-se gue este fendmeno poderia trazer beneficios em
relacdo ao tratamento com esse flavonéide, uma vez que a acdo do flavondide
mantém constante o numero de LTgreg Nas vias aéreas, importante via na
manutenc¢do da homeostasia.

Tem sido descrito que flavonoides sdo capazes de modular mediadores

inflamatorios e induzir a producdo de mensageiros secundarios responsaveis



pela produgcédo de moléculas pro-inflamatorias (Calixto et al., 2000; Calixto et al.,
2003). Um estudo realizado por Cortes e colaboradores (2007) demonstraram
que células de linhagens ndo hematopoiéticas de camundongos (esplendcitos,
HL-60, U937, M12 e Al.1) tratadas in vitro com kanferol apresentaram inibicéo
da ativacdo da molécula STAT-6 ativada por IL-4. A STAT 6 esta envolvida na
via de sinalizacdo Janus-cinase especifica do tipo 3 (JAK-3). Em associacdo
com outros estudos de analise comparativa estrutural, tem-se confirmado a
semelhanca quimica no tamanho e na estrutura planar de inibidores de JAK-3
com o kanferol (SUDBECK et al., 1999). Portanto, sugere-se uma possivel acao
do GRRK relacionado com a via JAK-3.

A existéncia de varios grupos glicosideos presentes na molécula do
GRRK que, portanto, difere do kanferol, podem estar associadas na seletividade
de acdo do GRRK. Apesar dos mecanismos de transducdo de sinal ndo terem
sido realizados, foi possivel demonstrar que o GRRK atua modulando a
expressdo de moléculas de membrana celular tais como: CD4", B220", CD40 e
MHC de classe Il (Figura 13), sendo assim um flavonéide bastante promissor
como ferramenta imunofarmacolégica, podendo ser considerado um futuro

tratamento clinico na asma alérgica.
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Figura 13. Possivel local (X) de acdo do GRRK na asma alérgica experimental.






6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que:

> O tratamento com o flavondide isoramnetina, myricetina ou kanferol
glicosilado (GRRK) foi capaz de inibir o nimero de células totais no LBA e de
aumentar o grau de sobrevida de camundongos BALB/c sensibilizados e
desafiados com ovalbumina no modelo de anafilaxia sistémica;

> O tratamento profilatico ou terapéutico com o GRRK foi capaz de
inibir os principais parametros da asma alérgica experimental: infiltrado de
células inflamatérias para o pulméo, producdo de muco e hiperreatividade
brénquica;

> Os mediadores imunolégicos classicos da asma, IL-5, IL-13 e IgE
OVA-especifica foram inibidos nos tratamentos com GRRK, sugerindo
interferéncia desse flavondide na resposta imune humoral,

> As células efetoras, LTCD4" e LB, e as células apresentadoras de
antigeno (APCs), presentes no pulmdo foram notavelmente moduladas
negativamente através da diminuicdo da expressdo dos marcadores celulares:
CD4, B220, MHC-II e CD40 ap0s o tratamento com 0 GRRK, sugerindo que este
flavondide esteja atuando em um momento inicial da resposta imune
responsavel pelo efeito antiinflamatério;

> O tratamento com GRRK néo interferiu na produgéo das citocinas
IFN-y e TGF-B, tampouco na expressao da molécula Foxp3, logo sugerimos que
o referido flavondéide ndo atue na resposta Thl ou Treg.;

> Devido a diversidade de componentes da resposta imune em que o
GRRK mostrou-se efetivo, ndo foi possivel demonstrar diretamente por qual(s)

via(s) de sinalizacdo o GRRK esteja atuando;



> Esses resultados demonstram efetivamente que o GRRK possui
acdo imunomoduladora, antiinflamatéria e antialérgica Gteis no tratamento da

asma experimental.
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Plantas medicinais: mais um aliado para o
tratamento de alergias

Por Cristina Caldas
23/06/2008

Foi da casca da mangava brava, uma planta tipica do cerrado, que
pesquisadores derivaram um extrato alcodlico que se mostrou eficaz no
tratamento e prevencao de alguns sintomas da asma, em camundongos. O
artigo, publicado este ano no periddico cientifico European Journal of
Pharmacology (Vol.580; n.1-2, 2008), “abriu perspectiva para o uso dessa
planta no tratamento de processos alérgicos”, destacou Lucia Faccioli, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da Universidade de
Sao Paulo (USP), lider do trabalho realizado em colaboragcdo com Momtchilo
Russo, do Departamento de Imunologia da USP.
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Lafoenia pacari (arbusto e etalhe da casca) Foto: Maria de Fatima Barbosa Coelho

Faccioli contou que a idéia de estudar a mangava brava, também conhecida
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como dedaleira (Lafoensia pacari St.Hill), surgiu apds contato com Deijanira
Albuquerque, da Universidade Federal do Mato Grosso, que pretendia
demonstrar cientificamente as propriedades antiinflamatorias da planta usada
popularmente para Ulcera gastrica, combate a febre, tonico e cicatrizante. No
Paraguai, a planta é chamada de morosyvo e é utilizada para o tratamento de
cancer.

Conduzido principalmente por Alexandre Rogério, os trabalhos resultantes
dessa linha de pesquisa ja haviam mostrado efeitos antiinflamatoérios da
dedaleira em modelos experimentais de infeccdo. Além disso, o acido eldgico
- composto fendlico encontrado em muitos alimentos, dentre eles o morango,
e um dos metabdlitos secundarios da dedaleira - foi identificado como
responsavel por esses efeitos, explica Faccioli.

No trabalho atual, os pesquisadores utilizaram o modelo classico de induzir
alergia em camundongos usando o alérgeno ovalbumina, uma proteina de
ovo de galinha. Quando administrada em condigdes e intervalos adequados, a
proteina leva ao desencadeamento de varios sintomas da asma, como
intensa infiltracdo de células no pulmao, liberagdo de moléculas inflamatorias,
dificuldade em respirar quando desafiado com substancia broncoconstrictora,
producdo exacerbada de muco no pulmao, entre outros.

Quando tratados com o extrato da planta, assim como com o acido eldgico,
os camundongos apresentaram uma diminuicdo no nimero de eosinofilos e
neutréfilos - células inflamatérias - no pulmdo em comparagdo com o0s
alérgicos ndo tratados. Além disso, os pesquisadores observaram também
uma inibicdo na liberagdo de citocinas como IL-5, IL-4 e IL-13, moléculas
aumentadas em processos inflamatérios com predominio de eosinoéfilos, como
aqueles que ocorrem nas alergias, na asma e em algumas parasitoses, afirma
a pesquisadora.

Mas nem todos os atributos importantes da asma foram controlados com o
tratamento. O extrato da mangava brava foi incapaz de inibir
significativamente a sintese de substancias (leucotrienos), que causam
broncoconstriccdo, secrecdao de muco e aumento da permeabilidade vascular
caracteristicos da asma. Contudo, os pesquisadores observaram uma
tendéncia do tratamento com acido eldgico em diminuir a sintese de
leucotrienos. E concluem: “Esses tratamentos reduziram alguns dos mais
significativos fendtipos relacionados com a asma”, o que confirma o uso
popular da mangava brava como agente antiinflamatoério. Além disso, Faccioli
destaca que “ha indicativos que o extrato alcoodlico da Lafoensia pacari ndo é
téxico”, com base em ensaios in vitro e in vivo.

Extrativismo

E de onde sdo coletadas as plantas para a obtencdo do extrato? “E um
problema uma espécie ser indicada para uso farmacolégico e ndo ser
cultivada”, destaca Maria de Fatima Barbosa Coelho, da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, no Rio Grande do Norte. A pesquisadora afirma que
desconhece que a Lafoensia pacari seja cultivada para a extracao da casca
para uso medicinal. No entanto, isso nao seria problema, uma vez que “suas
sementes germinam com facilidade, pode-se fazer mudas e transplantar para
0 campo aos cinco ou seis meses, e com cerca de trés anos algumas plantas
ja apresentam um bom desenvolvimento do tronco e poderiam fornecer
cascas”, orienta a pesquisadora. Laércio Wanderlei dos Santos, que



desenvolveu sua dissertacdo de mestrado com Maria de Fatima Coelho,
obteve bons resultados com adubagdo orgdnica da mangava brava em Barra
do Gargas, Mato Grosso.

Opcoes de plantas medicinais ndo faltam na vasta biodiversidade brasileira.
Outra possibilidade que vem sendo aventada pelos pesquisadores é o uso de
flavonoides - substdncias quimicas encontradas principalmente em frutas e
verduras vermelho-alaranjada, em polens e em flores - para o tratamento e
prevencdo de alergias. Karina Carla de Paula Medeiros e Marcia Regina
Piuvezam, do Programa de Pds-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos da Universidade Federal da Paraiba, desenvolvem atualmente
projeto em colaboragdo com Russo, para o estudo de um flavonodide derivado
do kanferol, extraido das partes aéreas da planta Solanum asperum Richard,
conhecida popularmente por coga-coga, jussara, jurubeba-branca ou velame-
bravo. O objetivo é avaliar o efeito da administracdo desse flavondide tanto
na prevencao quanto no tratamento da asma ja estabelecida, no mesmo
modelo experimental em camundongos descrito acima. Dados preliminares
sugerem que o derivado do kanferol inibe reacbes inflamatdrias, bem como
melhora a funcdo pulmonar relacionada com a asma alérgica; no entanto, os
mecanismos envolvidos do flavondide para tais efeitos ainda estdo em
investigacdo. “Entendendo os mecanismos basicos é possivel desenvolver
produtos que atuem durante a sensibilizacdo com o alérgeno ou diminuam os
sintomas do individuo ja sensibilizado”, conclui Russo.
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Solanum asperum Richard e flavonéide derivado. Foto: Tania Maria Sarmento da Silvav
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