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RESUMO

O alcaloide sintético 2-methoxy-4-(7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinolin-1-yl) phenol, codificado como MHTP, possui rendimento de
93,45%, nao apresentou efeito genotdéxico com baixa toxicidade aguda pré clinica e
DL50 maior que 1.000 mg/kg. O MHTP apresentou efeito vasorelaxante e anti-
inflamatorio em modelo de inflamagédo aguda, administrado por via oral. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito imunomodulador do MHTP, administrado por
instilacdo nasal (i.n.), na inflamag&do pulmonar alérgica experimental induzida por
ovalbumina (OVA), por meio dos parametros alérgico (quantificacdo de IgE sérica),
inflamatorio (migragdo celular, producdo de citocinas, no fluido do lavado
broncoalveolar- BAL) e morfologico (produgao de muco e histologia pulmonar geral).
Camundongos fémeas BALB/c foram sensibilizados com OVA nos dias 0 e 12 do
protocolo experimental e nos dias 19 a 22 foram tratados por via i.n. com MHTP nas
doses 2,5 ou 5 mg/kg ou Dexametasona (2 mg/kg). Apos cada tratamento, foi
realizado os desafios por aerossol com OVA, durante 30 minutos diarios; 24 horas
apos o ultimo desafio, foi coletado o material biolégico necessario para avaliagao da
inflamac&o pulmonar alérgica, caracteristica da asma alérgica. O tratamento com
MHTP na dose de 2,5 mg/kg diminuiu (p<0,05) a migracédo de linfécitos totais,
(p<0,0001) linfocitos CD4* e a produgéo das citocinas IL-13, IL-4, IL-17 e IL-10. A
dose de 5 mg/kg, por sua vez, diminuiu (p<0,05) a producdo de IgE-OVA especifica
e migracao de linfécitos CD3™"; (p<0,0001) migracédo de leucdcitos totais, linfocitos
CD4*, macrofagos e (p<0,001) eosindfilos; (p<0,0001) o percentual de granulécitos
e a producao das citocinas IL-13, IL-4, IL-17 e IL-10. Além disso, MHTP reduziu os
parametros inflamatorios histopatologicos e morfologicos e a hiperprodugédo de
muco. Os resultados obtidos inferem que o mecanismo imunomodulador do MHTP
esta relacionado a regulacéo do perfil Th2, que é responsavel por gerar e manter o
processo inflamatorio alérgico pulmonar, caracteristico da asma alérgica.

Palavras chaves: MHTP; Alcaloide sintético; Inflamacdo Pulmonar; Asma Th2;
Imunomodulacgéo; Instilagdo nasal.



ABSTRACT

The synthetic alkaloid 2-methoxy-4-(7-methoxy-1,2,3,4-
tetrahydroisoquinolin-1-yl) phenol encoded as MHTP, has a 93.45% vyield and it had
no genotoxic effect with low acute toxicity in preclinical analyses, with LD50 higher
than 1000 mg / kg. The MHTP presented vasorelaxant and anti-inflammatory effects
in acute inflammation models by orally administration. The aim of this study was to
evaluate the immunomodulatory effect of MHTP, administered intranasally (in) in
experimental allergic pulmonary inflammation induced by ovalbumin (OVA) by means
of allergic (measurement of serum IgE) and inflammatory parameters (cell migration
and production of cytokines, the fluid broncoalveolar- washed BAL, mucus production
and histopathological pulmonary remodeling). Female BALB / c mice were sensitized
with OVA at days 0 and 12 of the experimental protocol and on days 19 and 22 were
treated via i.n. MHTP with the doses of 2.5 and 5 mg / kg or dexamethasone (2
mg/kg). After each treatment was aerosol challenged with OVA for 30 minutes daily;
24 hours after the last challenge, it was collected biological material for evaluation of
allergic lung inflammation characteristic on allergic asthma. Treatment with MHTP at
dose of 2.5 mg/kg decreased (p<0,05) the migration of total lymphocytes, (p<0,0001)
the lymphocytes CD4* and production of the cytokines IL-13, IL-4, IL-17 and IL-10.
The dose of 5 mg/kg, in turn, decreased (p <0,05) the production of OVA-specific IgE
and migration of lymphocytes CD3"; (p<0,0001) migration of leukocytes, total
lymphocytes CD4*, macrophages and (p<0,001) eosinophils; (p<0,0001) the
percentage of granulocytes; the production of the cytokines IL-13, IL-4, IL-17 and IL-
10. In addition, MHTP reduced inflammatory histopathological parameters such as
hyperplasia and hypertrophy of goblet cells and mucus overproduction. The results
infer that the immunomodulatory mechanism of MHTP is related to regulation of Th2
profile that is responsible for generating and maintaining allergic pulmonary
inflammation process characteristic of allergic asthma.

Keywords: MHTP; Synthetic alkaloid; Pulmonary inflammation; Th2 asthma;
immunomodulation; Nasal instillation.
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1 INTRODUGAO

1.1 O 2-methoxy-4-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-1-yl)  phenol
(MHTP)

O alcaloide 2-methoxy-4-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-1-yl) phenol
(MHTP) (Figura 1) foi sintetizado com o objetivo inicial de compor o nucleo estrutural
de alcaloides isoquinolinicos com estruturas quimicas maiores e com propriedades
terapéuticas, devido a utilizagdo, histérica, de alcaloides naturais, metabolitos
secundarios de vegetais e analogos estruturais dos alcaloides sintéticos, no
tratamento de diversas doengas (CORDEIRO, 2012).

Figura 1. Estrutura quimica do MHTP. 1-(3-metoxi-4-hidroxifenil)-7-metoxi-1,2,3,4,-

tetrahidroisoquinolina.

Fonte: CORDEIRO, 2012

O MHTP é um analogo estrutural do alcaloide natural, tetrahidroisoquinolinico
carbono-1 substituido, criptostilina Il, que assim como as criptostilinas | e Ill, ambos
isolados a partir da planta Cryptostylis fulva (Orchidaceae) (LEANDER et al., 1969),
possuem atividade biologica de significancia consideravel. Diversos analogos
estruturais das criptostilinas apresentaram atividades farmacoldgicas, como
antagonista do receptor D1 de dopamina (MINOR et al, 1994; MUNCHHOF |,
MEYERS, 1995) e antagonista da substancia P, neurotransmissor envolvido na
transmissao da dor e inflamagéo neurogénica (FONG et al., 1993).
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O rendimento de 93,45% da sintese inédita do MHTP [2-methoxy-4-(7-
methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-1-yl) phenol], permitiu o estudo da sua
toxicidade aguda pré-clinica em camundongos da linhagem swiss; resultando em
baixa toxicidade, sem a presenga de atividade genotoxica (PAIVA - FERREIRA,
2014). O tratamento oral com o MHTP nas doses de 2,5 e 5 mg/kg em modelos de
inflamacdo aguda, apresentou uma atividade anti-edematogénica em modelos
experimentais de edema de pata induzido por agentes flogisticos. Essa atividade foi
independente do processo de desgranulagcéo de mastécitos; entretanto, dependente
da reducdo da migracéo de células para o peritdnio e producao de Oxido Nitrico (NO)
(CORDEIRO, 2012; PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015).

1.2 Inflamagao Pulmonar e Asma

Atualmente o termo “asma” conota um grupo de sintomas clinicos como falta de
ar, chiado e aperto no peito, resultante da limitagdo do fluxo aéreo expiratorio
reversivel ou hiper-reatividade brdnquica, decorrente do processo inflamatério
crénico com hiperproducado de muco, remodelamento e estreitamento da parede das
vias aéreas (SIMPSON et al., 2010).

Estima-se que cerca de 300 milhées de pessoas no mundo sdo acometidas de
asma, prevendo chegar a 400 milhdes em 2025. A mortalidade e morbidade da asma
é significativa, onde em 250 mortes no mundo, uma é ocasionada por uma crise
asmatica. Nos paises desenvolvidos, 10% das criangas e 8,33% dos adultos séo
afetados por essa doenga. Nos EUA, o custo médio anual, tanto com os custos
médicos diretos como os indiretos devido a perda da produtividade, soma 18 milhdes
de dolares (LANCET, 2006).

No Brasil, de acordo com a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) do Ministério da
Saude e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) a asma atinge 6,4
milhdes de brasileiros acima de 18 anos, tendo prevaléncia de 39% a mais nas
mulheres. Em 2014 foram diagnosticados com asma cerca de 3,9 milhdes de
mulheres e 2,4 milhdes de homens. Essa doenca é responsavel por um numero
representativo de internagdes hospitalares, de acordo com dados do Sistema de
Informagdes Hospitalares (SIH), no ano de 2014 foram registradas 105,5 mil
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internacdes pela doencga, originando um custo de R$ 57,2 milhdes para a rede
publica de saude brasileira (BRASIL, 2015).

A particularidade das caracteristicas clinicas, fisiolégicas e resposta a terapia
medicamentosa da asma vem a definir seus diferentes fendtipos (LANCET, 2006).

1.3 Fenétipos da Asma e Imunomodulagao

O fendtipo da asma € classificado como sendo as caracteristicas clinicas de um
individuo decorrente da interagdo do gendtipo com fatores ambientais, o “endotype”
€ a via de sinalizagao celular que promove o fenétipo (ANDERSON, 2008; LOTVALL
et al.,, 2011). Para se definir um fenotipo é necessario caracterizar a patofisiologia,
clinica, biomarcadores, genética e uma resposta a terapia medicamentosa
(LOTVALL et al., 2011).

No periodo compreendido entre a década de 1990 e ano 2000, a fim de entender
e descrever o mecanismo imunomodulador da asma, foi identificado o papel
essencial dos linfocitos Thelper 2 (Th2) e outros elementos imunes, na génese e
manutengdo do processo inflamatério das vias aéreas e na hiper-reatividade
brénquica. Em decorréncia destes estudos, a asma foi entdo classificada como uma
doenca alérgica eosinofilica mediada por Th2 e responsiva a terapia com corticoides
(BORISH et al, 1999; LECKIE et al., 2000; FLOOD-PAGE et al., 2007).
Concomitante, em estudos realizados observou-se, em grupos de asmaticos, um
perfil de resposta patoldgico distinto do padrao descrito (SOLER et al., 2001; BUSSE
et al., 2001). A “asma” entdo passou a deixar de ser uma unica doenga e comegou
a ser estudada como um conjunto de fenodtipos (WENZEL, 2012).

Atualmente a divisdo mais aceita dos fendtipos da asma, compreende na
subdivisdo em Asma Alérgica tipo 2 (Th2) e Asma n&o alérgica. A Asma Alérgica Th2
esta presente nos fendtipos: inicio precoce; inicio tardio e Asma Induzida por
Exercicio (EIA). A Asma n&do Th2 é representada pelos fendtipos: relacionada a
obesidade e asma neutrofilica (WENZEL, 2012).
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1.3.1 Asma alérgica Th2

Os fenodtipos da asma alérgica: com inicio precoce (até a pré-adolescéncia),
com inicio tardio (apés os 20 anos) e a Asma Induzida por Exercicio (EIA)
apresentam uma imunomodulagdo conjunta do perfil Th2, com consequente
produgdo de Imunoglobulina E- alérgeno especifica (IgE) e sinalizag&do das citocinas
classicas do perfil: -4, 1I-5 e IL-13; eosindfilos e mastocitos (WENZEL, 2012).

Adultos que desenvolveram a asma desde a infancia (inicio precoce) em sua
maioria sao diagnosticados como asma alérgica tipo 2 (Th2) devido a presencga de
um quadro atépico com produgao de Imunoglobulina E (IgE) - alérgeno especifica.
Todavia, a resisténcia, desses pacientes, a terapia com corticoides e concentragoes
séricas baixas de IgE sugerem que nem toda asma de inicio precoce esta associada
a resposta Th2 (FITZPATRICK et al., 2011).

A asma de inicio precoce esta intimamente relacionada a presencga de outras
doencas atopicas como rinite alérgica e dermatite atopica (MOORE et al., 2010).
Uma média de 80% dos pacientes diagnosticados com asma alérgica apresentam
também um quadro de rinite alérgica, provocando uma quadro patologico
denominado de “doenca das vias aéreas unidas” ou “sindrome da asma e rinite
alérgica combinada CARAS (combide asthama and rinites syndrome)”, no qual
propde que essas doengas sédo derivadas do mesmo mecanismo imunopatoldgico e
que ambas influenciam a gravidade uma da outra (WOODRUFF et al., 2009; WU et
al., 2014).

O diagnéstico de alergia é dado a partir da presenga sérica de IgE e/ou
positividade do teste cutédneo para proteinas de alérgenos inalados, como de acaros
presentes na poeira domeéstica, de pélos de animais, de esporos de fungos, de polen
de arvores e de amendoim; processo resultante da sensibilizagdo do organismo ao
alérgeno (SIMPSON et al, 2010). As concentragbes de IgE total e alérgeno
especificas sdo mais elevadas na asma de inicio precoce do que na de inicio tardio
(HUMBERT et al, 1996). Estudos para avaliacdo dos fendtipos clinicos
demonstraram uma forte influéncia hereditaria e genética para este fenétipo de asma
Th2 (MOORE et al., 2010). Os genes associados ao perfil imune Th2 envolvendo os
das citocinas IL-4, IL-13, IL-4Ra e do fator de transcricdo GATA 3 apresentam maior
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mutacdo neste fenotipo e o grau de mutagcdo esta intimamente relacionado a
severidade da asma (SLAGER et al., 2011).

A caracterizagdo da asma eosinofilica é determinada pelo aumento de
eosinofilos na expectoragdo, broncoscopia ou sérico (GREEN et al.,, 2002). A
eosinofilia esta intimamente relacionada com uma espessa membrana basal
subepitelial (SBM) e alta expressdo de TGF- (MIRANDA et al., 2004). Alguns
asmaticos apresentam além de eosinofilia, neutrofilia na expectoracéo, ocasionando
um processo inflamatério misto, demonstrando interagdes entre a ativacado de outras
vias imunologicas como o perfil imune Th17 com producao de IL-17 e o perfil imune
Th2 (DOE et al., 2010).

Os quadros de crise asmatica induzida por exercicios fisicos, geralmente se
desenvolvem apos o exercicio fisico em condi¢des frias e secas. Todavia, a sua
imunoregulagéo ainda nao foi elucidada, sabe-se apenas que decorre de processos
Th2, inflamagdo eosinofilica e ativagdo de mastocitos e seus mediadores. Este
fenotipo tem maior prevaléncia em atletas atopicos (HALLSTRAND et al., 2005).

1.3.2 Patogénese da Asma alérgica Th2

O parametro essencial de identificagao do perfil Th2 no processo inflamatorio
pulmonar decorrente da asma €& a dosagem das citocinas IL-4, IL-13 e IL-5,
produzidas pelas células T CD4*, bem como a presenga de uma eosinofilia
sanguinea e tecidual (ROBINSON et al.,1992).

O aumento sérico de IgE caracteriza uma atopia (predisposigédo genética para
desenvolver alergias) e é considerada a marca da imunidade adaptativa Th2, esta &
produzida pelos plasmdcitos que sao células B ativadas devido a sinalizacéo celular
mediada por IL-4, a qual propicia a troca de isotipo de imunoglobulinas para a IgE
(CHENG et al., 2014). Essa imunoglobulina se ligara aos seus receptores de alta
afinidade do tipo FceRI presentes nas membranas de mastocitos, basodfilos e
eosinofilos (WILLIAMS , GALLI, 2000). A inflamag&o pulmonar caracteristica da
asma alérgica tipo 2 (Th2) € dependente da sensibilizagdo dessas células pela IgE
e posterior desgranulagdo com liberagdo de mediadores vasoativos (COSTA et al.,
2008)
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No contato posterior ao processo de sensibilizagdo com o alérgeno (desafio)
ocorrera ligagdes cruzadas entre o alérgeno, a IgE e seu receptor membranar FceRI
que promovera o mecanismo de desgranulacédo e liberacdo de mediadores
vasoativos pré-formados, como a histamina, e neoformados, como leucotrienos e
prostaglandinas, onde estes mediadores promovem a broncoconstricdo e
vasodilatacdo colaborando assim para a formacdo do processo inflamatorio
pulmonar (EDWARDS et al., 2012).

Os mecanismos moleculares e celulares envolvidos no processo de
sensibilizagdo de um individuo a um determinado alérgeno se procede da seguinte
maneira: no contato inicial do alérgeno com o organismo atopico, as células
apresentadoras de antigeno, em especial, as células dendriticas (CDs) fagocitam,
processam e apresentam peptideos do alérgeno via moléculas codificadas pelos
gens do Complexo Maior de Histocompatibilidade Classe Il (MHC-II) e moléculas
coestimulatérias, como CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2) aos linfécitos T auxiliares
indiferenciados (LThelper — ThO) (EDWARDS et al., 2012).

Devido a apresentagao antigénica, os linfécitos ThO diferenciam-se em Th2
(LLOYD , HESSEL, 2010) (Figura 2) capazes de produzir citocinas do perfil de
resposta imune tipo 2 (IL-4, IL-13 e IL-5). A ligagado das moléculas coestimulatérias
a molécula CD28 dos linfocitos ThO induz a expressao do fator GATA3, principal
regulador Th2 (RODRIGUES-PALMERO et al.,, 1999). Este fator é essencial na
transcrigdo das citocinas classicas do perfil Th2, as quais regulam a patogénese do
processo inflamatério crénico pulmonar, caracteristico da asma Th2.

A IL-4 é essencial para a proliferacdo e manutencdo do perfil de resposta
imune adaptativa Th2, produgdo da imunoglobulina E (IgE) e participa do processo
de migragdo de eosinofilos do vaso sanguineo para o tecido. Sendo assim, a
imunomodulacdo do perfil Th2 na asma é dependente da presenca de IL-4
(BRUSSELLE et al., 1994; CORRY et al., 1995).

A IL-13 participa do processo de hiper-reatividade brdnquica, hiperplasia,
hipertrofia e metaplasia das células caliciformes, esse processo leva a diferenciagao
das células epiteliais a produzirem muco espesso contendo as mucinas MUC5AC e
MUCSBC, causando obstru¢ao do lumen das vias aéreas (WILLS-KARP et al., 1998).

A eosinofilia caracteristica do processo inflamatério pulmonar € decorrente da
acao da IL-5, a qual participa do processo de maturagcdo desses leucdcitos na

medula éssea. O recrutamento de eosindfilos para o tecido pulmonar e mucosa
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intersticial decorre da atuagdo de quimiocinas, como eotaxina 1, 2 e 3 (CCL11,
CCL24 e CCL26, respectivamente). Substéncias liberadas dos eosindfilos apos sua
ativagao e citolise, como a proteina catidnica eosinofilica (ECP) e proteina basica
principal (MBP) que podem causar diretamente a hiper-reatividade brénquica devido
a danificagao local das células do tecido pulmonar (COYLE et al., 1994; COYLE et
al., 1995; YOUSEFI, SIMON, 2012). Os eosindfilos ainda apresentam a capacidade
de apresentar os antigenos aos linfocitos T (VAN et al., 2003). Na Figura 2 esta

representadam, de forma sucinta, a imunomodulacdo da asma alérgica Th2.

Figura 2. Imunomodulagao da asma alérgica Th2.

Via aérea inferior

@00,

-] o .

e & @ Mediadores
@ o

\SENSIBILIZA(;AO C A
N A /
FeeRl Lo E NP

L >
.ﬁg.ﬂ:‘ [T = -4 13
°o. 70‘ . -3¢ @ * Fibroblastos
Mastdcitos Il *

IL-5° e IL.-4 1L-13
aAz -4 1-13 __:.‘3;.. :..-5;'.
FceRI L’@ Baséfilos E '. +*2* Eosindfilos
¥
s

IL-5

-4
o
Musculo
E liso

/ Colageno "b’l

2 —

N ONF ANF

I I \f Corrente sanguinea

O alérgeno, ao entrar em contato com a via aérea inferior, é fagocitado pela célula dendritica
(CD) e esta se encaminha para o linfonodo de drenagem local, onde ocorre a apresentagéao
antigénica ao linfocito ThO, o qual se diferencia em Th2, produtor das citocinas IL-4, IL-13 e
IL-5. Essas citocinas imunomodulam a imunidade celular Th2, ocasionando a inflamacgéao
pulmonar crénica alérgica, devido a sensibilizagdo por IgE (1); migragdo eosinofilica (2);
hipertrofia e hiperplasia de celulas musculares lisas (3), com hiperreatividade brénquica (4);
remodelamento da via aérea, com deposicdo de colageno na camada subepitelial (5);
hipertrofia e hiperplasia das células caliciformes com o aumento da produgao de muco (6);
obstrucéo do fluxo aéreo e manutencao do perfil Th2 (4). Fonte: (PAIVA-FERREIRA, 2016).



25

1.3.3 Asma nao alérgica

A resisténcia de um grupo de asmaticos ao tratamento com terapias tendo
como alvo o perfil Th2 e corticoides, aliada a outros mecanismos que contribuem
para a hiper-reatividade bronquica, foram responsaveis por definir uma outra
subdivisdo de asma, sendo, portanto, independente da ativagdo do perfil Th2
(FLOOD-PAGE et al., 2007).

A obesidade vem corroborando com um papel importante no
desenvolvimento, controle e gravidade da asma, sendo este parametro avaliado
como um fator de desenvolvimento, bem como um fator de morbidade desta doenca.
De fato, a obesidade esta associada a um maior gasto energético no momento da
respiracdo; des-condicionamento; falta de ar; vulnerabilidade de refluxo
gastroesofagico os quais estdo associados aos sintomas classicos da asma: tosse e
aperto no peito (NILSSON et al., 2003; PAKHALE et al., 2010). A obesidade ainda
estd associada a um estado pro-inflamatério geral com alta expressao dos
mediadores inflamatorios TNF-a e IL-6, e ainda participa da diminuicdo da resposta
a corticoterapia (HOTAMISLIGIL et al., 1993).

O fendtipo classificado como asma neutrofilica € caracterizado pela neutrofilia
presente em asmaticos resistentes ao tratamento com corticoide, uma vez que essa
classe medicamentosa, inibi a apoptose dos neutroéfilos, contribuindo assim, com a
permanéncia dessa célula no tecido pulmonar (KATO et al., 1995). A neutrofilia
pulmonar esta associada a diminuigdo da funcdo desse 6rgdo, com um maior
aprisionamento de ar e dificuldade de expiracdo devido a um maior espessamento
das paredes das vias aéreas e maior expressdo de metaloproteinases,
caracterizando a hiper-reatividade bronquica nos asmaticos n&o alérgicos
(SIMPSON et al., 2005).

O perfil de células TCD4* denominadas de Th17 esta diretamente relacionado
a inflamacao pulmonar caracteristica pela asma neutrofilica e vem sendo estudado
no intuito de se definir um alvo molecular e/ou celular terapéutico (MCKINLEY et al.,
2008; LAJOIE et al, 2010). A expressédo das citocinas IL-17A e IL-17F esta
aumentada na asma severa resistente a corticoide onde observa-se diminuicdo da

funcdo pulmonar devido a capacidade de causar contragdo direta das células
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musculares lisas dos bronquios, assim levando a uma hiper-reatividade brénquica
(DOE et al., 2010).

1.3.4 Imunoregulagcdo da Asma

As células do sistema imune que regulam negativamente o processo
inflamatorio das vias aéreas caracteristico da asma sdo as células T regulatérias
(Treg) devido ao seu papel supressor dos outros perfis de células T CD4*, tais como:
Th2 e Th17 pela produgéao e liberagéo das citocinas IL-10 e TGF-3 (BARNES, 2008).

As células T CD8" também desempenham um papel imunoregulador no
processo inflamatério das vias aéreas na asma alérgica devido a inibicdo do
processo de sensibilizagdo do organismo para alérgenos, atenuando a resposta Th2
via inibicdo da produgao de IgE e producgao da citocina IFN-y, a qual, esta envolvida
na alteracdo da capacidade das células dendriticas pulmonares (DCs) durante a
apresentacao antigénica polarizar os linfécitos T CD4* para o fendtipo Th1 (TANG et
al., 2012). A deplegéao dos linfocitos T CD8" esta envolvida com o aumento dos niveis
séricos de IgE alérgeno - especifica, remodelamento e hiper-reatividade das vias
aéreas (STOCK et al., 2004; TSUCHIYA et al., 2009).

Outra populagéao de célula T capaz de imunomodular a resposta imune tipo 2
(Th2) na asma é o perfil de resposta imune Th1 com a produgao principalmente de
IFN-vy, IL-2 e TNF-B. O IFN-y antagoniza a formagéo do fator de transcricado GATA 3
responsavel pela geragcédo das células Th2. Estudos tem mostrado que o processo
inflamatdrio da asma pode ser suprimido pela transferéncia de células Th1 ou mesmo
pela administracdo de IL-12, citocina responsavel pela ativacdo do fator de
transcrigdo Tbet que induz a produgéo das citocinas (IFN-y, IL-2 e TNF-) detectadas
no perfil de resposta Th1 (GAVETT et al., 1995).

1.4 Farmacoterapia da Asma

O tratamento para a inflamacgao pulmonar caracteristica da asma baseia-se na

administracao de classes terapéuticas que visam o controle da resposta imunoldgica,

sendo os corticoides a classe mais utilizada; e o alivio dos sintomas da hiper-
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reativade brénquica, onde os agonistas 2-adrenergicos sdo os medicamentos de
escolha (HOLGATE , POLOSA, 2008).

Os corticoides administrados por via inalatéria s&o classificados como os
agentes anti-inflamatérios de maior impacto no tratamento do processo inflamatorio
cronico das vias aéreas presentes na asma. O tratamento com corticoide promove o
alivio dos sintomas como a melhora do fluxo aéreo e diminuicdo da hiper-reatividade
bronquica (BARNES, 1995).

Os corticoides participam da modulagao de eosindfilos, que sofrem apoptose
(WOOLLEY et al., 1996), de citocinas Th2 e do processo inflamatorio associado.
Suprimem a produgao e expressao de citocinas, quimiocinas e moléculas de adeséo.
O mecanismo de acao dessa classe terapéutica envolve a sua difusdo através da
membrana plasmatica e a interacdo com receptores de glicocorticdides no
citoplasma, induzindo ativagdo destes receptores e migragado para o nucleo, onde
eles modulam a atividade de genes alvos, incluindo os codificantes dos fatores de
transcricdo NF-kB e AP-1, responsaveis pela ativacao da transcricdo de mediadores
inflamatorios (BARNES, ADCOCK, 2003). Todavia, seu efeito € amplo e inespecifico
(MANEECHOTESUWAN et al., 2009). O uso continuo dessa classe terapéutica
desencadeia efeitos colaterais graves devido a alteragdo enddcrina e imunologica
sistémica (DEL, 2006).

Os broncodilatadores agonistas B2-adrenergicos sdo subdivididos em: os de
acao longa e os de agéao curta, onde a duragado da sua agdo é em torno de 12 a 24
horas e de 6 horas, respectivamente. O mecanismo de ag¢ao dos broncodilatadores
se da pela sua ligagao aos receptores 32-adrenergicos, os quais ativam a proteina
sinalizadora de transducao (Gs) com consequente ativagdo da ciclase de adenilil,
aumento na produgao de 3,5 adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e consequente
ativagdo da proteina quinase dependente de AMPc (PKA), a qual vai levar ao
relaxamento muscular das vias aéreas por fosforilacdo da cadeia leve de miosina e
abertura dos canais de Ca?* dependente de K* (KCa), aliviando a broncoconstrigiao
na asma (HOLGATE , POLOSA, 2008). No entanto cerca de 5 a 10% dos asmaticos
apresentam resisténcia ao tratamento com corticoide e associado a internagdes
hospitalares devido a infecg¢ao viral respiratoria causada por rinovirus (SIMPSON et
al., 2010).
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Outras classes medicamentosas sdo utilizadas no auxilio da terapia com
corticoides e agonistas [2-adrenergicos, como os antagonistas de leucotrienos,
metilxantinas, inibidores da fosfodiesterase (MATHEW et al., 2012) e imunoterapia,
gue se baseia em alvos moleculares especificos, como alvos componentes da via
Th2, por exemplo, anticorpos contra a IgE; IL-4R e IL-13, inibidores dos fatores de
transcricdo de células Th2, STAT 6 e GATA 3, sdo estratégias utilizadas na
imunomodulagao do perfil Th2 na asma Th2 (FAHY et al., 1997; WENZEL et al.,
2007; GAUVREAU et al., 2011).

O tratamento com medicamentos por via inalatéria para o controle do
processo inflamatorio crénico pulmonar € o de escolha devido a grande area de
absorcdo pulmonar e sua alta vascularizagdo. A absorgdo evita o metabolismo
hepatico de primeira passagem, promove um aumento da deposigao do farmaco no
pulméo e, reduz a concentragao sistémica da droga com consequente redugao dos
possiveis efeitos colaterais. A instilacdo nasal € um método de tratamento pratico e
de facil acessibilidade promovendo diminui¢do dos efeitos sistémicos secundarios e
toxicidade, e assim, melhorando a qualidade de vida do paciente (DUGAS et al,,
2013).

O tratamento por instalacdo nasal de alcaloides naturais isoquinolinicos
(warifteina, metilwarifteina e milonina) da planta Cissampelos sympodialis Eichl.
(Menisoermaceae) em modelo experimental de inflamagdo pulmonar alérgica
caracteristica da asma alérgica tipo 2 (Th2) demonstrou atividade anti-inflamatoéria e
consequente melhoria dos parametros histopatologicos da asma (VIEIRA, 2013).
Devido ao avang¢o nos estudos da via respiratéria como via de administracao
terapéutica em doengas pulmonares, esse trabalho propds averiguar o efeito
imunomodulador do tratamento por instilagcdo nasal com o alcaloide MHTP, um
alcaloide isoquinolinico sintético, em modelo experimental de inflamagédo pulmonar

alérgica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito imunomodulador do MHTP, administrado por instilacéo nasal,

na inflamag&o pulmonar alérgica experimental induzida por Ovalbumina.

2.2 Objetivos Especificos

v" Quantificar o titulo de IgE-OVA especifica nos soros dos animais dos

diferentes grupos experimentais;

v Avaliar a migragao de Células Totais e diferenciais (Linfocitos, Macrofagos,
Eosindfilos e Neutrdéfilos) no Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) dos

diferentes grupos de animais experimentais;

v Averiguar a presenca de diferentes subpopulagdes de células T no Fluido
do Lavado Broncoalveolar (BALF) dos diferentes grupos de animais

experimentais;

v' Quantificar a producéo de citocinas IL-13, IL-4, IL-17, IFN-y e IL-10 no
Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) dos diferentes grupos de animais

experimentais;

v" Demonstrar os parametros histopatolodgicos caracteristicos do modelo
experimental de inflamagdo pulmonar alérgica induzida por Ovalbumina
pela migracdo de leucdcitos para o0 espago perivascular e
peribroncoalveolar; pela vasodilatagdo; integridade epitelial; oclusdo
alveolar; hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes e hiperprodugao

de muco.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Substancias e sais

A lista das substancias utilizadas encontra-se no apéndice A.

3.2 Aparelhos e equipamentos

A lista de aparelhos e equipamentos utilizados encontra-se no apéndice B.

3.4 Animais

Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c fémeas com idade entre 6-8
semanas, pesando de 20 a 25g e ratas Wistar, pesando de 120 a 150g foram
utilizados na metodologia experimental de inflamagao pulmonar alérgica induzida por
Ovalbumina. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno a uma
temperatura de 25 + 2 °C, em ciclos de claro e escuro de 12 horas (6h00 as 18h00
claro e de 18h00 as 6h00 escuro) com livre acesso a agua (autoclavada) e a uma
dieta controlada, a base de ragéo do tipo pellets (PURINA) durante todo o periodo
de experimentagcdo. Cada grupo experimental compreendeu 6 animais. Para
avaliacdo da reprodutibilidade dos resultados foram realizadas trés repeticdes de
cada protocolo experimental. Todos os procedimentos experimentais foram
conduzidos de acordo com as orientacdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), além de observar as exigéncias dispostas na
Lei n°11794/2008. A eutanasia e a anestesia dos animais foram realizadas pela
administragao intra-muscular (i.m.) de solug&o anestésica contendo 29 mg/mL de
cetamina e 1,91 mg/mL de xilasina em solugédo salina (NaCl 0,9%). Os animais
utilizados nesse trabalho foram fornecidos pelo biotério Prof. Dr. Thomas George do
IPeFarM/UFPB. Os procedimentos experimentais desse trabalho foram analisados
e aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA/UFPB) sob a certiddo n°
3105/14.



31

3.5 Obtencao e preparo do MHTP

A sintese do alcaloide tetrahidroisoquinolinico carbono 1- substituido, 2-
methoxy-4-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-1-yl)  phenol (MHTP) foi
realizada no Centro de Biotecnologia, UFPB sob a orientagéo do Prof. Dr. Luis Cezar
Rodrigues. A metodologia de obtencédo e caracterizagdo quimica do MHTP esta
disponivel no trabalho de dissertagao intitulado “Aplicacdo da reacdo de Pictet—
Spengler na sintese de alcaloides fenil tetra hidroisoquinolinicos inéditos” (2012) do
Programa de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB, Jo&o Pessoa, PB.
Em resumo, para a realizagao da sintese do MHTP se fez necessario a utilizagao de
dois reagentes, a 4-metoxifeniletilamina (1) e a vanilina (2), aplicando a reagao de
Pictet—Spengler (Figura 3). Ao ser concluida a reacéo, foi obtido 3,5 g do MHTP, com
férmula molecular C17H19NO3 e massa molecular 285 g/mol, obtendo um rendimento
de 93,45%, sendo caracterizado como um liquido oleoso viscoso amarelado,
cristalizando-se ao ser armazenado na geladeira (CORDEIRO, 2012).

Figura 3. Sintese do MHTP.
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Fonte: CORDEIRO, 2012.

A suspensao de MHTP, para administracao de 40uL por animal, na dose de 5
mg/kg foi preparada utilizando a concentracéo de 3,125 mg/mL de MHTP em 100uL
de Acido Cloridrico (HCI) 1N e em seguida foi adicionado 500 pL de solugéo salina.
O pH foi ajustado para 7 com hidroxido de sédio (NaOH) 1N e o volume completado

para 1000 pL. Para a administragdo do MHTP na dose 2,5 mg/kg foi retirado um
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volume da suspensao de 5 mg/kg e adicionado salina para a concentragao de 1,563
mg/mL de MHTP.

3.6 Protocolo Experimental de Inflamagao Pulmonar Alérgica induzida por

Ovalbumina

O modelo de inflamag¢ao pulmonar alérgica induzida por Ovalbumina (OVA)
desenvolvido, foi adaptado do protocolo experimental de Lloyd e colaboradores
(2000). Nos dias 0 e 12 do protocolo, os camundongos BALB/c fémeas foram
sensibilizados com a inje¢cao de 10uL/g via intraperitoneal (i.p.) de uma suspenséao
contendo 50 pg/mL de OVA grade V (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) e 10 mg/mL
de AI(OH); (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) em solugdo salina. No periodo
compreendido entre os dias 19 a 22 do protocolo experimental, os animais foram
desafiados diariamente com aerossol de OVA grade Il (SIGMA Chemical, St. Louis,
MO) a 5% em solucg&o salina. Cada desafio foi realizado durante 30 minutos diarios
em uma camara fechada, sob um fluxo continuo de aerossol, com o auxilio de um
nebulizador ultra-sénico, 1 hora depois do tratamento diario. No dia 23 do protocolo
experimental, 24 horas apos o ultimo desafio, os animais foram eutanasiados por
overdose anestésica, como descrito no item (3.2.1 Animais), e posteriormente foram
coletados os materiais biolégicos: sangue, utilizado para extragdo do soro e dosagem
do Titulo de IgE-OVA especifica; Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF), para
quantificagédo de citocinas (sobrenadante), contagem de células e marcagao celular
(pellet); tecido pulmonar, para avaliagéo histopatoldgica (infiltrado celular e avaliagéao
da estrutura tecidual, hiperplasia das células caliciformes e hiperprodu¢do de muco).
O esquema do protocolo experimental de inflamag&o pulmonar alérgica induzida por
Ovalbumina esta representado na figura 4.
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Figura 4. Esquema representativo do protocolo experimental de inflamagao pulmonar

alérgica induzida por ovalbumina.
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3.7 Tratamento dos animais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (n=6), o grupo
Basal representa animais saudaveis (ndo sensibilizado com OVA), que expressam
0s niveis imunologicos basal; o grupo OVA (sensibilizado com OVA), representa
animais doentes, que apresentam alteragées imunoldgicas devido a um quadro
alérgico inflamatorio pulmonar. O grupo MHTP representa os animais sensibilizados
com OVA e tratados com o MHTP em duas doses 2,5 ou 5 mg/kg, por fim o grupo
Dexa representa os animais sensibilizados com OVA e tratados com uma droga
padrao, utilizada na clinica para o controle terapéutico de doengas inflamatorias
pulmonares alérgicas como a asma, a Dexametasona (2 mg/kg) (DECADRON,
Aché®, fosfato dissédico de dexametasona diluido em salina para concentragao de
1,25 mg/mL). Os grupos basal e OVA receberam o veiculo (salina) durante os
tratamentos, afim de ser avaliado o papel deste em detrimento ao MHTP. Todos os
grupos foram tratados com 40 L via instilagdo nasal (i.n.) através de gotejamento
nas narinas até total absorcdo (PELLATON-LONGARETTI et al, 2010) apds os
animais estarem anestesiados. O tratamento ocorreu 1 hora antes do desafio com

aerossol de OVA, e este se repetiu 4 dias seguidos (do dia 19 ao dia 22 do protocolo
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experimental). Na tabela 1 indica os tratamentos e desafios dos grupos

experimentais para melhor compreensao.

Tabela 1. Tratamentos na inflamagao pulmonar alérgica induzida por Ovalbumina.

Grupos Sensibilizagcao Tratamento Desafio
Basal Salina Salina (i.n.) Salina
OVA OVA Salina (i.n.) OVA
MHTP 2,5 OVA MHTP 2,5mg/kg (i.n.) OVA
MHTP 5 OVA MHTP 5mg/kg (i.n.) OVA
Dexa OVA Dexametasona 2mg/kg (i.n.) OVA

3.8 Dosagem do Titulo de IgE OVA-especifica

O titulo de Ige OVA-especifica foi determinado pelo teste de Anafilaxia
Cutanea Passiva (PCA). Inicialmente 24 horas apos o ultimo desafio, no dia 23 do
protocolo experimental. Os animais foram anestesiados e entao realizada assepsia
com alcool 70% em seguida o plexo braquial foi exposto com auxilio de pinga e
tesoura cirurgica e foi coletado cerca de 0,5 a 1mL de sangue com o auxilio de uma
pipeta Pasteur, esse foi armazenado em tubos do tipo eppendorf inclinados a 45° e
estocados em geladeira por cerca de 4 horas, para facilitar formagdo dos coagulos
e coleta dos soros, realizada apos a centrifugagcdo do sangue em 1500 RPM a 4°C
por 10 minutos. Os soros foram armazenados a —20°C para serem utilizados no PCA.

Os soros armazenados foram diluidos em salina. Para cada amostra foi
realizada oito dilui¢gdes seriadas (1:64; 1:128; 1:256; 1:512; 1:1.024; 1:2.048; 1:4.096
e 1:8.192) e um volume de 50 uL dessas amostras foi injetado por via intradérmica
(i.d.) em oito diferentes sitios do dorso de ratas Wistar depiladas e previamente
anestesiadas. Apds 24 horas, foi realizado o desafio antigénico nas caudas das ratas
pela administragdo intravenosa (i.v.) de 0,5 mL/animal na veia da cauda de uma
solugao contendo 10 mg/mL do corante Azul de Evans a 1% (VETEC, Rio de Janeiro,
RJ) e 4 mg/mL de OVA grade V. Apos 30 minutos, os animais foram eutanasiados
por deslocamento cervical, e os didametros das manchas formadas no dorso foram

medidas com o auxilio de uma régua milimétrica de 20cm. O titulo foi determinado
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pela maior diluicdo do soro capaz de promover uma mancha mensuravel > 5 mm
(COSTA et al., 2008). A Figura 5 demostra esquematicamente a dosagem do Titulo
de IgE-OVA especifica.

Figura 5. Esquema representativo da dosagem de IgE OVA-especifica pelo método de
Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA).
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3.9 Células Totais e Diferenciais no Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF)

Para quantificacdo do numero total das células e do numero de células
diferenciais, 24 horas apds o ultimo desafio, ocorrido no dia 22 do protocolo
experimental, os animais foram anestesiados, apds esse procedimento foi coletado
0 sangue pelo plexo braquial, em seguida a traqueia foi exposta com auxilio de pin¢a
e tesoura cirurgica, para maior visualizagdo dessa estrutura os lobos da gléandula
tireoide foram retirados e entdo foi inserido um cateter periférico IV-18G de
poliuretano (Descarpack) para a coleta do BALF. No cateter foi conectada uma
seringa contendo 1 mL de HBSS” gelado, este foi administrado na traqueia sentido



36

pulmao. Inicialmente foi injetado apenas 0,5 mL de HBSS™ gelado, aguardou-se um
tempo de 10 segundos e entdo foi aspirado o mesmo volume, finalizando a primeira
lavagem, em seguida foi injetado todo o volume de HBSS gelado contido na seringa
de 1 mL, apds 10 segundos foi aspirado, sendo realizado a segunda lavagem, o
BALF coletado foi transferido para um tubo tipo eppendorf e armazenado no gelo,
para preservar a viabilidade celular. Em seguida uma nova seringa foi conectada ao
cateter e foi injetado mais 0,5 mL de HBSS” gelado, repetindo a espera de 10
segundos e aspirando todo o BALF contido no pulméo, realizando assim trés
lavagens, o BALF foi transferido para o mesmo tubo eppendorf, totalizando o BALF
com 1,5 mL de HBSS™ gelado.

Uma aliquota do BALF (10 uL) foi retirada e adicionada, na proporgéo 1:4, a
30 pL de solugao de Turk (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), que devido a sua agao
hemolitica, lisa as hemacias e cora os leucocitos do BALF. Foi ent&o retirado uma
aliquota de 10 pL da solugao de Turk com BALF e levada a camara hemocitométrica
(Neubauer), sendo realizada a contagem das células totais no microscoépio optico (40
X - BX40, OLYMPUS) (Figura 6). A equacdo 1 demonstra o calculo que baseia os
resultados das células totais, onde:  é o numero de Células Totais do BALF, e
o numero de Campos da Camara Hemocitométrica (CH), € o numero de Células
Contadas na CH, e  é o Fator de Diluicdo do BALF.

=— = —4.10 (1)

Apoés a contagem das células totais ser realizada, o BALF foi centrifugado
(centrifuga CR422, JONAM) em 1000 RPM a 4°C por 5 minutos. Os sobrenadantes
foram retirados e congelados a -20°C para posterior dosagem de citocinas
(BEZERRA-SANTOS et al., 2006).

O pellet do BALF foi ressuspenso em 500uL de HBSS” gelado e
homogeneizado, em seguida foi retirado 200 uL do BALF e centrifugado na citospin
(FANEN, Sao Paulo, SP, Brasil Mod 2400). As laminas obtidas foram fixadas e
coradas pelo método pandtico (Kit Pandético, Renylab), o qual se baseia em trés
passos principais: a fixacdo das células na lamina por agdo de um fixador, um
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corante basico cora de azul estruturas acidas como o nucleo das células, e um
corante acido cora de rosa estruturas celulares basicas como o citoplasma, entao
esses contrastes de coloragdo celular proporciona uma visualizagdo e contagem

diferencial de células realizada por microscopia optica.

Cada lamina foi percorrida até a contagem de 100 células, utilizando para isso
a objetiva de imersédo (100X), os leucdcitos contados foram divididos em quatro
subpopulacgdes: linfocitos; macrofagos; eosindfilos e neutréfilos (Figura 6).

A equacdo 2 demonstra o calculo que baseia os resultados das células
diferenciais, onde:’ ' é a Populagao de leucécitos (linfécitos; macréfagos; eosindfilos
e neutrdfilos), € o numero calculado de Leucdcitos Diferenciais do BALF, €
o numero de Leucdcitos Diferenciais Contados de uma Populagao, € 0 numero

Total de Leucdcitos diferenciais.
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Figura 6. Esquema representativo da contagem de células totais e diferenciais.
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3.10 Diferenciagao de granulécitos (eosinoéfilos e neutréfilos) e marcagao
celular de subpopulagées de linfocitos T CD3*, CD4* e CD8* no BALF

Afim de avaliar uma determinada subpopulagdo celular € realizada uma
marcacgao celular utilizando a técnica de citometria de fluxo, na qual tem a
capacidade de contar e classificar particulas microscopicas suspensas em meio
liquido em fluxo, analisando caracteristicas fisicas e/ou quimicas de uma célula
utilizando um aparelho de detecg¢ao 6ptico-eletrénico, o citbmetro.

A distincdo de populagdes celulares heterogéneas através da analise por
citometria de fluxo € permitida através da avaliacdo dos parametros “forward
scattered hight’ (FSC) e “side scattered hight’ (SSC), os quais distinguem as células
pelo tamanho (difragdo da luz) e granularidade (difusdo da luz) respectivamente. A
analise do tamanho dos linfocitos foi identificada por FSC'°/SSC' e a granularidade
por SSCM (VAN RIJT et al., 2004), desse modo foi quantificado os granulécitos e os
linfocitos. A figura 7 representa as subpopulagdes de leucécitos de acordo com o

tamanho e granulosidade apds analise da citometria de fluxo.

Figura 7. Esquema representativo das subpopulag¢des de leucécitos, por tamanho e

granularidade celular, apés analise por citometria de fluxo.
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A analise por citometria de fluxo foi realizada pela medi¢ao da fluorescéncia
dos marcadores celulares. A fluorescéncia verde emitida pelo isotiocianato de
fluoresceina (FITC) foi detectada apos passagem em filtro de 530nm (FL1). A
fluorescéncia laranja da ficoeritrina (PE) foi detectada apos passagem em filtro de
585nm (FL2). O citémetro de fluxo (FACSCalibur Il, Becton Dickinson) utilizado foi

equipado com laser de ions de argénio de 15mW em 488nm, resfriado a ar.

O pellet do BALF foi utilizado para analise dos parametros FSC e SSC, bem
como na expressao de CD3* e CD4+ e CD8+ pelas subpopulagdes de linfocitos

avaliadas.

Para a marcagao das moléculas de superficie de células utilizamos anticorpos
anti-CD3* (FITS), anti-CD4"* (FITS), anti-CD8* (PE) (todos da R e D Systems). Para
isto, 5 x 10° células/mL foram centrifugadas a 1200 RPM. Para impedir ligagées
inespecificas, as células foram previamente mantidas na presenca de soro de
camundongo por 5 minutos e posteriormente incubadas por 20 minutos a 4°C em 10
ML do anticorpo, na concentracéo estipulada pelo fabricante. No fim da incubacgao,
as células foram lavadas e resuspensas em HBSS” para leitura em citdmetro de

fluxo.

3.11 Quantificagao das citocinas IL-4, IL-13, IL-17, IFN-y e IL-10 no BALF

O sobrenadante do BALF armazenado a -20°C foi utilizado para a
quantificacédo das citocinas IL-4, IL-13, IL-17, IFN-y e IL-10, onde foi utilizado o Teste
Imunoenzimatico ELISA direto ou sanduiche, de acordo com o protocolo
especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San
Diego, CA-USA).

De forma sucinta, o método de sanduiche, ou captura, é indicado para
identificacdo de antigenos (IL-4, IL-13, IL-17, IFN-y e IL-10), e este antigeno fica
entre dois anticorpos. Assim, um anticorpo primario especifico ao antigeno
(citocinas) é adsorvido no pog¢o da microplaca. Em seguida o BALF contendo o
antigeno (IL-4, IL-13, IL-17, IFN-y e IL-10) € adicionado. Depois o segundo anticorpo
especifico ao antigeno marcado com uma enzima € adicionado. Esta enzima que

reage com o substrato fazendo com que o cromégeno mude de cor. A presencga de
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cor nos pogos indica a presencga do antigeno (IL-4, IL-13, IL-17, IFN-y e IL-10), e os
pogos que ndo mudarem de cor indica a auséncia do antigeno em questao. A leitura
foi realizada em leitor de placa (MICROPLATE READER versa Max, tunable, BN
2529 Molecular Devices) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a
partir de cada curva-padrdo de cada citocina quantificada. A figura 8 demonstra
esquematicamente e de forma geral a quantificagdo das citocinas utilizando o ELISA
sanduiche.

Figura 8. Esquema representativo da quantificagdo de citocinas pelo Ensaio
Imunoenzimatico de ELISA sanduiche.
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3.12 Histologia Pulmonar

Para avaliar as caracteristicas histolégicas pulmonares dos camundongos,
ambos os lébulos direito e esquerdo do pulm&o de cada animal foram coletados 24
horas apo6s o ultimo desafio ocorrido no dia 22 do protocolo experimental. Apds
anestesia e coleta do sangue pelo plexo braquial e BALF, o térax do animal foi aberto
com auxilio de pinga e tesoura cirurgica e entdo foi realizada a perfusao cardiaca
com administragdo de 20 mL de salina no coragdo, no intuito de realizar uma
lavagem do pulmao.

Para evitar a digest&do do tecido por enzimas presentes no interior das células
(autdlise) ou por enzimas bacterianas, os cortes foram colocados em fixadores:
formalina tamponada por 72 horas e logo apos em alcool etilico 70% até o momento
do corte histolégico. Esse procedimento mantem a integridade do tecido, uma vez
que os fixadores preservam a estrutura dos tecidos ao interagirem com os grupos
aminos das proteinas, por pontes de hidrogénio.

Os pulmdes fixados foram inicialmente hidratados por imersées em agua
corrente durante 24 horas. Apos esse procedimento as amostras foram desidratadas
durante 1 hora em cada diferente concentrac&o de alcool etilico (70, 80, 90 e 100%).
O processo de desidratagao foi realizado porque a agua presente nos tecidos nao &
miscivel em substancias apolares como a parafina para inclusao, além disso, a
graduagdo nas concentracbes de alcool € imprescindivel para que ocorra a
desidratagdo homogénea dos tecidos, evitando que ocorram danos na estrutura
tecidual.

Apos a remocao do alcool, o tecido pulmonar passou por duas horas imersos
em xilol e em seguida em parafina liquida (parafina histolégica- ERVIEGAS, Sao
Paulo, SP), mantida nesse estado com o auxilio de dispensador de parafina a 56°C
— ponto de fusdo (CR422, JONAM) e posteriormente, o tecido foi transferido para o
molde (férma histolégica) contendo parafina liquida. Poucos minutos apds ser
colocada na férma, a parafina solidificou e obteve-se o "bloco" de parafina contento
o fragmento do tecido em seu interior. Os blocos de parafina assim formados, foram
retirados das férmas e realizados cortes histolégicos com espessura de Sum, com o

auxilio de um micrétomo (SP Labor 300). Os cortes foram colocados em banho-maria
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(38 —39°C), sendo retirados apds, com laminas. A secagem das laminas foi realizada
em temperatura ambiente.

Com os cortes aderidos nas laminas, estes foram corados com Hematoxilina-
Eosina (HE) ou Acido Periddico de Schiff (PAS) e depois foi realizado a montagem
das laminas. Como meio de montagem foi utilizado o balsamo do canada. Cada
grupo de animais teve trés laminas coradas em cada coloragdo. Na Figura 9 esta a
representagdo simplificada e esquematica dos passos que foram realizados na
preparagao do corte histologico pulmonar.

Figura 9. Esquema representativo da preparagao do corte histolégico pulmonar.
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3.12.1 Coloragcao com Hematoxilina-Eosina (HE)

A técnica hematoxilina-eosina (HE) é classica, basica, dicrdmica e geral,
possuindo dois corantes: hematoxilina, corante basico que cora componentes acidos
como os nucleos de todas as células, e eosina corante acido que cora componentes
basicos como o citoplasma de todas as células, proporcionando uma observacao
geral de todas as estruturas pulmonares. As laminas foram inicialmente
desparafinizadas por imersdo no xilol, o primeiro xilol com duracdo de 10 min e o
segundo xilol com duragdo de 10 min. Em seguida, as laminas passaram pelo
processo de hidratagdo em alcool absoluto, o primeiro alcool por 5 min e o segundo

alcool por 5 min.
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As laminas foram colocadas sucessivamente em alcool 90, 80 e 70% por 5
min e agua destilada por 1 min. Entdo, foram imersas na hematoxilina por 30
segundos, mergulhadas rapidamente em agua destilada, depois em agua destilada
novamente, com a finalidade de retirar o excesso de corante. Em seguida, as
laminas foram colocadas no corante eosina, por 5 min, e em seguida desidratadas
com alcool 80, 90% e absoluto 3 min em cada. O material histolégico passou pelo
banho em xilol por 10 min, onde o primeiro xilol foi por 5 min e o segundo xilol por
mais 5 min. Apos coloracgao foi colocado sobre o corte o balsamo do canada e uma
laminula. Depois, com auxilio de uma pinga, foram retiradas as bolhas e a laminula
foi comprimida com firmeza sobre o corte para o espalhamento do balsamo. Apos
24h foram retirados o0s excessos de balsamo para acabamento do preparo das
laminas. Nas laminas coradas pela hematoxilina-eosina sdo observados em azul
escuro os nucleos, em rosa os citoplasmas e em vermelho as hemacias.

Para analise morfolégica dos cortes corados pela hematoxilina-eosina (HE),
foi criado um score (pontuagéo) de 0 — 6, onde este € quantificado de acordo com a
lesdo evidenciada. As lesdes evidenciadas foram vasodilatagdo (presente ou
ausente), manutencéo da integridade bronquiolar (presente ou ausente), migragao
de células, onde zero (0) significa auséncia de migragao, (1) poucas células 0-9
células por campo, (2) mais de 10 células por campo e (3) formagado de anéis de
células perivascular e peribronquiolar. Por fim, como parte do score avaliou-se 0
obstrucdo alveolar (presente ou ausente). Quando presente soma-se a analise 1,
quando ausente 0 e quanto a migracéo, depende do numero de células. Avaliado em
5 campos da lamina (ZOU et al., 2014).

3.12.2 Coloragio P.A.S. (Acido Periédico — Schiff)

O adico periddico de Schiff revela glicogénio e mucina intracelular. As laminas
foram inicialmente desparafinadas por imersao no xilol durante 10 min hidratadas em
alcool absoluto, alcool 90, 80 e 70% por 5 min e agua destilada por 1 min. Depois
foram colocadas no acido periodico por 10 min, na agua destilada por 1 min e no
reativo de Schiff por 25 min, quando retiradas foram colocadas em 3 banhos
sulfurosos de 2 min cada e mergulhadas 1 min em agua. Em seguida, as laminas
foram colocadas em hematoxilina por 5 min e mergulhadas em agua. Durante 6 min

foram desidratadas com alcool 80, 90% e absoluto sendo 2 min em cada alcool. Para
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clareamento foi utilizado xilol, as [aminas foram imersas no primeiro xilol por 5 min e
no segundo xilol por 5 min.

Nas laminas coradas por P.A.S. é observado em rosa a presenca de
glicogénio ou polissacarideos neutros (contendo grupos 1,2 glicol), mucina
(glicoproteina, principal constituinte do muco), proteoglicanos ndo se coram, os
nucleos e os citoplasmas se coram em roxo claro. Nos cortes analisados por P.A.S.

a analise foi qualitativa.

3.13 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism© versao
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.).

Para analisar os dados do Citdbmetro de Fluxo foi utilizado inicialmente o
programa Flowing 2.5.1 e posterior analise no Graph Pad Prism.

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrao da
média (e.p.m.) e analisados estatisticamente empregando-se o ANOVA “one-way”
seguido do teste de Dunnett, onde foram considerados significativos os valores de
p< 0.05. Valores de ++p< 0.001 e +++p< 0.0001 foram considerados significativos
quando comparados com o grupo Basal, e *p< 0.05; **p < 0.001 e ***p < 0.0001
foram considerados significativos quando comparados com o grupo OVA.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do MHTP no Titulo de IgE-OVA especifica na inflamagao pulmonar

alérgica experimental

Devido a n&o sensibilizagdo, com OVA, os animais do grupo Basal n&o
apresentaram titulo de IgE-OVA especifica, ndo sendo adicionado no Grafico 1. O
titulo de IgE-OVA especifica foi em média 1:8.192 no grupo OVA (Grafico 1).

Ao comparar o titulo de IgE-OVA especifica dos animais sensibilizados com
OVA e tratados com o MHTP em relagdo ao grupo OVA, o MHTP na menor dose
utilizada (2,5 mg/kg i.n.) ndo foi capaz de diminuir de forma significante o titulo de
IgE-OVA especifica, entretanto a dose de 5 mg/kg promoveu uma diminuigdo
significativa (p<0,05) (Grafico 1). O tratamento com a droga padrédo Dexametasona
(2 mg/kg i.n.) promoveu uma diminuig&o significativa (p<0,001) do titulo de IgE —OVA
especifica (Grafico 1).

Grafico 1. Efeito do tratamento com MHTP no titulo de IgE-OVA especifica pelo método
de Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA) na inflamagao pulmonar alérgica experimental

induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagdo nasal (i.n.) com MHTP (2,5 ou 5 mg/kg) ou com
Dexametasona (Dexa 2 mg/kg) 1 hora antes de cada desafio. Os soros dos animais foram
coletados 24h apds o ultimo desafio para obtengdo do titulo de IgE OVA-especifica,
determinado pelo teste de PCA. Os resultados foram expressos como média do logio do
titulo de IgE + e.p.m. A diferenga entre os grupos foi analisada por ANOVA one-way, seguida
do teste de Dunnett. *p < 0,05 e **p < 0,001 comparado ao grupo OVA.
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4.2 Efeito do MHTP no numero de Células Totais e Diferenciais no Fluido do
Lavado Broncoalveolar (BALF) na inflamagcao pulmonar alérgica

experimental

O grupo OVA apresentou aumento significativo (p<0,0001) na migracédo de
células para o espaco broncoalveolar em relagdo ao grupo Basal (Grafico 2A).

Na comparacgéo da migracgéo celular ocorrida nos grupos tratados com o MHTP
em relagdo a ocorrida no grupo OVA, observou-se que a menor dose do MHTP (2,5
mg/kg i.n.) ndo foi eficaz quanto a redugdo da migracéo celular para o espago
broncoalveolar (Grafico 2A) no entanto, o MHTP em sua maior dose (5 mg/kg i.n.)
assim como a droga padrdo Dexametasona (Dexa 2 mg/kg i.n.) promoveram uma
redugdo significativa (p<0,0001) (Grafico 2A).

Na analise dos leucdcitos diferenciais, observou-se que o grupo OVA
apresentou um aumento significante no numero de linfocitos, macrofagos, eosinofilos
e neutrofilos (p<0,0001) no BALF em comparagdo com o grupo Basal (Grafico 2B,
C,DeE).

Em relagc&do a migracéo de leucécitos diferencias entre os grupos tratados com
MHTP e o grupo OVA, o MHTP na dose de 2,5 mg/kg (i.n.) foi capaz de diminuir de
forma significante a migrag&o de linfécitos no BALF (p<0,05) (Grafico 2B), entretanto
nao alterou a migracdo de macrofagos, eosinofilos e neutrofilos (Grafico 2C, D e E)
para o espago broncoalveolar. A maior dose do MHTP (5 mg/kg i.n.) foi capaz de
promover uma reducdo significativa na migragcdo de linfocitos (p<0,0001),
macrofagos (p<0,0001) e eosindfilos (p<0,001) no BALF (Grafico 2B, C e D). O
tratamento com a droga padrédo Dexametasona (2 mg/kg i.n.) foi capaz de diminuir a
migracdo de linfocitos, macrofagos e eosinofilos (p<0,0001) para o espago
broncoalveolar (Grafico 2B, C e D). Todavia, foi observado que o MHTP em suas
duas doses administradas (2,5 e 5 mg/kg) bem como a Dexametasona (2 mg/kg) ndo
foram capazes de diminuir a migrac&o de neutrodfilos no BALF (Grafico 2E).



47

Grafico 2. Efeito do tratamento com MHTP na migragdao de leucoécitos totais e
diferenciais (linfécitos, macréfagos, eosinéfilos e neutréfilos) para o espacgo
broncoalveolar na inflamacdao pulmonar alérgica experimental induzida por

Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagdo nasal (i.n.) com MHTP (2,5 ou 5 mg/kg) ou Dexametasona
(Dexa 2 mg/kg) 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio e a migragéo de leucdcitos foi quantificada
em microscopia Optica comum. A.) CélulasTotais; B.) Linfocitos; C.) Macrofagos; D.)
Eosindfilos e E.) Neutrofilos. Os resultados foram expressos como meédia £ e.p.m. A
diferenga entre os grupos foi analisada por ANOVA one-way, seguida do teste de Dunnett.
**p < 0,0001, comparado ao grupo Basal; *p < 0,05, **p < 0,001 e ***p < 0,0001 comparado
ao grupo OVA.
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4.3 Efeito do MHTP no percentual de granulécitos (eosinoéfilos e neutréfilos)

no BALF na inflamagao pulmonar alérgica experimental

O grupo OVA apresentou aumento significativo de 21,82% (p<0,0001) na
migragdo celular de granuldcitos, estes sdo representados por eosinodfilos e
neutrofilos, para o espago broncoalveolar, em relagdo ao grupo Basal (Figura 10 e
Grafico 3, respectivamente).

Na comparagdo da migragao celular de granuldcitos ocorrida nos grupos
tratados com MHTP em relagdo a ocorrida no grupo OVA, a menor dose do MHTP
(2,5 mg/kg i.n.) ndo foi eficaz quanto a redug&o da migragao celular de granulécitos
para o espago broncoalveolar, no entanto, o MHTP em sua maior dose (5 mg/kg i.n.)
assim como a droga padrao utilizada Dexametasona (2 mg/kg i.n.) promoveram uma
reducéo significativa de 17,35% e 22,54%, respectivamente (p<0.0001) na migragao
de granuldcitos para espago broncoalveolar (Figura 10 e Grafico 3). Esses dados

corroboram com a diminuigdo da migragao de eosinofilos acima mencionados.
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Figura 10. Efeito do tratamento com MHTP na porcentagem de granuldcitos

(eosindfilos e neutréfilos) no Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) na inflamagao

pulmonar alérgica experimental induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio e apds sua centrifugagao, o pellet foi
utilizado para classificagao dos leucdcitos pela analise do tamanho celular (FSC- Forward
Scatter, por difragdo de luz) e granularidade ou complexidade citoplasmatica (SSC- Side
Scatter, por difusdo de luz) na citometria de fluxo. A regidao demarcada R2 é referente ao
tamanho celular e complexidade intracelular caracteristica dos granuldcitos eosindfilos e
neutrofilos. As figuras foram analisadas pelo programa Flowing 2.5.1. Os resultados sao
representativos de 1 experimento.
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Grafico 3. Percentual de granuldcitos (eosinéfilos e neutréfilos) no Fluido do Lavado
Broncoalveolar (BALF) ap6s o tratamento com MHTP na inflamagao pulmonar alérgica

experimental induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio e apds sua centrifugagao, o pellet foi
utilizado para classificagao dos leucdcitos pela analise do tamanho celular (FSC- Forward
Scatter, por difragdo de luz) e granularidade ou complexidade citoplasmatica (SSC- Side
Scatter, por difusdo de luz) na citometria de fluxo. O resultado da porcentagem dos
granuldcitos no BALF foi expresso como média + e.p.m. A diferenga entre os grupos foi
analisada por ANOVA one-way, seguida do teste de Dunnett. ***p < 0.0001, comparado ao
grupo basal; ***p < 0.0001 comparado ao grupo OVA.

4.4 Efeito do MHTP nas subpopulagdes de linfécitos T CD3*, CD4* e CD8* no
BALF na inflamagao pulmonar alérgica experimental

O grupo OVA apresentou aumento significativo de 8,05% (p<0,05) na
migracgéao celular de Linfocitos T CD3* para o espago broncoalveolar, em relagéo ao
grupo Basal (Figura 11 e Grafico 4, respectivamente).

Ao ser comparada a migracédo celular de Linfécitos T CD3* ocorrida nos
grupos tratados em relagdo a ocorrida no grupo OVA, a menor dose do MHTP (2,5
mg/kg i.n.) ndo foi eficaz quanto a redugao da migracéo celular de Linfécitos T CD3*
para o espago broncoalveolar, no entanto, o MHTP em sua maior dose (5 mg/kg i.n.)
assim como a droga padrao utilizada Dexametasona (2 mg/kg i.n.) promoveram uma
reducdo significativa de 6,88% (p<0,05) e 9,55% (p<0,001), respectivamente, na
migracgao de Linfécitos T CD3* para espacgo broncoalveolar (Figura 11 e Grafico 4).
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Figura 11. Efeito do tratamento com MHTP na porcentagem de Linfécitos T CD3* no
Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) na inflamagdao pulmonar alérgica

experimental induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio e apds sua centrifugagao, o pellet foi
utilizado para quantificar os Linfocitos T CD3" através da intensidade de fluorescéncia,
captada pela marcagao de antigenos de superficie com anticorpos monoclonais especificos
ligados a fluorocromos pela técnica de citometria de fluxo. A regido R1 demarcada é
referente a populagado de Linfocitos T CD3*. As figuras foram analisadas pelo programa
Flowing 2.5.1. Os resultados sao representativos de 1 experimento.
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Grafico 4. Percentual de Linfécitos T CD3+ no Fluido do Lavado Broncoalveolar
(BALF) apoés o tratamento com MHTP na inflamagao pulmonar alérgica experimental

induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio e apds sua centrifugagao, o pellet foi
utilizado para quantificar os Linfocitos T CD3" através da intensidade de fluorescéncia,
captada pela marcagao de antigenos de superficie com anticorpos monoclonais especificos
ligados a fluorocromos pela técnica de citometria de fluxo. O resultado da porcentagem de
Linfocitos T CD3* foi expresso como média £ e.p.m. A diferenga entre os grupos foi analisada
por ANOVA one-way, seguida do teste de Dunnet. *p < 0.05, comparado ao grupo basal; *p
< 0.05 e **p < 0.001 comparado ao grupo OVA.

Na analise das subpopulagdes de Linfocitos T CD4* e CD8", o grupo OVA
apresentou aumento significativo de 24,41% (p<0,0001) na migragao celular de
Linfécitos T CD4* (Figura 12 e Grafico 5A) e de 5,35% (p<0,001) na migragdo de
Linfécitos T CD8* (Figura 12 e Grafico 5B), para o espago broncoalveolar, em relagéo
ao grupo Basal.

Na comparagdo entre a migragéo celular de Linfocitos T CD4" ocorrida nos
grupos tratados em relag&o a ocorrida no grupo OVA, as duas doses do MHTP (2,5
ou 5 mg/kg i.n.) assim como a droga padrao utilizada Dexametasona (2 mg/kg i.n.)
foram eficazes em reduzir a migragao celular de Linfocitos T CD4* para o espago
broncoalveolar. Promoveram uma redugéo significativa de 29,03; espaco
broncoalveolar (Figura 12 e Grafico 5A).

A migracao de Linfécitos T CD8" para o espaco broncoalveolar nio foi alterada
com o tratamento com o MHTP (2,5 e 5 mg/kg i.n.) no entanto, a droga padrao
Dexametasona (2 mg/kg i.n.) foi capaz de diminuir de forma significante em 8%
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(p<0.0001) a migracdo da subpopulagcdo de Linfécitos T CD8" para o espacgo
broncoalveolar (Figura 12 e Grafico 5B).

Figura 12. Efeito do tratamento com MHTP na porcentagem de Linfocitos T CD4" e
CD8" no Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) na inflamagao pulmonar alérgica

experimental induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio. Apos a centrifugagéo do BALF, o pellet
foi utilizado para quantificar os linfécitos T CD4* e CD8" através da intensidade de
fluorescéncia, captada pela marcagédo de antigenos de superficie com anticorpos
monoclonais especificos ligados a fluorocromos pela técnica de citometria de fluxo. A regido
FL2-H demarcada é referente a populagéo de linfécitos T CD8%e a regido FL1-H é referente
a populacao de linfocitos T CD4*. As figuras foram analisadas pelo programa Flowing 2.5.1.
Os resultados sao representativos de 1 experimento.
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Grafico 5. Percentual de Linfécitos T CD4+ e CD8+ no Fluido do Lavado
Broncoalveolar (BALF) ap6s o tratamento com MHTP na inflamagao pulmonar alérgica

experimental induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio. Apds a centrifugagao do BALF, o pellet
foi utilizado para quantificar os linfécitos T CD4* e CD8" através da intensidade de
fluorescéncia, captada pela marcagédo de antigenos de superficie com anticorpos
monoclonais especificos ligados a fluorocromos pela técnica de citometria de fluxo. A.) % de
Linfécitos T CD4* no BALF B.) % de Linfécitos T CD8* no BALF. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m. A diferenga entre os grupos foi analisada por ANOVA one-
way, seguida do teste de Dunnett. **p < 0.001 e ***p < 0.0001, comparado ao grupo basal;
***n < 0.0001 comparado ao grupo OVA.
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4.5 Quantificagao das citocinas IL-4, IL-13, IL-17, IFN-y e IL-10 no BALF na

inflamagao pulmonar alérgica experimental

O grupo OVA apresentou aumento significativo (p<0,0001) na produgao das
citocinas classicas do perfil Th2, IL-4 e IL-13 (Grafico 6A e B), do perfil Th17, IL-17
(Grafico 6C) bem como apresentou aumento significativo (p<0,001) nas citocinas
classicas do perfil do perfil Th1, IFN-y (Grafico 6D) e de Treg, IL-10 (Grafico 6E) em
comparagao ao grupo Basal.

Ao ser comparada a producao das citocinas dos perfis Th2, Th17, Th1 e Treg
no BALF produzidas nos grupos tratados com MHTP em relagao as produzidas no
grupo OVA, o MHTP nas duas doses administradas (2,5 ou 5 mg/kg i.n.) promoveu
uma diminuigdo significativa da produgao das citocinas IL-13 (p<0,001) (Grafico 6A),
IL-4, IL-17 e IL-10 (p<0,0001) (Grafico 6B, C e E). Entretanto, o MHTP n&o foi capaz
de alterar a produgédo do IFN-y no BALF (Grafico 6D). A droga padréo utilizada
Dexametasona (Dexa 2mg/kg i.n.) foi capaz de diminuir significativamente a
producéo das citocinas IL-13, IL-4, IL-17 e IL-10 (p<0,0001) (Grafico 6A, B, C e E),
bem como reduziu de forma significante (p<0,05) a produgédo de IFN-y no BALF
(Grafico 6D).
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Grafico 6. Efeito do tratamento com MHTP na producao das citocinas IL-13, IL-4, IL-
17, IFN-y e IL-10 no Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) na inflamag¢ao pulmonar

alérgica experimental induzida por Ovalbumina.
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagdo nasal (i.n.) com MHTP (2,5 ou 5 mg/kg) ou Dexametasona
(Dexa 2 mg/kg) 1 hora antes de cada desafio. O Fluido do Lavado Broncoalveloar (BALF)
dos animais foi coletado 24h apds o ultimo desafio e centrifugado. O sobrenadante foi
coletado e utilizado o Ensaio Imunoenzimatico, ELISA sanduiche, para quantificacdo das
concentrac¢des das citocinas dos perfis Th2 A.) IL-13 e B.) IL-4. Th17 C.) IL-17. Th1 D.) IFN-
y € Treg E.) IL-10. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. A diferenga entre os
grupos foi analisada por ANOVA one-way, seguida do teste de Tukey. *'p < 0,001 e ***p <
0,0001, comparado ao grupo basal; *p < 0.05, **p < 0,001 e ***p < 0,0001 comparado ao
grupo OVA.



59

4.6 Efeito do MHTP na analise histopatolégica do tecido pulmonar na
inflamagao pulmonar alérgica experimental corados pela coloragao

Hematoxilina-Eosina (HE)

A figura 13 (A — E) mostra a morfologia pulmonar dos animais com a MHTP
(2,5 ou 5 mg/Kg) ou Dexametasona (2 mg/kg) em modelo experimental de
inflamac&o pulmonar alérgica. Nas imagens coradas pela Hematoxilina-Eosina,
observadas em aumento de 40X nota-se que o animal saudavel, Basal (A), ndo
apresentou alteragdes morfologicas na constituicdo do parénquima pulmonar.
Entretanto, no animal doente, OVA (B), observou-se evidéncias de parémetros
inflamatorios como migragdo de células com formagdo de anéis (seta azul),
vasodilatacdo de vasos de pequeno calibre (seta verde), perda da integridade
epitelial bronquiolar (cabega da seta laranja), seguido de obstrugéo alveolar (cabeca
da seta vermelha). A alteracdo histologica € demonstrada no score histolégico no
Grafico 7, onde o animal OVA evidenciou uma inflamagéo tecidual (p<0,0001) em
relacdo ao animal Basal. Nos animais tratados com MHTP na dose de 2,5 mg/Kg
(C) observou-se migracdo de células inflamatérias (seta azul) como padrao
inflamatorio. O tratamento com MHTP na dose de 5 mg/kg (D), assim como a
Dexametasona (2 mg/kg) foi capaz de reduzir todos os parédmetros inflamatorios
analisados, apresentando morfologia semelhante aos animais do grupo Basal. A
reducédo do processo inflamatorio tecidual (p<0,0001) caracteristico da inflamagéao
pulmonar alérgica induzida por Ovalbumina apés o tratamento por instilagdo nasal
com MHTP na dose 5 mg/kg ou Dexametasona na dose de 2 mg/kg foi demonstrada
no score histologico (Grafico 7).
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Figura 13. Analise histopatolégica inflamatéria do MHTP em modelo experimental de
inflamagao pulmonar alérgica corados pela coloragao Hematoxilina-Eosina (HE).

A- Basal B- OVA

C- MHTP 2,5mg/kg D- MHTP 5mg/kg E- Dexa 2mg/kg

Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O tecido pulmonar dos animais foi coletado
24h apos o ultimo desafio e realizagdo da perfusao cardiaca. O pulmao foi submetido a
técnica histolégica e coloragdo por Hematoxilina-Eosina. Os parametros inflamatorios
observados foram: a migragdo de células no espago perivascular e peribronquiolar (seta
azul), vasodilatagao (seta verde), perda da integridade epitelial bronquiolar (cabecga da seta
laranja) e entupimento alveolar (cabega da seta vermelha). Tecidos corados por
Hematoxilina e Eosina, vistos em microscopio 6ptico comum em aumento total de 20X. Este
resultado foi realizado duplo cego.
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Grafico 7. Score inflamatério do tratamento com MHTP em modelo experimental de

inflamagao pulmonar alérgica.

6-
+4++ ] Basal

9 EE OVA
D4 B MHTP 2,5mg/kg
[ Bl MHTP 5mg/kg
% Dexa 2mg/kg
2 2. kX%
o
O
» *kk Kk

0-

Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O tecido pulmonar dos animais foi coletado
24h apods o ultimo desafio e realizagdo da perfusao cardiaca. O pulmao foi submetido a
técnica histolégica e coloragdo por Hematoxilina e Eosina. Os parametros inflamatérios
observados foram a migracdo de células no espago perivascular e peribronquiolar,
vasodilatagdo, manutengdo da integridade epitelial bronquiolar e entupimento alveolar.
Tecidos corados por Hematoxilina e Eosina, vistos em microscépio éptico comum em
aumento total de 40X. Os resultados foram expressos como média + e.p.m. A diferenga entre
os grupos foi analisada por ANOVA one-way, seguida do teste de Dunnett. ***p < 0.0001,
comparado ao grupo basal; ***p < 0.0001 comparado ao grupo OVA.
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4.7 Efeito do MHTP na analise histopatolégica do tecido pulmonar na
inflamagao pulmonar alérgica experimental corados pela coloragao P.A.S.
(Acido Periédico de Schiff)

A figura 14 (A — E) mostra a analise histopatolégica do tratamento, por
instilacdo nasal, dos animais com a MHTP (2,5 ou 5 mg/Kg) ou Dexametasona
(2mg/kg) em modelo experimental de inflamacg&o pulmonar alérgica. Nas imagens de
tecidos coradas pelo P.A.S., observadas em um aumento total de 40X nota-se que
o animal Basal, saudavel (A), ndo apresenta alteragdes morfoldgicas na constituicao
do parénquima pulmonar como a hipertrofia ou hiperplasia de células caliciformes.
Entretanto, o animal OVA, doente (B), apresenta evidéncias do aumento dessas
células (seta). O tratamento por instilagdo nasal com MHTP nas doses de 2,5 (C) ou
5mg/kg (D) ou Dexametasona na dose de 2mg/kg (E) apresentaram parametros
morfologicos semelhantes aos animais do grupo Basal, resultando na diminuigdo da
hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes e hiperprodu¢do de muco em
comparagao com o grupo OVA.
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Figura 14. Analise histopatolégica inflamatéria do MHTP em modelo experimental de
inflamagdo pulmonar alérgica corados pela coloragdo P.A.S. (Acido Periédico de
Schiff).

A- Basal B- OVA

C- MHTP 2,5mg/kg D- MHTP 5mg/kg E- Dexa 2mg/kg

Camundongos BALB/c fémeas (n=6) foram sensibilizados e desafiados com Ovalbumina
(OVA) e tratados via instilagéo nasal (i.n.) com 2,5 ou 5 mg/kg de MHTP ou com 2 mg/kg de
Dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O tecido pulmonar dos animais foi coletado
24h apos o ultimo desafio e realizagdo da perfusao cardiaca. O pulmao foi submetido a
técnica histolégica e coloragdo por P.A.S. (Acido Periddico de Schiff). O parametro
observado € a hipertrofia ou hiperplasia de células caliciformes, evidenciadas pela coloragcao
de PAS. Tecidos corados por P.A.S., vistos em microscopio 6ptico comum em aumento total
de 40X.
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5 DISCUSSAO

A sintese do alcaloide tetrahidroisoquinolinico, codificado como MHTP [2-
methoxy-4-(7-methoxy-1,2,3,4-tetrahydroisoquinolin-1-yl)  phenol], aplicando a
reacao de Picted-Spengler, proporcionou rendimento de 93,45% do alcaloide. A
producédo em larga escala de compostos sintéticos biologicamente ativos € de grande
valia, em detrimento a extracdo de compostos naturais, uma vez que, para se obter
quantidades significativas de moléculas naturais, afim de realizar os ensaios
toxicolégicos e farmacologicos necessarios para respaldar a molécula, demanda
uma significativa extracdo vegetal. Em estudos anteriores foi demonstrado que o
MHTP é um analogo estrutural da criptostilina || que possui atividade anti-inflamatoéria
(AWUAH, CAPRETTA, 2010).

Estudos preliminares demostraram a atividade anti-inflamatéria aguda do
MHTP no modelo experimental de peritonite induzida por zimosan. O pré-tratamento
com o MHTP (2,5 ou 5mg/kg) por via oral, reduziu a migragdo de leucocitos bem
como a produgao de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B e IL-6) no periténio
desafiado com zimosan. Em adi¢gdo, a administracdo endovenosa do MHTP
promoveu um efeito hipotensor em ratos normotensos, induzindo o
vasorrelaxamento, mediado pela via do NO e enzima guanilil ciclase (CORDEIRO,
2012).

A toxicidade aguda pré clinica do MHTP foi avaliada por Paiva-Ferreira e col.
(2014), os resultados demonstraram baixa toxicidade aguda, com DL 50 maior que
1.000 mg/kg. A toxicidade aguda sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema
Nervoso Autondmico (SNA) n&o foi observada. Em adicdo, n&do foi detectada
alteracao genotodxica, parametro esse, indicado para avaliagdo da presenga cronica
da molécula na corrente sanguinea e seu possivel efeito mutagénico. Esses dados
toxicoldégicos asseguram os estudos farmacologicos do MHTP (PAIVA-FERREIRA,
2014).

A atividade anti-inflamatéria do MHTP foi estabelecida pela diminuigao in vitro
da produgdo de oxido nitrico (NO) e a produgéo/liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias em culturas de macréfagos peritoneais. Nos modelos experimentais de

peritonite e de Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), o tratamento com MHTP foi capaz de
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inibir a migragdo de leucocitos, principalmente das células polimorfonucleares e
reduzir do exsudato proteico no pulméo. A atividade anti-edematogénica do MHTP
foi avaliada em modelos experimentais de inflamagdo aguda induzidas por agentes
flogisticos e relacionou-se a inibigdo da atividade da PGE2, resultado esse,
independente da desgranulagdo de mastocitos ou atividade da histamina
(PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015).

Diante dos resultados expostos acima, sobre as atividades farmacologicas do
MHTP, o presente estudo teve por objetivo, avaliar o efeito imunomodulador, por
instilagdo nasal (i.n.), do alcaloide sintético tetrahidroisoquinolinico MHTP, no
processo inflamatério pulmonar alérgico experimental induzido por Ovalbumina
(OVA) semelhante a asma humana. Os parametros avaliados foram, migragdo de
células inflamatérias e produgao de citocinas no Fluido do Lavado Broncoalveolar
(BALF); quantificagdo sérica de IgE-OVA-especifica e alteragbes histoldgicas

pulmonares.

A farmacoterapia atual da asma é realizada, majoritariamente, pela
administragdo, por via oral ou inalatéria, de broncodilatadores associados a anti-
inflamatorios esteroidais (SEUNG-HYUNG, et al., 2012). A escolha da via de
administracdo de um medicamento € de fundamental importancia, na qual contribui,
principalmente, para ades&o do paciente ao tratamento. A utilizagdo da via nasal
para administracdo medicamentosa € uma técnica promissora devido a alta
vascularizagdo na regido da superficie do nariz, eliminagdo do metabolismo de
primeira passagem (porta-hepatico), rapido inicio de agdo farmacologica e facil
acessibilidade do paciente (NICOLINI et al., 2010). Em adigéo, a instilagdo nasal
(i.n.) é classificada como uma via eficiente, pratica e facil para administragcao
medicamentosa e apresenta as caracteristicas: muco-adesiva das particulas de
muco do epitélio respiratorio, promovendo um maior tempo de biodisponibilidade e
maior absor¢do do farmaco na mucosa das vias respiratorias e diminuicdo dos
efeitos sistémicos secundarios e toxicidade, observados no uso de corticoides (LEE
et al., 2006; DUGAS et al., 2013).

Como descrito anteriormente o efeito anti-inflamatério do MHTP, por via oral,
estabelecendo as doses efetivas em modelo de inflamag&do aguda o nosso trabalho
objetivou avaliar o efeito do MHTP, por instilagdo nasal, em modelo de inflamagao
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pulmonar alérgica crbnica, caracteristica da asma alérgica, sendo essa uma resposta

imune adaptativa tipo 2 (Th2).

A Imunoglobulina E (IgE) é classificada como o marcador bioldgico do fenétipo
da asma alérgica mediada pela resposta imune tipo 2, devido ao seu papel
imunologico nos processos alérgicos em geral. A produgao de IgE é realizada pelos
linfécitos B em decorréncia da ativagao via interacdo com os linfécitos T e suas
citocinas IL- 4 e/ou IL-13 (GALLI et al., 2012; AKDISM et al., 2012). A fungéo
essencial da IgE é mediar as reagdes de hipersensibilidade imediata tipo 1. Aligagao
cruzada (alérgeno—-IgE—receptor FceRIl) em mastdcitos, leva sua desgranulagéo e
liberacdo de mediadores inflamatérios locais, responsaveis pela resposta aguda na
asma, também chamada de crise asmatica (HOFMANN et al., 2010). A IgE participa
dos mecanismos de sobrevivéncia, proliferagdo, migracao e ativagao de mastocitos,
0s quais produzem uma variedade de citocinas e quimiocinas que atraem outras
células associadas a imunomodulagdo nas afecc¢des alérgicas (KASHIWAKURA et
al., 2011).

Nesse estudo demonstramos que o grupo basal (animal saudavel), por n&o
ser sensibilizado com o OVA, ndo apresentou IgE OVA-especifica sérica. Entretanto,
o grupo OVA apresentou a média do titulo sérico de IgE OVA-especifica de 1:8.192,
demonstrando, assim, que o protocolo de sensibilizagdo experimental foi efetivo. O
tratamento por via i.n. com o MHTP na dose de 5 mg/kg reduziu significantemente o
titulo de IgE, sugerindo seu efeito imunomodulador na diminuicdo do processo de
sensibilizacdo alérgica.

Embora a administracdo de farmacos pela via nasal seja promissora, poucos
grupos de pesquisa a utilizam em suas investigagdes. A pesquisa na literatura atual
nao apresenta trabalhos que demonstrem a utilizagdo de moléculas com o nucleo
isoquinolico e/ou tetrahidroisoquinolinico administrado por via instilagdo nasal no

tratamento de modelos experimentais de doencgas inflamatérias do trato respiratoério.

Vieira e col. (2013) estudaram alcaloides isoquinolinicos da classe
bisbenzilisoquinolinicos (warifteina e metilwarfiteina) e morfin&nico (milonina)
administrados por via instilagdo nasal no modelo experimental de asma alérgica. Foi
observado que esses alcaloides ndo foram capazes de inibir a produgao de IgE OVA-
especifica, portanto esses resultados sugerem que, devido a diversidade de nucleos
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estruturais e tamanho da molécula, com adi¢cado de radicais no nucleo isoquinolinico
desses alcaloides naturais (warifteina, metil warifteina e milonina), e sua
administragao por instilagdo nasal interferem na especificidade do sitio de agcdo do
nucleo isoquinolinico e 0 acesso dessas moléculas aos seus alvos moleculares.
Afetando assim a acdo imunomoduladora desses compostos no quadro de asma

alérgica.

Entretanto Bezerra-Santos e col. (2004) e Costa e col. (2008) demostraram
que a warifteina quando administrada por via oral no modelo experimental de asma
alérgica induzida por OVA, promoveu inibicdo da producao de IgE — OVA especifica
bem como o0 edema de para induzido por OVA e retardou o choque anafilatico. Esses
dados sugerem que a via de administracdo de uma molécula como o alcaloide
interfere na sua atividade biologica e sitio de agéo, tendo em vista a complexidade

metabdlica e mecanistica de absorgdo dos compostos quimicos pelo organismo.

Um dos tratamentos de asma alérgica atualmente preconizado é a
administracdo subcutdanea do anticorpo monoclonal especifico para IgE,
Omalizumab (Xolair; Genentech / Roche e Novartis). Esse anticorpo tem a fungao de
impedir a ligac&do da IgE aos mastocitos e basofilos e assim, diminuindo o processo
de sensibilizagdo (FAHY et al., 1997; DJUKANOVIC et al., 2004), de participar dos
mecanismos de melhoria do controle da asma diminuindo as taxas de exacerbagao
das crises e permitindo a reducdo da dose de manutencdo dos corticoides
administrados por via oral (BUSSE et al., 2001).

Um dos parametros caracteristicos do processo inflamatoério crénico da asma
alérgica é o recrutamento de leucdcitos para as vias aéreas. Afim de avaliar a
migragcdo celular, os leucocitos totais e diferenciais (agranuldcitos: linfocitos e
macrofagos; granuldcitos: eosinofilos e neutrofilos) foram quantificados no Fluido do
Lavado Broncoalveolar (BALF). O tratamento com o MHTP na dose de 2,5 mg/kg
reduziu a migragao de linfocitos no BALF. A dose de 5 mg/kg promoveu a redugao
da migracéo de leucdcitos totais, linfécitos e macréfagos semelhante ao tratamento
com a dexametasona. A maior dose de MHTP promoveu ainda a redugao de forma
significante da migracao de eosindfilos para as vias aéreas. A redugdo da migragao
de leucécitos promovida pelos tratamentos com o MHTP e dexametasona foi
independente da migragao de neutrofilos.



68

Uma das caracteristicas esséncias da asma alérgica € uma migragéo
significativa dos eosinodfilos para os pulmdes (DECKERS et al.,, 2013). A ativagéo
eosinofilica libera mediadores pré inflamatérios importantes para manutengao do
processo inflamatorio cronico das vias aéreas, como a proteina basica principal
(MBP), proteina cationica, LTC4, PGE2, tromboxanos e PAF. Os eosindfilos ainda
tem a capacidade de sintetizar diversas citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-13), quimiocinas (CCL5/RANTES e CCL11/ eotaxina — 1), TNF-a e TGF-3, onde
todas essas moléculas atuam na patogénese do processo inflamatério crénico as
vias aéreas (BANDEIRA-MELO et al., 2002).

Estudos anteriores conduzidos por Vieira e col. (2013), demonstraram que o
tratamento por i.n. com alcaloides bisbenzilisoquinolinicos (warifteina e
metilwarifteina) e morfinanico (milonina) inibiram a migracéo de eosinodfilos para as
vias aéreas. Ja o tratamento por via oral com a warifteina foi capaz de inibir a
migracdo de eosindfilos para a cavidade pleural ou broncoalveolar, reduzindo os
niveis de eotaxina, o numero de corpusculos lipidicos citoplasmaticos e da liberacéo
de cistenil leucotrienos na asma alérgica experimental (BEZERRA-SANTOS et al.,
2006; CERQUEIRA-LIMA et al, 2010). Esses dados inferem que o nucleo
isoquinolinico presente em todas as classes dos alcaloides aqui apresentados,
promove uma agdo imunomoduladora na migracdo de eosindfilos para as vias

aéreas, independente da via de administragao pela qual esta sendo realizada.

Para confirmar os resultados descritos acima utilizamos a técnica de
citometria de fluxo, tendo em vista que essa técnica avalia as células pelo tamanho
e granulosidade citoplasmatica. A avaliagdo do percentual de granulécitos no BALF
demonstrou um aumento da migragdo de granuldcitos nos animais do grupo OVA
em relacdo aos do grupo Basal e o tratamento com o MHTP na sua maior dose,
assim como o tratamento com dexametasona promoveram uma reducdo do

percentual de granulécitos no BALF.

Esses dados corroboram com a quantificagdo da migragcdo celular de
eosinodfilos, uma vez que, embora os eosindfilos e neutréfilos pertengam a classe dos
granulécitos, a populacéo de eosindfilos em relagdo a de neutrofilos esta em maior
quantidade no processo inflamatério pulmonar caracteristico da asma alérgica Th2.
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Estes resultados sugerem uma agdo imunomoduladora do MHTP sobre a migragéo

de eosindfilos para as vias aéreas.

Os linfocitos T CD4* auxiliares (LT helper) tem um papel fundamental na
patogénese da asma e, o desenvolvimento do perfil Th2 que modula o processo
inflamatorio alérgico crénico das vias aéreas. As citocinas produzidas pelas células
Th2 (IL-4, IL-13 e IL-5) promovem a producéo de IgE, eosinofilia sérica e tecidual e
hiper-reativade das vias areas, uma vez que, os niveis destas citocinas estao
aumentados no BALF de pacientes asmaticos (BLOEMEN et al., 2007; FINKELMAN
et al., 2010). Um dos papéis imunolégicos dos linfocitos T CD8" € a producdo da
citocina IFN-y, associado ao perfil Th1. Essa populacéo celular promove um efeito
antagoénico do perfil Th2, e assim polarizando a resposta imunologica para o perfil
Th1, participando de um dos mecanismos de supressdo da inflamagdo crénica

alérgica das vias aéreas (STOCK et al., 2004).

Ao avaliar as subpopulagdes de linfécitos T CD3*, CD4* ou CD8* no BALF, os
animais do grupo OVA apresentaram um aumento na migragéo de linfocitos CD3",
CD4* e CD8" em relag&o ao grupo Basal, corroborando assim com a quantificagao
de linfécitos, e demonstrando a presenca e atuacdo desses leucdcitos na
imunomodulagao do processo inflamatorio crénico das vias aéreas caracteristico da
asma alérgica. O tratamento com o MHTP na dose de 5 mg/kg reduziu a migragao
de linfécitos CD3*, bem como a dexametosona. Em relagdo as subpopulagbes CD4*
ou CD8" o tratamento com o MHTP promoveu a diminui¢gdo da subpopulagdo CD4".
No entanto, o MHTP n&o interferiu na migracao de linfocitos T CD8*.

Esses dados sugerem a atividade imunomoduladora do MHTP sobre o perfil
de células T CD4*, sendo esta populacéo de células responsavel por se diferenciar
no perfil Th2, maestro da patogénese do quadro de asma alérgica experimental.
Interessantemente ndo houve alteracdo na populacdo de células CD8* que em
determinadas situagdes, regula negativamente o perfil Th2 por produzir a citocina
IFN-y, que antagoniza a polarizagéao do perfil Th2.

A reducgao do influxo da subpopulacéo de linfocitos T CD4* para a cavidade
pulmonar foi observada pelo tratamento via i.n. com os alcaloides
bisbenzilisoquinolinicos (metilwarifteina e warifteina) e com o alcaloide morfinanico

(milonina), no modelo de asma alérgica (VIEIRA, 2013). Esses dados em adigdo ao
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demonstrado pelo tratamento com o MHTP inferem que a via de administragdo por
instilacdo nasal propicia a agdo imunoreguladora desses compostos sobre a
migragado das células responsaveis pela iniciagdo e manutengao de todo o quadro
fisiopatol6gico observado na inflamagéao pulmonar cronica alérgica caracteristico da
asma alérgica Th2. Inibindo assim, a migragdo das células T CD4" para o sitio

inflamatério pulmonar.

A citocina responsavel por promover a polarizacdo dos linfocitos T CD4*
auxialiares em Th2 é a IL-4, que, por via da sua ligagédo ao receptor IL-4R presente
nos linfécitos ThO (virgens), promove a ativagéo da Janus tirosina-quinase (JAK) e
transducéo de sinal por STAT6 (MAIER et al., 2012) e assim ativagao da transcricao
de genes alvo (WALFORD et al., 2013; AGGARWAL et al., 2014) tais como genes
para IL-4, IL-13 e IL-5. A |L-4 participa do processo de remodelamento das vias
aéreas por estimulacio de fibroblastos; indugéo dos linfécitos B a produzir e secretar
IgE e regulac&o positiva de moléculas de adesdo que permitem a migragao de
leuctcitos para as vias aéreas (STEINKE et al., 2001). A IL-13 atua semelhante a IL-
4, em parte, devido ao compartilhamento do receptor de IL-4, no qual a IL-13 se liga
a cadeia o do IL-4R (KIPS, 2001). A imunomodulagéo pela IL-13 promove a migragao
e regulagao positiva de moléculas de adesao, hiperplasia e metaplasia das células
caliciformes, hiperproducdo de muco, fibrose tecidual e contribui para a hiper-
reatividade das vias respiratorias (BRIGHTLING et al., 2010), sendo esta citocina um
dos mecanismos que mantém a inflamagéo crénica das vias aéreas (TOMLINSON
et al., 2010).

Nesse estudo, ao se quantificar as citocinas do perfil Th2, IL-4 e IL-13,
observou-se um aumento dessas citocinas no grupo OVA em relagdo ao grupo
Basal, confirmando a modulacédo positiva para o perfil celular Th2 no modelo de
inflamacédo pulmonar estudado. O tratamento com o MHTP ou dexametasona
diminuiu a producdo dessas citocinas. Esses resultados comprovam o efeito

imunomodulador do MHTP sobre o perfil Th2.

Vieira e col. (2013) demonstraram que o alcaloide bisbenzilisoquinolinico
metilwarifteina, administrado por via instilagdo nasal, foi capaz de inibir a produg¢ao
da citocina IL-13, resultado n&o visto com o tratamento pelo mesma via de

administragdo com a warifteina, onde ambos alcaloides sdo da mesma classe e se
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diferenciam apenas pela metilagdo e formagdo de um grupo metoxila, na
metilwarifteina. Como o MHTP, possui grupos metoxilas em sua estrutura, e ambos
alcaloides metoxilados (MHTP e metilwarifteina) apresentaram atividade
imunorreguladora sobre a producdo de IL-13, sugerimos a interagdo do grupo
metoxila com os alvos moleculares relacionados a producgao de IL-13.

Devido ao compartilhamento de receptores entre a IL-4 e IL-13 e a funcéo da
IL-13 estar voltada a manutencgao do processo inflamatorio cronico das vias aéreas,
anticorpos monoclonais para o tratamento da asma estdo na fase 2 dos estudos
clinicos. O Lebrikizumab (Genentech / Roche), impede a interagdo da IL-13 com seu
receptor IL-4Ra inibindo a agao e produgao de IL-13 e de seus receptores IL 13Ra1
e IL 4Ra. O dupilumab (Regeneron Pharmaceuticals) se liga ao receptor IL-4Ra e
bloqueia ambas as vias de IL-4 e IL-13 (NOONAN et al., 2013). O tratamento por via
sub cutanea com esses anticorpos promove a melhora da fungao pulmonar e diminui

as taxas de exacerbacdes da asma (HANANIA et al., 2014).

Atualmente estudos revelam que outras subpopulacdes de linfécitos T estao
envolvidas na patogénese do asma. Dentre essas, as células Th17. O perfil Th17
produz majoritariamente a citocina IL-17, a qual participa da hiper-reatividade e do
processo inflamatorio das vias aéreas (MCGEE et al., 2010). A IL-17 atua em células
epiteliais e endoteliais levando a indug&o de citocinas pro-inflamatorias (TAN et al.,
2013); do recrutamento de neutrdfilos (FOGLI et al., 2013), bem como a hiperplasia
das células caliciformes das vias aéreas (HERBERT et al, 2013), atuando na
manutencdo do processo inflamatério crénico na asma (BAJORIUNIENE et al,
2013).

Nesse trabalho observamos que houve um aumento da IL-17 no grupo OVA
em comparagédo ao grupo Basal. O tratamento com o MHTP ou dexametasona
diminuiu a produgéo dessa citocina, sugerindo o efeito imunodulador sobre o perfil
Th17. Entretanto estudos adicionais deverdo ser realizados para comprovar tal
hipétese.

Um dos mecanismos reguladores fisiolégicos do perfl Th2 €& o
desenvolvimento do perfil Th1. Essa populagdo de células é responsavel, pela
produgcdo da citocina IFN-y que antagoniza o desenvolvimento do perfil Th2
(ROBINSON, 2010).
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Com o objetivo de determinar o mecanismo imunodulador do MHTP frente a
regulagdo dos perfis Th2/Th1, mensuramos a produgcdo de IFN-y no BALF e
observamos que o tratamento com o MHTP nao alterou os niveis dessa citocina.
Esse resultado sugere que o efeito imunomodulador do MHTP n&o esta diretamente
relacionado com o desenvolvimento do perfil Th1 e supressao do perfil Th2, mas sim

modula as moléculas relacionadas ao perfil Th2.

Outro mecanismo regulador do perfil Th2 esta diretamente relacionado a
producéo da citocina IL-10 produzida majoritariamente por células denominadas T
reguladoras (Treg) (UMETSU et al., 2006; ROBINSON, 2010). Essas células fazem
parte da subpopulagdo de linfécitos T CD4* CD25" que expressam o fator de
transcricional Foxp3 e sdo responsaveis pela inducido e manutengao da tolerancia
imunoldgica (LANGIER et al., 2012).

A IL-10 é classificada como uma citocina anti-inflamatoria devido a ligagao ao
seu receptor (IL-10R) expresso em células mieldides e linfoides (URRY et al., 2006),
induz anergia celular via inibicdo da molécula co-estimulatoria CD28, além de inibir

a ativacao de basdfilos, neutréfilos, mastécitos e eosindfilos (CHUNG, 2001).

Nesse trabalho observou-se que o tratamento com o MHTP por instilagao
nasal nos animais sensibilizados e desafiados com OVA promoveu a diminuicdo da
IL-10. Dado este ndo esperado, pois o MHTP foi capaz de reduzir os diversos
parametros inflamatorios caracteristicos do processo de inflamagao crbnica alérgica
pulmonar experimental anteriormente apresentados. Diante do exposto, a diminui¢cao
de IL-10, como parémetro anti-inflamatério mensurado, sugere que a atividade

imunoduladora do MHTP é independente da ativagao das células Treg.

Com o objetivo de visualizar no tecido pulmonar a migragdo de células
inflamatorias e as caracteristicas histopatolégicas, além da produgdo de muco
utilizamos as analises histologicas pela coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) e
pela coloragdo PAS (Acido Periddico de Schiff) respectivamente. Nos tecidos
pulmonares oriundos dos animais sensibilizados e desafios com OVA e/ou tratados
foram quantificados os parametros inflamatérios como migragéo celular e formagao
de anéis de células no espacgo perivascular e peribroncoalveolar, vasodilatacao,
perda da integridade epitelial bronquiolar e entupimento alveolar. No grupo OVA

evidenciou-se uma intensa migragao de células com formag¢ao de anéis celulares e
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perda da integridade epitelial com vasodilatagédo e entupimento alveolar quando
comparado com o tecido pulmonar de animais do grupo Basal (animais saudaveis).
O tratamento com o MHTP na dose de 5 mg;kg reestabeleceu os parametros
avaliados isto €, diminui¢do da migragao de células inflamatérias e manutencéo da
integridade da camada epitelial semelhante ao resultado observado com a

administragao via instilagdo nasal com dexametasona,

Na avaliacdo da producado de muco e hiperplasia das células caliciformes o
grupo OVA evidenciou um aumento destes parametros quando comparado com o
grupo Basal. Entretanto, o tratamento com o MHTP ou dexametasona induziu a
reducdo destes parametros resgatando a integridade do tecido pulmonar. Estes
resultados corroboram com os dados anteriormente discutidos, uma vez que, a partir
da imunomodulagao do perfil Th2 e do perfil Th17, ocorre uma diminuicdo na
producdo de citocinas responsaveis pelo estabelecimento e manutencdo do
processo inflamatorio tipo 2 (Th2), resgatando portanto a homeostasia do tecido

A instilacdo nasal de warifteina ou metilwarifteina promoveu a diminui¢ao dos
parametros histopatolégicos (migragcdo de células inflamatérias para a cavidade
pulmonar e hiperprodu¢do de muco) (VIEIRA,2013) de forma semelhante aos
descritos no presente trabalho no modelo experimental de asma.

Portanto, tendo como base os resultados demonstrados nesse trabalho e sua
correlacdo com a literatura, podemos sugerir que os alcaloides contendo o nucleo
isoquinolinico, administrados pela via de instilagdo nasal, frente a um quadro de
inflamacé&o cronica alérgica das vias aéreas e asma alérgica, modulam o perfil Th2
e assim amenizam a maioria dos parametros associados as complicacdes dessa

doenga.
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6 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste estudo, demonstram o efeito imunomodulador do
alcaloide sintético tetrahidroisoquinolinico, MHTP, administrado via instilagdo nasal,

no modelo experimental de inflamagao pulmonar alérgica.

I

células inflamatorias bem como a producéo de citocinas e muco, as quais ocasionam
dano tecidal pulmonar. O MHTP promove uma restauragao do equilibrio fisiologico

diante um processo inflamatério pulmonar crénico.
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APENDICE A - Substancias e sais

Acido acétido glacial (C2H402) — VETEC
Acido cloridrico (HCI) -VETEC

Acido fosfotunguistico (H3PW12040) — VETEC
Acido periédico (HIO4) — VETEC

Alcool metilico (CH30OH) — VETEC

Aldeido férmico (CH20) — MERCK

Alumen de potassio (KAI(SO4)2) — MERCK
Bissulfito de sédio (NaHSO3) — MERCK
Carvao ativado — VETEC

Cloral hidratado — VETEC

Cloreto de potassio (KCl) - MERCK
Cloreto de sodio (NaCl) — SIGMA
Cloridrato de ketamina — VETBRANDS
Cloroférmio (CHCI3) — LTF

Corante azul de evans — VETEC

Corante cromotropo 2R — VETEC

Corante eosina azul de metileno segundo Giemsa — VETEC

Corante eosina azul de metileno segundo May-Grunwald — VETEC

Corante eosina Y — VETEC

Corante floxina-f — VETEC

Corante fucsina basica — VETEC

Corante hematoxilina — VETEC

Corante Pandético - NEWPROV

Corante test-green F.C.F. - VETEC
Corante violeta de genciana — VETEC
Dexametasona — Aché®

D-gluxose (C6H1206) — SIGMA

Etanol (C2H50H) — LTF

Fosfato de potassio (KH2PO4) - REAGEN
Fosfato de sodio anidro (Na2HPO4) - MERCK 111
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Formaldeido — MERCK

Glicerina (C3H3(OH)3) — VETEC

Hidréxido de aluminio (AI(OH)3) — VETEC
Hidroxido de sddio (NaOH) — REAGEN
Metabissulfito de sédio (Na2S205) — MERCK
OVA grade Il — SIGMA

OVA grade V — SIGMA

Oxido de mercurio amarelo (Hg20) — LAFAN
Parafina para Histologia — COAL

Timol (C10H140) — VETEC

Xilol (C6H4(CH3)2) — VETEC 112
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APENDICE B - Aparelhos e equipamentos

Agitador Vortex — VWR — ScientificProducts

Autoinclusor — Leica EG 120

Balancga analitica — Sartorius

Banho histolégico — ANCAP

Centrifuga refrigerada - Centra MP4R — InternationalEquipementCompany (IEC)
Citémetro — FACS Callibur

Estufa — ICAMO — modelo 3

Histotécnico processador automatico de tecidos — OMA — DM - 40

Microscopio optico — Nikon

Micrétomo — Leica RM 2125 — RT

Nebulizador — Pulmosonic Star — Soniclear
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