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RESUMO

As respostas inflamatorias de origem alérgica acometem milhares de pessoas em
todo mundo, e a prevaléncia destas doenc¢as na populacdo vem aumentando a cada
década. Dentre as manifestacdes clinicas, a asma alérgica chama a atencéo por
causa do grande impacto na saude publica devido ao nimero de casos e Obitos
registrados. Como farmacos disponiveis para a terapéutica destas doencas
destacam-se o0s corticoides, estabilizadores de mastécitos e imunomoduladores.
Porém, mesmo sendo de amplo uso pela populacéo, ainda ha limitacdes para estes
farmacos, pois o uso prolongado causa diversos efeitos adversos. Assim,
considerando a evidéncias de crescimento das manifestacbes alérgicas na
populacao, aliado a necessidade de novas ferramentas terapéuticas eficazes e com
menos efeitos adversos, a busca por farmacos de origem natural vem ganhando
destaque. Dentre os produtos de origem natural os triterpenos sdo metabdlitos
secundarios que representam o maior grupo de fitoquimicos em varias espécies
vegetais. Preparacdes medicamentosas contendo estes metabolitos sdo utilizadas
em muitos paises devido aos amplos efeitos de interesse, incluindo, anti-
inflamatorio, analgésico, antipirético, hepatoprotetor, cardiotbnico, dentre outras.
Logo, considerando estas informacdes objetivou-se neste estudo caracterizar o
potencial efeito antialérgico do uvaol em modelos de inflamacdo alérgica
desencadeada por ovalbumina (OVA) em camundongos. Inicialmente, verificou-se
gue no modelo de edema de pata a resposta edematogénica induzida por OVA ou
por histamina foi significativamente reduzida pelo pré-tratamento com o uvaol, por
via oral 1 hora antes do estimulo. Em seguida, utilizando o mesmo protocolo de
tratamento, verificou-se que no modelo de pleurisia alérgica, utilizando-se um anico
desafio alérgico, o uvaol inibiu significativamente o recrutamento leucocitario, em
especial, os eosinofilos, 24 h apds estimulo alérgico. Além disso, os niveis de IL-5
também se mostraram reduzidos no exsudato pleural. Utilizando o modelo animal de
asma experimental, com trés exposi¢cées ao antigeno uma vez ao dia por trés dias
consecutivos, constatou-se que a administracdo oral de uvaol 1 h antes de cada
estimulo alérgico reduziu o acumulo total de leucdcitos, principalmente os
eosindfilos, presente no parénquima pulmonar, bem como os niveis de IL-5 presente
no tecido inflamado. Observou-se ainda que o tratamento com uvaol atenuou a
producdo de muco em células epiteliais brénquicas dos animais asmaticos apos
estimulo. Ao avaliar o lavado broncoalveolar (BAL) dos animais asmaticos tratados
com uvaol notou-se uma reducdo significativa no numero de células totais e
eosindfilos, bem como uma reducgéo nos niveis de IL-5. Porém, ao avaliar a geracao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos leucdcitos provenientes do BAL
verificou-se que o tratamento com uvaol ndo interferiu na produgédo destas espécies
reativas. Portanto, considerando todas as informacfes obtidas até o momento,
demonstrou-se, pela primeira vez, que o uvaol possui potencial para tratamento de
manifestacOes alérgicas por reduzir o recrutamento de leucocitario e geracao de IL-
5, mas ndo por interferir na geragdo de espécies reativas de oxigénio. Deste modo,
concluiu-se que, mesmo necessitando de futuros estudos para demonstrar seu
mecanismo molecular de acdo, o uvaol mostra-se como uma potencial ferramenta
terapéutica para tratamento das inflamacdes alérgicas.

Palavras-chave: Uvaol. Alergia. Inflamacéo. Pleurisia. Eosindfilo. Interleucina 5.



ABSTRACT

Allergic diseases affect millions of people and their prevalence has constantly
increased in the world every decade. Among the clinical manifestations, the allergic
asthma is considered a major public healthy problem due to its number of cases and
death records. Currently, these diseases are treated either with glucocorticoids, anti-
histamines, mast cell stabilizers or immunomodulators. Although these drugs exert a
strong anti-allergic effects, the long-term use may lead to harmful side-effects. Thus,
considering the increase of allergic manifestations in the population and the
requirement for new therapeutic tools with less side-effects, the discovery of drug of
natural origin have been gaining prominence. Among products from natural origin,
triterpenes are secondary metabolites and represent the largest group of
phytochemicals in many plant species. Pharmaceutical preparations containing this
metabolites are used in several countries because of their medicinal properties,
which include anti-inflammatory, analgesic, antipyretic, hepatoprotective, cardiotonic
effects, among others. Taking into account these information, the aim of this study
was to investigate uvaol anti-allergic efficacy in experimental mouse models of
allergy triggered by ovalbumin in mice. Firstly, it was found that in a model of the paw
edema induced by OVA and histamine, the oral pretreatment with uvaol 1 hour prior
to stimulation reduced both edema. Then, using the same treatment protocol, it was
found that in the allergic pleurisy model, using a single allergic challenge, the uvaol
significantly inhibited leukocyte recruitment, specially eosinophils, 24 h after allergic
stimulation. Furthermore, IL-5 also presented a decreased levels in the pleural fluid.
Using murine asthma models, with three exposures to the antigen daily for three
consecutive days, it was found that oral administration of uvaol 1 h before each
allergic stimulation reduced the accumulation of total leukocytes, mainly eosinophils
present in the pulmonary parenchyma as well as IL-5 levels present in the inflamed
lung tissue. Moreover, was observed that pretreatment with uvaol reduced the
production of mucus after stimulus in airways of asthmatic animals. Bronchoalveolar
lavage (BAL) of asthmatics animals pretreated with uvaol were evaluated and it was
detected a significantly reduction in total cell number and eosinophils, as well as
significantly reduced levels of IL-5. However, the pretreatment with uvaol was not
able to interfere with the production of reactive oxygen species (ROS) in cells of the
bronchoalveolar lavage. Therefore, considering all the data obtained so far, it was
demonstrated for the first time that uvaol has a treatment potential of allergic
disorders by reducing leukocyte recruitment and IL-5 levels, but not interfering in the
generation of reactive oxygen species. Thus, uvaol shows up as a potential
therapeutic tool for the treatment of allergic inflammation. Further studies are
necessary to understand its molecular mechanism of action.

Keywords: Uvaol. Allergy. Inflammation. Pleurisy. Eosinophils. Interleukin-5.
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1 INTRODUCAO

A asma é uma doenca clinicamente heterogénea e com fisiopatologia complexa
(HOLGATE, 2012) apresentando-se na atualidade como um grande problema de
saude publica, pois estima-se que seja responsavel por cerca de 1 em cada 250
mortes no mundo (FOLLENWEIDER; LAMBERTINO, 2013). Estudos recentes
revelaram que diferentes paises pelo mundo possuem prevaléncia elevada de asma
na populacao, incluindo Australia (21,5%), Suécia (20,2%), Reino Unido (18,2%) e
Brasil (13,0%) (TO et al., 2012). Segundo dados do Ministério da Saude, em 2008 o
Brasil apresentou uma prevaléncia de asma em torno de 10%, sendo esta doenga a
responsavel pela terceira causa de internacdo hospitalar pelo Sistema Unico de
Saude (SUS), com cerca de 300 mil hospitalizagdes (BRASIL, 2011).

Apesar da grande prevaléncia da asma, recursos financeiros destinados a
prevencdo e ao controle desta doengca ndo aumentaram nos ultimos anos, o que
vem contribuindo para o impacto negativo na qualidade de vida da populacéo,
mesmo em paises desenvolvidos (PAWANKAR et al., 2011). A farmacoterapia para
este tipo de doenca mostra-se essencial em controlar os sintomas e, assim,
proporcionar uma melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes, pois
possibilita o retorno as atividades cotidianas como trabalho, estudo e lazer. A
principal classe de farmacos usados no controle das condi¢cdes alérgicas sdo 0s
glicocorticoides. Este medicamento, sob forma inalatéria, tem sido estabelecido
como a primeira linha de tratamento em adultos e criangas com asma persistente,
porém sabe-se gque o0 uso crénico deste farmaco pode ocasionar severos efeitos
adversos, incluindo, retardo do crescimento em criancas, osteoporose e distarbios
metabolicos (BARNES, 2006). Portanto, considerando estas informacfes, mostra-se
necessarios investimentos na busca por opcdes terapéuticas que sejam capazes de
controlar o estabelecimento e avango da asma, bem como possuam menores efeitos
adversos que os farmacos padrdo. Neste contexto, as plantas e seus derivados
revelam-se como um importante alvo de estudo, visto que diferentes farmacos
antiasmaticos ja foram obtidos de plantas com propriedades medicinais, como por
exemplo, as cromonas, Intal® (Sanofi-Aventis) e Cromocato® (Neo Quimica)
(CORREA; MELO; COSTA, 2008).
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Diversos estudos relatam que extratos vegetais e seus constituintes podem
atenuar o estabelecimento da resposta inflamatéria seja por inibir o influxo de
leucdcitos para o sitio estimulado, ou mesmo por suprimir a producéo de mediadores
inflamatdrios (ROGERIO; SA-NUNES; FACCIOLI, 2010). Atualmente s&o
conhecidos 140.000 metabdlitos secundarios que apresentam uma grande
diversidade de grupamentos funcionais. De acordo com a estrutura e/ou origem
biogénica, os metabdlitos secundarios podem ser divididos em diferentes grupos,
tais como: esteroides, flavonoides, terpenos, etc. (SIDDIQUI et al., 2012).

Assim, considerando os efeitos farmacoldgicos de interesse bem como a
possivel reducao de efeitos indesejados, as substancias de origem natural mostram-
se como potenciais substitutos a terapéutica utilizando compostos sintéticos
(VERPOORTE, 1999). A atividade anti-inflamatéria de origem alérgica de alguns
triterpenoides pentaciclicos ja foi relatada em modelo de asma alérgica, como por
exemplo, a saikosaponina-A (PARK et al., 2002), a glicirrizina (RAM et al., 2006), a
beta-escina (LINDNER et al., 2010) e o astragoloside IV (YUAN et al., 2011).E nesse
contexto, considerando a busca por novos farmacos de origem vegetal com eficacia
terapéutica para as alergias, selecionou-se o triterpenoide uvaol para investigar suas
propriedades farmacol6gicas em modelos de inflamacéo alérgica.

O uvaol é classificado como um triterpenoide pentaciclico, sendo encontrado
em grande quantidade na folha da oliveira (Olea europaea L.), e, principalmente, no
0leo de oliva em especial nas fracbes nao-gliceridicas (ALLOUCHE et al., 2010).
Deste triterpenoide j& foram reportadas diferentes atividades farmacolégicas,
incluindo, efeito inibidor da producdo de 6xido nitrico por macréfagos (YANG et al.,
2011), supressor da geracao de anions superoxidos por neutréfilos humanos (CHEN
et al., 2002) e atenuador da producdo de IL-6 e TNF-a por mondcitos humanos
(MARQUEZ-MARTIN et al., 2006). Além disso, nosso grupo demonstrou
recentemente que o uvaol apresentou propriedades imunomoduladoras (MELO,
2013) e atividade cicatrizante (CARVALHO, 2013). Porém, mesmo com esta vasta
gama de efeitos bioldgicos, ainda ndo ha estudos capazes de conferir ao uvaol
propriedades farmacoldgicas que sustentem seu uso como terapia alternativa para
doencas inflamatérias de origem alérgica. Portanto, investigou-se o potencial efeito
anti-inflamatoério do triterpenoide pentaciclico uvaol em modelos de inflamacéo

alérgica induzida por ovoalbumina em camundongos sensibilizados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Asma: conceito e epidemiologia

A asma caracteriza-se como uma doenca inflamatdria das vias aéreas
associada a obstrucdo generalizada, mas variavel, do fluxo de ar, sendo reversivel
espontaneamente ou através de intervencdo farmacoldgica (GINA, 2011 apud
KILEEN; SKORA, 2013). Esta doenca possui um grande impacto na atualidade, pois
afeta cerca de 315 milhdes de pessoas em todo mundo entre adultos e criangas (TO
et al., 2012), e causa 1 morte em cada 250 individuos asmaticos, o que torna esta
doenca um importante problema de saude publica mundial (FOLLENWEIDER,;
LAMBERTINO, 2013). Os registros de prevaléncia da asma na populagao variam de
acordo com o pais (Figura 1), por exemplo, no Vietnd os registros apontam que a
asma afeta 1% da populacdo, enquanto que na Australia ha registros de 21,5% de
asmaticos na populacdo (TO et al.,, 2012). Nos Estados Unidos da América o
ndamero de pessoas com asma vem aumentando 2,9% a cada ano, representando
um aumento de 20,3 milhdées em 2001 para 25,7 milhdes de pessoas em 2010,
sendo 7 milhdes de criancas e 18,7 milhbes de adultos (FOLLENWEIDER;
LAMBERTINO, 2013). O Brasil aparece como o oitavo pais no mundo no que diz
respeito a quantidade de pessoas que apresentam sinais e sintomas de asma,
sendo Recife uma das capitais com maior prevaléncia desta doenca (SOLE et al.,
2001). Muito embora a mortalidade por asma pareca estar estabilizada no Brasil, os
registros de mortalidade revelam que dentre as doencas respiratorias as crises
asmaticas foram responsaveis por 6,5% dos o6bitos, sendo os jovens adultos a

parcela da populacdo mais afetada (RIO et al., 2002).

Figura 1 - Prevaléncia mundial de asma clinica

Fonte: Adaptado de TO et al., 2012.
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No Brasil, considerando as estatisticas do DATASUS, as complicacdes
decorrentes da asma ocasionaram aproximadamente 660 mil internacdes no periodo
de janeiro de 2008 a abril de 2011. Deste total de internacdes, 45,5% foram
registrados no nordeste, 21,6% no sudeste, 15% no sul, 9% no norte e 10,2% no
centro-oeste. Neste mesmo periodo, foram gastos cerca de 334 milhdes de reais no
tratamento desses pacientes. Porém, mesmo com todo gasto do sistema de saude,
neste periodo foram notificados 2.828 6bitos decorrentes da asma (BRASIL, 2011).
Portanto, sdo necessarios amplos esforcos para melhorar o acesso a assisténcia
médica e reduzir a disparidade dos resultados do impacto da asma na saude
publica.

A asma mostra-se como uma doenca clinicamente heterogénea e com
fisiopatologia complexa por apresentar componentes inflamatérios teciduais e de
hiper-reatividade das vias aéreas. A resposta inflamatéria possui participacédo
fundamental na fisiopatologia da doenca por proporcionar a liberacdo de mediadores
pré-inflamatério e ativacdo de células estruturais, bem como o recrutamento
leucocitario para as vias aéreas e pulmdes (HOLGATE et al., 2012). A hiper-
reatividade ocorre diretamente em conjunto com a inflamacédo das vias aéreas,
sendo essa caracteristica da contracdo de pequenos musculos situados ao redor
das vias aéreas, o0 que limita a habilidade da pessoa para mover mais livremente o
ar através dos pulmdes (KILEEN; SKORA, 2013).

Em termos patogénicos, a asma pode ser dividida nas categorias extrinseca e
intrinseca. Todas as formas de asma extrinseca envolvem o inicio de uma crise
asmatica por uma reacao de hipersensibilidade do tipo Il a um antigeno extrinseco
gue, nesse contexto, pode ser considerado um alérgeno. JA a asma intrinseca
envolve desencadeadores nédo imunes de uma crise de asma. Seus subtipos
incluem a asma néo atdpica, que em geral inicia-se por infec¢des respiratorias virais
(LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013).

Geralmente, a maioria da asma que ocorre na infancia inicia em relagdo a
sensibilizacdo aos alérgenos comuns, tais como poeira domeéstica, fezes de acaros,

baratas, pelos de animais, fungos e polen (KUDO et al., 2013).
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2.2 Fisiopatologia das respostas alérgicas

Em 1986, Mosmann e colaboradores propuseram que as citocinas produzidas
pelos subtipos de linfécitos poderiam ser expressas por um perfil de células T helper
1 (Thl) e T helper 2 (Th2) presentes nas respostas imunes de camundongos. Desde
entdo, muitas respostas imunolégicas foram descritas como responsavel por
expressar diferentes citocinas. Dessa forma, as células do perfil Thl expressam IFN-
y e inteleucina (IL)-2, enquanto o perfil Th2 expressam IL-4 e IL-5, sendo que estas
citocinas exercem efeito inibitério e bloqueador no outro perfil ou resposta.

Diferentes estudos sustentam que a imunopatogenia da asma seja decorrente
da promocao do fendtipo alérgico resultante da predominancia de resposta de
citocinas com perfil Th2 sobre o perfil Thl durante o inicio da vida, também
conhecida como hipétese de higiene (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013). Esta
hipétese busca explicar a correlacdo entre a maior incidéncia de doencas alérgicas
nos paises desenvolvidos e o processo de industrializacao/urbanizacéo, pois supde
que nesses paises a exposicdo precoce de criangcas aos antigenos favorece a
resposta de Th2 (KUDO et al., 2013; LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013). Em
contraste com as respostas imunoldgicas com perfil Thl, as respostas imunes do
tipo Th2 sao induzidas por helmintos, e também podem mediar doencas
inflamatorias alérgicas, incluindo asma, rinite alérgica e dermatite atopica (LICONA-
LIMON et al., 2013). Logo, mesmo outros conjuntos de células, tais como células
Natural Killer, células T CD8" e células T reguladoras (Treg), também apresentam
participacdo na patogénese da asma (LLOYD; HESSEL, 2010), as células Th2
exercem um papel central no desenvolvimento das respostas alérgicas
(WOLTERINK; HENDRIKS, 2013).

A resposta imune se inicia quando o alérgeno entra em contato, pela primeira
vez, com 0 organismo, caracterizando a fase de sensibilizacdo. Nesta fase, quando
0 alérgeno penetra na mucosa respiratoria, as células apresentadoras de antigeno
presente no tecido irdo reconhecer, processar e apresentar, via complexo principal
de histocompatibilidade de classe Il (MHC-II), o antigeno aos linfécitos T, que irdo se
diferenciar em células Th2 produtoras de citocinas ativadoras de linfocitos B,
responsaveis pela producao de imunoglobulina (Ig) tipo E.

O perfil de citocinas produzidos pelas células Th2, incluindo IL-4, IL-5 e IL-13

possuem contribuicdo chave na fisiopatologia das alergias. A IL-4 mostra-se
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responsavel por induzir mudancas na classe de IgGl para IgE em células B
alérgeno-especifica, enquanto a IL-5 ativa eosinofilos e a IL-13 desencadeia a
producdo de muco nas vias aéreas e pulmdes (WOLTERINK; HENDRIKS, 2013).
Em adicdo a esse trio de citocinas Th2, a IL-9, a IL-3 e o fator estimulador de
colénias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF) desempenham papéis importantes,
visto que regulam a diferenciacdo e a maturacdo dos mastdcitos, a maturacéo e a
sobrevivéncia dos eosindéfilos e o recrutamento dos basoéfilos (HOLGATE et al.,
2012) (Figura 2).

Estudos revelaram que as células efetoras da resposta alérgica, como 0s
mastdcitos, os eosindfilos e os basofilos também sdo importantes fontes produtoras
de citocinas do perfil Th2, podendo produzir grandes quantidades de IL-5 e IL-13
(HURST et al., 2002; WALKER; BARLOW; MCKENZIE, 2013). Além dessas células,
células do sistema imune, denominadas de células inatas linfoides (innate lymphoid
cells — ILC) também possuem a capacidade de produzir citocinas do tipo Th2, como
a IL-5, a IL-9 e a IL-13 em resposta a liberacdo de IL-25 e IL-33 (LICONA-LIMON et
al., 2013). Devido a esta capacidade de produzir citocinas do tipo Th2, estas células
foram denominadas de células inatas linfoides do tipo 2 (type 2 innate lymphoid cells
— ILC2) (Figura 2).

No contexto da inflamacéo alérgica, a secrecdo de IgE pelos linfécitos B e a
ativacdo dos mastécitos (Figura 2) por esta imunoglobulina, mostra-se como o
mecanismo chave pela inducéo de caracteristicas classicas das reacdes anafilaticas.
Além dos mastécitos uma variedade de células do sistema imune, incluindo os
basofilos, expressam receptores de alta afinidade para IgE (FceRl) (HAMMAD et al.,
2010). A expressdo desses receptores também pode ser induzida em células
dendriticas ap0s exposicdo ao alérgeno (HAMMAD et al., 2010) e também nos
eosinofilos (GOUNNI et al., 1994). Estas células efetoras medeiam a resposta
alérgica liberando mediadores pro-inflamatorios apdés a ativacao/desgranulacéo

induzido por alérgenos reconhecidos pelas IgE (LICONA-LIMON et al., 2013).
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Figura 2 — Iniciacéo e propagacdo da resposta inflamatoéria alérgica
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Respostas Th2 sdo iniciadas por alérgenos ou helmintas que rompem as
barreiras epiteliais e induzem a secrecdo de IL-25, IL-33 e linfopoetina
estromal timica (TSLP). Essas citocinas derivadas do epitélio ativam células
linfoides inatas do tipo 2 (ILC2) a secretarem mediadores que induzem
respostas Th2. A secre¢éo de citocinas tipo 2 por células ILC2 realimentam
0 epitélio para induzir a secre¢do de muco pelas células caliciformes e de
reparacao tecidual. A secre¢do de IL-9 e IL-5 por células ILC2 levam ao
recrutamento e a ativagdo de mastocitos e de eosindfilos. A ativacdo pelas
células T em érgaos linfoides amplifica a secrecdo de citocinas do tipo 2, e a
producdo de IL-4 pelas células T em 6rgdos linfoides, leva & producéo de
IgE pelas células B. Juntas, as respostas desencadeadas pela secrecéo de
citocinas tipo 2 a partir de ambas células ILC2 e Th2, desenvolvem a
inflamacdo alérgica e reparacdo tecidual. PBP: Proteina basica principal;
PCE: proteina catidnica eosinofilica; PE: peroxidase eosinofilica; NDE:
neurotoxina derivada de eosindfilo.

FONTE: Adaptado de LICONA-LIMON et al., 2013.

Apesar do papel dos linfécitos na patogenia da asma, o infiltrado inflamatoério
costuma ser rico em eosindfilos (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013). E a
infiltracdo de eosindfilos nas vias aéreas é uma caracteristica bastante tipica da
asma sendo influenciada pela presenca de IL-5 nos tecidos (FOSTER et al., 1996).

Os eosindfilos sdo granulécitos circulantes e estdo em niveis relativamente
baixos no sangue, representando até 3% dos glébulos branco (KUDO et al., 2013).

Em individuos saudaveis os eosinéfilos encontram-se no intestino, nas glandulas
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mamarias, no Utero, no timo, na medula 6ssea e no tecido adiposo (MISHRA et al.,
1999). A localizacdo dos eosindfilos nestes tecidos €, provavelmente, mediada pela
eotaxina 1 (CCL11), que € uma pequena citocina quimiotatica da classe CC-
guimiocinas e altamente atraente para eosinofilos. Essas células, nestes tecidos,
podem estar envolvidas na sua morfogénese e na manutengdo da homeostase. Por
exemplo, elas podem manter a integridade da barreira epitelial (FURUTA et al.,
2005) e/ou a resposta imune inata no trato gastrointestinal (YOUSEFI et al., 2008).
Porém, tradicionalmente os eosinofilos sdo considerados células efetoras com
capacidades pro-inflamatéria e destrutiva envolvidas na protecdo de hospedeiros
contra infecgbes parasitarias e na imunopatologia das doencas alérgicas (KITA et
al., 2013).

Extensos estudos foram realizados para elucidar os mecanismos pelos quais
os eosinodfilos liberam esses granulos de proteinas citotoxicas e outros mediadores
inflamatorios. A IL-3, IL-5 e 0 GM-CSF além de serem importantes fatores de
crescimento e da maturacdo dos eosindfilos, estimulam funcdes efetoras dos
eosinofilos humanos maduros (KITA et al., 2013). Outras citocinas Th2, tais como IL-
4 e IL-13, também ativam eosindfilos (BRACKE et al., 1997) e, as citocinas
derivadas do epitélio, tal como IL-33 e a linfopoetina do estroma timico (TSLP),
foram implicadas na promoc¢éo da resposta imunitaria do tipo Th2. Ambas citocinas
ativam funcdes efetoras dos eosinofilos como a adesao para as proteinas da matriz
extracelular, a producdo de citocinas e a sua degranulacdo (SAENZ et al., 2008).

Na asma a funcdo dos eosinodfilos mostra-se relacionada com a sua
capacidade de liberar granulos de proteinas toxicas, espécies reativas de oxigénio
(ERO), citocinas e mediadores lipidicos (LIU et al., 2006). O recrutamento e a
inflamacéo eosinofilica estdo envolvidos na patogénese da asma e os mediadores
proé-inflamatérios derivados dos eosindfilos sdo grandes contribuintes para
inflamacé&o na asma, incluindo os danos em células epiteliais das vias respiratorias e
a descamacdo, a disfuncéo das vias aéreas por aumento da liberacéo de acetilcolina
pelas terminagBes nervosas colinérgicas, hiper-responsividade, hipersecrecdo de
muco e o remodelamento das vias aéreas, caracterizada por fibrose e deposicao de
colageno (KUDO et al., 2013).
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2.3 Vias respiratorias

O aparelho respiratorio € dividido em duas partes: condutora e respiratoria. A
zona da condugé&o comeca nas narinas e/ou boca, e inclui cavidades nasais, faringe,
laringe, tragqueia, brénquios e bronquiolos. A segunda parte é onde ocorrem as
trocas gasosas e sequencialmente incluem bronquiolos respiratérios, ductos
alveolares, sacos alveolares e alvéolos, constituindo o parénquima pulmonar
(LECHNER; MATUSCHAK: BRINK, 2013) (Figura 3).

Figura 3 — As principais regides do
trato respiratério
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FONTE: Adaptado de ROSS;
PAWLINA, 2011.

A estrutura das vias aéreas é formada por uma mucosa respiratoria, que se
apoia em um suporte que algumas vezes € 0SSO e outras € cartilagem, o tecido
fibroso. A mucosa possui duas partes: uma superficial, o epitélio respiratério, e outra
profunda, a lamina prépria (GENESER, 1998). O epitélio respiratdrio € classificado
como pseudoestratificado, apresentando células ciliadas, em sua maioria, mas
também apresentando células caliciformes e células basais (LECHNER,;
MATUSCHAK; BRINK, 2013). Na lamina propria formada por tecido conjuntivo
frouxo contém numerosos capilares, glandulas e tecido linfoide (GENESER, 1998).

A traqueia bifurca-se nos bronquios principais direito e esquerdo, cada um

subdividindo-se em ramos de 9 a 12 vezes. Cada geracdo desses ramos mais
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profundos torna-se sucessivamente mais curta e mais estreita. De dentro para fora,
as paredes bronquicas consistem de epitélio respiratério, com menos células
caliciformes que na traqueia, sobrejacentes a uma lamina propria que fica sobre
faixas cruzadas de musculo liso, abrangendo a muscular da mucosa, sob a qual esta
uma camada submucosa com menos glandulas seromucosas que na traqueia, e
revestindo cartilagem hialina, esta circundada por uma camada adventicia difusa de
tecido conectivo fibroso (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013) (Figura 4).

Figura 4 — Corte histolégico de um brénquio
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Corte transversal de um brdnquio pequeno corado com hematoxilina e eosina
(H&E) (aumento de x65).
FONTE: Adaptado de GENESER, 1998.

Com a diminuicédo do tamanho dos bronquios devido as ramificagcdes, as placas
cartilaginosas tornam-se menores e menos numerosas. As placas cartilaginosas
finalmente desaparecem quando as vias aéreas atingem o diametro de cerca de
1 mm, quando entdo o ramo €& designado bronquiolo (ROSS; PAWLINA, 2011).
Define-se bronquiolo como uma via aérea distal desprovida de cartilagem e
glandulas submucosas (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013) (Figura 5).
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Figura 5 - Bronquiolo e bronquiolos respiratorios
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Corte transversal de um pulméo corado com hematoxilina e eosina (H&E)

(aumento de x75). Nota-se um curto bronquiolo terminal (B) em corte

longitudinal se ramifica em dois bronquiolos respiratérios (BR). Observa-se

ainda a cartilagem (C) encontrada na parede bronquiolar onde ocorre a

ramificac@o para os BR, vasos sanguineos (V), e nddulo linfatico (L).

FONTE: Adaptado de ROSS; PAWLINA, 2011.

Em termos funcionais, tais distingdes entre os bronquiolos sédo importantes
porque o bronquiolo respiratério representa o inicio do parénquima pulmonar, onde
ocorre pelo menos uma troca limitada de gas por difusdo. A espessura do epitélio
bronquiolar muda do proximal para o distal, passando de um epitélio colunar
pseudoestratificado ciliado (onde a via area € mais larga) para um epitélio colunar
simples ciliado e entdo para um epitélio cuboide simples ciliado (onde a via area é
mais estreita). Embora os bronquiolos proximais contenham células caliciformes
dispersas, os bronquiolos terminais e respiratorios normalmente ndo as contém
(MESCHER, 2010). As camadas de musculo liso entrecruzadas da muscular da
mucosa, que constituem aspectos proeminentes dos brénquios superiores, também
diminuem distalmente, tornando-se quase ausentes nos bronquiolos respiratérios.
Os ductos alveolares surgem dos bronquiolos respiratérios distais, e sua parede
geralmente parece ser constituida por duas fileiras de aberturas nos alvéolos
adjacentes, separadas por pilares de musculo liso e elastina, que funcionam como
delgados esfincteres e mantém a integridade estrutural (LECHNER; MATUSCHAK;

BRINK, 2013) (Figura 6).
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Figura 6 — Detalhe do alvéolo pulmonar

A

- QWS Ramo da artéria pulmonar

Bronquiolo respiratdrio

Leitos
capilares

Ramo da veia
pulmonar

(A) Diagrama esquematico mostrando a rela¢cdo dos bronquiolos com 0s componentes mais
distais do parénquima pulmonar. (B) O componente mais distal da via respiratoria é a alvéolo.
Grupos de alvéolos agrupados compartilhando uma abertura comum séao referidos como sacos
alveolares (SA). Alvéolos que formam um tubo sdo referidos como ductos alveolares (DA).
Coloracgéo por hematoxilina e eosina (H&E) e aumento de x75.

FONTE: Adaptado de MESCHER, 2010 e ROSS; PAWLINA, 2011.

Os ductos e os alvéolos que os circundam sdo revestidos por um epitélio
escamoso simples, composto de pneumdcitos do tipo |, essas células sdo unidas
uma a outras e as outras células do epitélio alveolar por juncdes oclusivas, além
disso, suas membranas basais estdo fundidas a membrana basal das células
endoteliais dos capilares, ocorrendo a troca de gas mais difusa (ROSS; PAWLINA,
2011). Os pneumocitos do tipo 2 secretam surfactante, uma mistura de fosfolipideos
e proteinas que reduz a tensdo da superficie e promove estabilidade alveolar com
baixos volumes pulmonares (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013).

O parénquima pulmonar dos pacientes asmaticos em geral, permanece
relativamente intacto em individuos que morrem na exacerbacdo, os chamados
status asmaticos. Entretanto a composi¢cdo das mucosas inclui detritos celulares a
partir de células epiteliais das vias respiratdrias necroticas, células inflamatérias
incluindo linfocitos, eosindfilos e neutréfilos, exsudato de proteina plasmatica e

mucina que € produzida por células caliciformes (KUDO et al., 2013) (Figura 7).
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Figura 7 - Corte transversal de um pulméo de camundongo ap0s estimulagao alérgica

(A) Infiltrado leucocitario rico em eosindfilos que caracteriza a resposta inflamatoria alérgica pulmonar
(limitado pela linha amarela). Em detalhe no canto superior direito nota-se o grande infiltrado de
eosindfilos (indicado pela seta amarela). (B) Produgdo de muco (indicado pela seta vermelha) e
infiltrado eosinofilico.

FONTE: Elaborado pelo autor.

O epitélio das vias aéreas de um paciente asmatico normalmente mostra
descamacdo das células cilindricas ciliadas, com células caliciformes e metaplasia
de células escamosas, como um sinal de reparacdo do epitélio das vias aéreas e
nao apresenta um aumento da espessura da membrana basal sub-epitelial. No
entanto, alguns estudos tém demonstrado que a verdadeira lamina basal apresenta
uma espessura normal, e 0 aumento aparente na espessura esté relacionada com a
acumulacdo de outros componentes da matriz extracelular sob a lamina basal
(ROCHE et al., 1989) (Figura 7).

O espessamento da parede das vias respiratdrias € maior nos pacientes
asmaticos do que nos individuos normais, e em pacientes com estado severo da
doenca esse espessamento é ainda maior. Esta espessura € devido a um aumento
da massa da musculatura lisa das vias aéreas e das glandulas mucosas (JOHNS et
al., 2000). A limitacdo do fluxo aéreo é também agravado pela presenca de um
aumento da secrecdo de muco e exsudado inflamatério (CHIAPPARA et al., 2001).
Todos esses eventos contribuem para uma obstrucdo das vias aéreas ocasionando
0 marco clinico da doenca que séo episodios recorrentes de crises de tosse, falta de
ar, aperto no peito e chiado (GINA, 2011 apud KILLEEN; SKORA, 2013). Assim, os
resultados a partir de muitos estudos tém apoiado que o remodelamento das vias

aéreas esta relacionado a inflamacgédo (KUDO et al., 2013). Apesar destes avangos
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recentes, mais estudos sdo necessarios para estabelecer uma relacdo causal entre

o remodelamento das vias aéreas e a gravidade da asma.

2.4 Abordagem farmacoldgica no tratamento da asma

Embora a asma seja considerada uma doenca com obstrucdo reversivel das
vias aéreas, um subgrupo de pacientes desenvolve uma obstrucdo persistente
irreversivel e progressiva. Esses pacientes recebem altas doses de corticosteroides
inalados durante a fase estavel da doenca por no minimo 4 semanas. Os corticoides
sdo os medicamentos mais potentes e consistentemente eficazes para alcancar os
objetivos do tratamento, como por exemplo, beclometasona e budesonida. Estes
medicamentos Sdo, por conseguinte, a terapia eleita para os pacientes com asma
persistente, incluindo aqueles que tém asma geralmente bem controlada (BEL,
2013). Entretanto, a utilizacdo de altas doses ou utilizacdo por longo periodo de
tempo pode causar efeitos adversos sistémicos resultando em retardo do
crescimento em criangas, osteoporose e distirbios metabolicos (BARNES, 2006).

Outra classe de medicamentos de acao rapida sdo os [32-agonistas inalatérios,
como o salmeterol e o formoterol, que s&o necessarios para reverter a
broncoconstricdo e aliviar os sintomas da crise asmatica (CAMPO et al., 2013).
Apesar das vantagens associado ao uso desta classe de medicamentos, ensaios
clinicos randomizados tém sugerido que os broncodilatadores de acdo prolongada
podem ser associados com um aumento do risco de exacerbacdes graves de asma
e mortes relacionadas a asma (BIBLIOTECA NACIONAL DE MEDICINA apud BEL,
2013).

Antagonistas de leucotrienos sdo medicamentos alternativos para o controle da
asma em longo prazo. Estas drogas sao particularmente adequadas para pacientes
gue tém rinite alérgica ou que tém efeitos colaterais locais inaceitaveis ou uma
inadequada resposta com a terapia de corticosterodides inalados (BEL, 2013). Nesse
contexto, estes farmacos como o zileuton, um inibidor da 5-lipoxigenase, e o
montelucaste e zafirlucaste, antagonistas de receptores para cisteinil- -leucotrienos
(CysLtl) contribuem atenuando a inflamacdo das vias aéreas (LECHNER,;
MATUSCHAK; BRINK, 2013). Ensaios clinicos randomizados comparando a terapia
anti-leucotrienos com os corticoides inalatorios revelou que os efeitos terapéuticos

dos antagonistas dos receptores de leucotrienos foram semelhantes aos corticoides
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inalatérios (PRICE et al. 2011). No entanto, outro estudo demonstrou que a terapia
com os corticoides apresentou-se mais eficazes nos parametros clinicos do controle
da asma em relacéo aos anti-leucotrienos (CHAUHAN et al., 2012).

Em pacientes que apresentam asma grave e recebem corticoide em longo
prazo, a utilizagdo de imunomoduladores pode ser uma opcéo para reduzir a dose
de corticoide e seus efeitos adversos (CAMPO et al., 2013). Imunomoduladores tais
como sais de ouro, metotrexato, azatioprina, ciclosporina e tacrolimus, apesar de
alguns beneficios clinicos terem sido encontradas em pacientes individuais, 0s
efeitos benéficos sdo esporadicos e muitas vezes associados a efeitos colaterais
inaceitaveis (HOLGATE, 2012). O metotrexato é o farmaco imunomodulador mais
estudado em pacientes com asma, no entanto, seus efeitos antiasmaticos so6
aparecem a longo prazo, além disso pode levar a alteracdes em testes do figado,
desconforto gastrointestinal e estomatite. Por outro lado, esses efeitos adversos séo
reversiveis e diminuem apos a suspensdo do uso. Apesar de ndo existirem
parametros que podem predizer quais pacientes responderdo ao tratamento, a
relacdo risco-beneficio de metotrexato € superior ao dos corticoides orais em doses
diarias superiores a 10 mg, administrados numa base continua (CAMPO et al.,
2013).

A ciclosporina inibe a ativacdo dos linfocitos T envolvidos na patogénese da
asma. No entanto, sua toxicidade renal dependente da dose e seus efeitos
deletérios na hipertenséo limitam seu uso. Estudos com analogos deste composto,
como tacrolimus e pimecrolimus, ambos que tém melhores perfis de seguranga
podem ser util na asma (CAMPO et al., 2013).

A asma alérgica caracteriza-se por elevacdo dos niveis de IgE especificas
contra um ou mais alérgenos do ar, contribuindo para a inflamacéo de vias aéreas e
a hiper-reatividade bronquica (LECHNER; MATUSCHAK; BRINK, 2013). O
omalizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado, possui a propriedade de liga-
se a IgE livre circulante, prevenindo assim a sua ligagdo aos mastocitos, com a
consequente reducéo na liberacdo de mediadores da reacgéo alérgica. Atualmente, o
omalizumabe mostra-se como unico produto bioldégico aprovado para o tratamento
da asma (CAMPO et al., 2013). E usado para tratar pacientes mais graves, com
asma alérgica persistente dependente de corticosteroides (LECHNER,;
MATUSCHAK; BRINK, 2013).
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Outro dois anticorpos monoclonais humanizados, o mepolizumabe e o
reslizumabe, apesar de reduzirem os niveis de eosindfilos no sangue e no escarro,
qgquando administrados em pacientes com asma moderada, ndo melhorou os
parametros clinicos da asma (HOLGATE, 2013). Outros estudos revelaram o valor
positivo da associacdo de tratamento entre o mepolizumabe e corticosteroide em
pacientes com asma grave, Visto que estes apresentaram boas respostas clinicas
com relacdo a eosinofilia presente no escarro (NAIR et al., 2009; HALDAR et al.,
2009). Outra abordagem utilizando o tratamento com anticorpos utiliza anticorpos
monoclonais com alvo para receptor a de IL-5 (IL-5Ra) (MEDI 563, benralizumabe).
Um estudo de fase 1 em pacientes com asma leve tem demonstrado uma forte
reducdo dose-dependente de eosindfilos circulantes durando de 8-12 semanas apés
uma unica injecdo de MEDI 563 (BUSSE et al., 2010).

Apesar da grande diversidade de estratégias medicamentosas para o
tratamento da asma, poucos medicamentos sdo atualmente utilizados na prética
clinica. Um dos desafios atuais da terapia para a asma consiste no desenvolvimento
de novos tratamentos que visam principalmente pacientes com doenca grave,
incluindo ainda os que sao resistentes aos glicocorticoides. Sendo, portanto,
necessario avancar na descoberta de tratamentos alternativos para a inflamacéo das

vias aéreas.

2.5 Produtos naturais usados no tratamento da asma

As plantas desenvolveram durante a evolucéo vias bioquimicas secundarias
que lhes permitiram sintetizar uma série de produtos quimicos, muitas vezes, em
resposta a estimulos ambientais especificos, tais como danos induzidos por ataques
de patégeno ou privagdo de nutrientes (KENNEDY; WIGHTMAN, 2011). Estes
metabdlitos secundarios podem ser exclusivos para determinadas espécies e/ou
géneros e ndo exercem nenhum papel nas condicdes metabdlicas primarias das
plantas, mas aumentam a capacidade de sobrevivéncia, superando os desafios
locais, permitindo maior interagdo das plantas com o0 seu meio ambiente
(HARBONE, 1993). Os metabdlitos secundarios sdo essenciais para a sobrevivéncia
das plantas contra radiacao ultravioleta e hospedeiros em geral, pois sdo capazes

de remover radicais livres, possuem propriedades antioxidante e antiproliferativa
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contra microrganismos como fungos, bactérias e virus, além disso, muitos também
exercem toxicidade contra herbivoros (KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).

Certos metabdlitos secundarios de plantas apresentam funcdes protetoras
semelhantes quando administrado em seres humanos, agindo como antioxidante ou
antimicrobiano, promovendo prote¢cdo contra bactérias, virus, fungos ou outras
infeccbes parasitarias, podendo apresentar poderosas propriedades bioativas no
corpo humano. Entretanto, alguns metabdlitos sdo toxicos para os seres humanos,
mas em doses muito baixas podem causar efeitos favoraveis como analgésicos ou a
morte de células tumorais (SIDDIQUI et al., 2012).

A busca de novos medicamentos pode ser feita através de inumeras
estratégias, especialmente pela modificacdo molecular de compostos ativos ja
existentes, sintese de novas moléculas e a bioprospeccdo a partir de produtos de
origem natural, esta Ultima sendo a principal fonte de protétipos que originaram as
principais classes farmacologicas de compostos utilizados na medicina moderna
(CORREA; MELO; COSTA, 2008).

A prospeccédo a partir de produtos naturais encontra nas espécies vegetais a
principal e mais promissora fonte de novas moléculas que fazem parte da historia da
farmacologia como a morfina, atropina, os antineoplasicos vincristina e vimblastina,
a emetina entre muitos outros e, mais recentemente compostos novos e de grande
importancia como o antimalarico artemisinina e o antineoplasico taxol (CORREA;
MELO; COSTA, 2008). E importante constar ainda que a demanda de produtos de
origem vegetal no mercado € alta, mas o uso das espécies vegetais nativas é
complexo visto a falta de informacgfes técnico-cientificas que permitem sua selecao
como matéria-prima para a producao industrial (DI CARLO et al., 1999), um exemplo
promissor do uso das espécies nativas é o Acheflan®, nome comercial do primeiro
anti-inflamatorio feito com base no extrato de uma planta nativa brasileira, a espécie
Cordia verbenaceae DC., conhecida popularmente como erva-baleeira, erva-da-
praia e maria-milagrosa, que é nativa da mata atlantica brasileira. Deve-se salientar
que, além da enorme diversidade de espécies vegetais no bioma brasileiro,
praticamente inexplorada pela ciéncia, existe uma diversidade quimica
incomensuravel nestas espécies vegetais. Tais compostos quimicos, oriundos do
metabolismo secundario e que garantem a sobrevivéncia da espécie, podem,
obviamente, representar uma série de importantes principios ativos Uteis para o

tratamento e cura de inimeras doencas que atingem a espécie humana (DI STASI
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et al.,, 1999). De fato, os estudos de plantas medicinais e seus metabdlitos
secundéarios como fonte de novos produtos para o tratamento de problemas
alérgicos tem sido realizado de forma intensa como uma estratégia promissora para
a obtencdo de novos compostos terapéuticos (BIERLORY, 2004).

Neste contexto, os produtos de origem natural possuem participacao
importante no tratamento da asma, pois dois (matilxantinas e cromonas) farmacos
usados para o tratamento desta doenca tem origens no tratamento popular iniciado
h& 5.000 anos (BIELORY; LUPOLI K, 1999).

Como representante da classe das metilxantinas tém-se a teofilina, que € uma
xantinas metilada estruturalmente relacionadas ao &cido Urico, e encontrado no cha
verde. A teofilina é utilizada na clinica para o tratamento da obstrucéo reversivel das
vias aéreas, apresentando efeitos vasodilatadores, anti-inflamatorios e
imunomoduladores. As metilxantinas apresentam como mecanismo de acao a
inibicdo das enzimas fosfodiesterases (PDE), aumentam a contratilidade do
diafragma e ativam as desacetilazes das histonas (BRUNTON; LAZO; PARKER,
2010).

As cromonas foram isoladas a partir da planta medicinal Amni visnaga, que foi
utilizada por muito tempo no Egito e nos paises do leste do Mediterraneo para o
tratamento de doencas respiratorias. As cromonas sdo utilizadas na clinica por
possuirem efeitos anti-inflamatérios e sdo capazes de diminuir a obstrucéo
brénquica, uma vez que estabilizam os mastdcitos inibindo a liberacdo de histamina,
leucotrienos e reduzem a ativacao de eosinofilos, mas seus alvos moleculares ainda
nao foram identificados (BARNES, 2006).

2.6 Terpenos

Os terpendides distribuem-se amplamente na natureza e constituem o maior
grupo de metabdlitos secundarios dos vegetais, sdo encontrados em todas as partes
da planta, tais como as folhas, o polen, as frutas e as sementes (MAHATO et
al.,1988; MIURA et al.,, 1999) e ja foram identificados aproximadamente 30.000
compostos (DZUBAK et al. 2006). Sdo também denominados como isoprendides,
pois sdo formados por unidades de isoprenos, essas unidades sdo compostas por
cadeias de carbono montadas a partir da fosforilagdo de cinco atomos de carbonos

que estdo, frequentemente na forma ciclica, mas ainda podem modificar sua
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estrutura para produzir formas altamente bioativas (SIDDIQUI et al., 2011). Essas
estruturas sdo ubiquamente sintetizadas por duas importantes vias, a via do
mevalonato e, mais recentemente identificada, a via desoxi-d-xilulose (ROHMER,
1999). E os numeros dessas estruturas moleculares introduzidas servem de base
para classificacdo desses compostos. Os terpenoides que apresentam 1 unidade é
classificado como um hemiterpenoides; os monoterpenoides incorporaram duas
unidades de isopreno, 0s sesquiterpenoides incorporaram trés unidades,
diterpendides compreendem 4 unidades, os sesterpenoides incluem 5 unidades, os
triterpenoides incorporaram 6 unidades, e o0s tetraterpenoides 8 unidades
(KENNEDY; WIGHTMAN, 2011) (Figura 8). Dentre eles, os triterpenoides sao

divididos em duas classes principais: os compostos tetraciclicos e os pentaciclicos.

Figura 8 — Exemplos das estruturas quimicas das classes dos terpenoides
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FONTE: Adaptado de KENNEDY; WIGHTMAN, 2011.

Os triterpenoides s&o bastante estudados por apresentarem diversas
atividades biolégicas, como protetora da pele humana contra radiacdo UV e
atividade cicatrizante (SHARATH et al., 2010; LEE et al.,, 2012;), propriedades
cardioprotetora (SOMOVA et al., 2004; MARTIN et al., 2012), hepatoprotetor (LIU et
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al., 1994), antibacteriana (MARTINS et al., 2011), leshimanicida (FILHO et al., 2009;
SAUDAGAR; DUBEY, 2011), antioxidante (CHEN et al., 2002; YANG et al., 2011;
ALLOUCHE et al., 2011), antitumoral (UKIYA et al., 2002; MARTIN et al., 2009;
ALLOUCHE et al., 2011), antiespasmodica (LEE et al., 2013; ALI, 2013), anti-
inflamatéria (MARQUEZ-MARTIN et al., 2006; YASUKAWA et al., 1996) e
antialérgica (LINDNER et al., 2010).

2.7 Uvaol

O uvaol é um triterpendide pentaciclico que contém na sua estrutura quimica
um grupo hidroximetil (CH,OH) em R2 e um grupo metil (CH3) na posicdo C-29
(Figura 9), ja foi identificado em flores das espécies de Carthamus morifolium Ramat.
(crisdntemo), Helianthus annuss L. (girassol), Taraxacum platycarum Dahlst. (dente-
de-ledo) (YASUKAWA et al., 1996; UKIYA et al.,, 2002), em folhas de Crataegus
pinnatifida Bunge. (MIN et al., 2000), em folhas de Diospyros kaki Thunberg. (CHEN
et al., 2002), na casca das raizes de Morus alba var. multicaulis Perronas., nas
raizes de Geum iranicum Khatamsaz. (SHAHANI et al., 2012), além dessas espécies
interessantemente € observado que o uvaol encontra-se presente na folha e no éleo
de oliva (Olea europaea L.), principalmente em fracdes ndo-gliceridicas do bagaco
do 6leo obtido a partir de O. europaea L. (GUINDA et al., 2010; ALLOUCHE et al.,
2010).

Figura 9 — Estrutura quimica do uvaol

FONTE: SIGMA ALDRICH.
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Muitas propriedades farmacolégicas foram atribuidas ao uvaol, incluindo
atividade leshimanicida (FILHO et al.,, 2009; SAUDAGAR et al, 2011),
antitripanossomal (TAKETA et al., 2004), antibacteriana (MARTINS et al., 2011),
efeito cardioprotetor (SOMOVA et al., 2004; MARTIN et al., 2012), hepatoprotetor
(LIU et al.,, 1994) e atividade antitumoral com propriedades que servem como
adjuvantes na quimioterapia do cancer (MARTIN et al., 2009; MARTINS et al., 2011;
ALLOUCHE et al., 2011).

Além disso, alguns estudos demonstram o potencial antioxidante do uvaol,
reduzindo a producgdo de oOxido nitrico em macrofagos RAW264 de camundongos
(YANG et al., 2011), suprimindo a geragéo de anion superoxido induzido por acido
araquidénico e fMLP em neutréfilos humanos (CHEN et al., 2002), e apresentando
atividade antioxidante relacionada em particulas lipoprotéicas de baixa densidade
(LDL) de humanos (ALLOUCHE et al., 2010; ANDRIKOPOULOS et al. 2002). Além
disso o uvaol inibe a producédo de IL-6 e TNF-a em células mononucleares do
sangue periférico de humanos estimulados pelo mitégeno fitohemaglutinina
(MARQUEZ-MARTIN et al., 2006) e inibe o edema de orelha induzido por TPA (12-
O-tetradecanoilforbol-13-acetato) em camundongos (YASUKAWA et al., 1996). Essa
capacidade antioxidante, imunomoduladora e anti-edematogénica sugerem que este
triterpenoide pode apresentar um potencial efeito anti-inflamatério em modelos

experimentais de doencas inflamatérias alérgicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar o efeito do triterpeno uvaol em modelos experimentais de

inflamac&o alérgica induzida por ovalbumina em camundongos sensibilizados.

3.2 Especificos

e Avaliar o efeito do tratamento com uvaol:
v" no edema de pata induzido por ovoalbumina e por histamina em animais
sensibilizados.
v" no modelo de pleurisia induzido por antigeno.
v' na resposta inflamatéria desencadeada por ovalbumina na asma alérgica

experimental.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes, solventes e substancias de referéncia

O uvaol (UV) (£95% of purity—HPLC), a ovalbumina (OVA), o 2',7'-dichlorofluorescin
diacetate (DCF-DA), a solucdo tampao de fosfato (phosphate buffered saline - PBS),
0 coquetel inibidor de protease, o Tween-20, a eosina, a hematoxilina, o acido
periodico de Schift (periodic acid-Schiff PAS) foram adquiridos da Sigma Aldrich
(Saint Louis, MO, EUA), o hidréxido de aluminio (Al(HO)3) da Alfa Aesar (Ward Hill,
MA, USA), a dexametasona (DEXA) (Decadron®) da Teuto-Brasileiro (Goiania, GO,
BRA), a prometazina (Pamergan®) da Cristalia (ltapira, SP, BRA) a xilazina
(Anasedan®) e cetamina (Dopalen®) da Ceva (Paulinia, SP, BRA), o acido etileno
diamino tetracético (ethylenediamine tetraacetic acid - EDTA) e sulféxido de demetilo
(dimethyl sulfoxide - DMSO) da Synth (Diadema, SP, BRA) e May-Grunwald-Giems
foi adquirido da Merck (Sédo Paulo, SP, BRA). Todas as substancias foram
dissolvidas em solucdo salina estéril (cloreto de sédio (NaCl) 0,9%). O uvaol foi
dissolvido em 2% de DMSO. As substancias foram dissolvidas em cada
concentragcdo especifica seguida de uma administracdo de volumes constantes de
10 pl/g de acordo com o peso médio dos animais. Os animais do grupo controle
foram tratados com o veiculo (0,2% de DMSO) seguindo a mesma administracao de
volume. Os animais em jejum de 12 horas recebiam o pré-tratamento por via oral
(v.0.) sempre 60 min antes do estimulo inflamatério com ovalbumina (OVA). Todos
0os outros produtos quimicos foam de grau analitico e obtidos a partir de

fornecedores comerciais normalizados.
4.2 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus), machos, pesando entre
25-30 g, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas. Os animais
foram mantidos em gaiolas sob rigoroso controle alimentar com uma dieta
balanceada a base de racao tipo pellets (Presence - Purina®) com acesso & agua ad
libitum, com ventilacdo e temperatura (22 + 1°C) constantes e controladas, e ciclo
claro/escuro de 12 horas. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Animais da Universidade Federal de Alagoas (Licenga n°
9244/2011-45).
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4.3 Indugéo do edema de pata

Grupo de seis animais recebiam uma imunizacdo sistémica através de uma
administracdo subcutanea de OVA (50 pg/animal) e Al(OH)s; (5 mg/animal) diluido
em solucdo de TRIS 0,01M; HCI 1N e 2,9 g NaCl no volume final de 200 ul nos dias
0 e 7. Quatorze dias apos a primeira sensibilizacdo, os animais receberam na regido
intra-plantar (ipl.) uma injecdo com OVA (3 pg/pata) em um volume final de 50 pl. Em
outro grupo experimental, o edema foi induzido pela injecdo local de histamina
(100 pg/ pata). Apos diferentes tempos do estimulo (15, 30, 45, 60, 90, 120 minutos
e 24 horas) o volume da pata foi mensurado com auxilio do equipamento
plestimémetro digital (LE 7500 - PanLab®) (Figura 10). Neste equipamento, a pata do
camundongo foi imersa até a juncéo tibio-tarcica em uma das cubetas, e 0 volume
deslocado para a segunda cubeta, proporcional ao volume da pata imersa, foi
medido com auxilio de um sensor eletrénico de pressao e registrado. O aumento do
volume (uL) da pata foi mensurado pela subtracdo do volume da pata estimulada
com a pata controle. Os animais foram pré-tratados com uvaol (100, 200 e
500 umol/kg) e os animais do grupo controle positivo foram pré-tratados com

prometazina (17,5 pmol/kg).

Figura 10 — Pletismdmetro digital.

FONTE: Panlab - HARVARD APPARATUS.
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4.4 Inducdo da pleurisia alérgica

Grupo de seis animais recebiam uma imunizacdo sistémica através de uma
administracdo subcutanea de OVA (50 pg/animal) e Al(OH)s; (5 mg/animal) diluido
em solucdo de TRIS 0,01M; HCI 1N e 2,9 g NaCl no volume final de 200 ul nos dias
0 e 7. Quatorze dias apds a primeira sensibilizacdo, os animais recebiam uma
injecdo intratoracica (i.t.) com OVA (12,5 pg/cavidade). As andlises do efluente
pleural ocorreram nos tempos 24 h apos o estimulo antigénico. Para isso, 0s animais
foram eutanasiados e suas cavidades toracicas foram lavadas com uma micropipeta
contendo 1 mL de EDTA 10 mM em PBS através de uma pequena inciséo realizada
no diafragma. Em seguida, o lavado pleural foi diluido na solucdo de Turk (1:100) e a
contagem de leucdcitos totais foi realizada em cémara de “Neubauer” por
microscopia oOptica (x20) (BX41, OLYMPUS). Apés a contagem dos leucdcitos totais,
o lavado pleural foi centrifugado a 1500 rpm por 10 minutos a 5 °C. O pellet formado
apos a centrifugacao foi utilizado para a contagem diferencial dos leucécitos através
de citoesfregacos, corado pelo método instantdneo de Pandtico. A contagem
diferencial das células foi realizada por microscopia Optica (BX41, OLYMPUS) de
imersdo (x100). Os animais foram pré-tratados com uvaol (100, 200 e 500 umol/kg)
e 0s animais do grupo controle positivo foram pré-tratados com dexametasona
(10 pmol/kg).

4.5 Modelo experimental de asma alérgica

Grupo de seis animais recebiam uma imunizacdo sistémica através de uma
administracdo subcutanea de OVA (50 pg/animal) e Al(OH); (5 mg/animal) diluido
em solucdo de TRIS 0,01M; HCI 1N e 2,9 g NaCl no volume final de 200 ul nos dias
0, 7 e 14 (Adaptado de CONRAD et al., 2009). Nos dias 21, 22 e 23, 0s animais
foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal (i.p) de xilazina (5 mg/kg) e
cetamina (35 mg/kg) para a realizacdo dos desafios antigénicos atraveés da
administracdo intranasal (i.n) de OVA (25 pg/25 ul). O grupo controle foi desafiado
com o mesmo volume de solucao salina. Os animais, em jejum, em seus respectivos
grupos receberam o pré-tratamento com uvaol (100, 200 e 500 umol/kg; v.0.),
dexametasona (10 umol/kg; i.p.) ou veiculo (0,2% DMSO; v.0.), 60 min. antes de

cada desafio antigénico (Figura 11).
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Figura 11 — Esquema ilustrativo do modelo de asma alérgica induzida por OVA

Tratamento Uvaol
100, 200 e 500 pmol/Kg
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OVA + Al(OH)s esafio antigénico
(s.c) OVA (i.n)

FONTE: Elaborado pelo autor.

4.5.1 Obtencéo do Lavado Broncoalveolar

Os animais foram eutanasiados 48 horas ap0s o ultimo desafio antigénico e foi
realizado o lavado broncoalveolar (LBA) através da exposi¢cdo da traqueia e insercao
de uma canula de polietileno conectada a uma seringa de 1 ml. O pulmao foi lavado
duas vezes com EDTA 10 mM em PBS obtendo um volume final de 1 ml e o liquido
recolhido foi centrifugado a 1500 rpm (rotagdes por minuto) por 10 minutos a 5 °C. O
sobrenadante foi recolhido, aliguotado e armazenado em freezer de ultrabaixa
temperatura -80 °C para posterior quantificacdo de citocinas. As células
concentradas no tubo foram ressuspensas em PBS e diluidas na solu¢do de Turk
(1:100) para a contagem de leucdcitos totais em camara de “Neubauer’ por
microscopia optica (x20) (BX4, OLYMPUS). Uma amostra de 100 pl dessas células
foi utilizada para o preparo de citoesfregacos, as laminas foram posteriormente
coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa para a contagem diferencial das
células baseado nos critérios normais de morfologia, classificando como eosindfilos,
neutréfilos ou mononucleares com o auxilio um microscopio optico com a objetiva de
x100 (BX41, OLYMPUS).
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4.5.2 Avaliacdo da producao intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) em
células do LBA por citometria de fluxo

A formagdo de ERO intracelulares foi detectada utilizando-se a sonda
fluorescente 2’,7'-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich®), que
é de-esterificada e oxidada dentro das células, convertendo-se em 2'7'-
diclorofluoresceina (DCF).

As células provenientes do LBA foram incubadas com DCFH-DA a 5 uM,
diluido em PBS, durante 30 minutos, a temperatura ambiente e protegidas da luz.
Apos esse periodo, as células foram levadas imediatamente ao citbmetro de fluxo
(BD FACS Canto™ II) e a leitura foi realizada no canal FL1, sendo a intensidade da
fluorescéncia proveniente do DCF detectada no comprimento de onda de 488 nm.
Os resultados foram expressos na forma de dotplots e histogramas, sendo avaliadas
a porcentagem de células totais produtoras de ERO e a intensidade de

fluorescéncia, através do programa WinMDI 2.9.

4.5.3 Analise histopatologica e morfométrica

Apés a eutanasia dos animais o pulmao foi perfundido via ventriculo direito com
solucéo salina contendo EDTA 10 mM e fixado com solucdo neutra tamponada de
formol a 10%. Os pulmdes foram desidratados por concentracfes crescentes de
etanol, clarificados por xilol, e incluidos em parafina. Em seguida, material
parafinado foi levado ao micr6tomo e realizado cortes de 5pum. Os cortes em
seguida foram desparafinados por xilol, reidratados por concentracdes decrescentes
de etanol e submetidos a colorac¢des para avaliagao estrutural (Hematoxilina-Eosina)
e producdo de muco (Acido Periodico de Schift).

Fotomicrografias de 10 campos aleatorios por lamina foram realizadas usando
camera digital (DP25, OLYMPUS) adaptada ao microscopio (20x) (BX41 OLYMPUS)
para analisar as alteracdes histolégicas presentes de inflamacéo peribréonquica. As
analises foram descritas de forma semi-quantitativa com os seguintes critérios: O,
normal; 1, poucas células; 2, um anel de células inflamatérias com profundidade de
1 célula; 3, um anel de células inflamatérias com profundidade de 2-4 células; 4, um
anel de células inflamatdrias com profundidade maior que 4 células como descrito

por Myou e colaboradores (2003).
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Para avaliar os niveis da produ¢do de muco no pulméo, fotomicrografias de 10
campos aleatorios por lamina foram realizadas usando camera digital (DP25,
OLYMPUS) adaptada ao microscopio (40x) (BX41 OLYMPUS). A analise
quantitativa das imagens foi realizada através do programa ImageJ® 1.47 (National
Institutes of Health (NIH) - EUA). Realizou a determinacdo do percentual de
producdo de muco através do reconhecimento da cor relativa as estruturas de
interesse (muco) e calculo da densidade de area, que foi definida pelo quociente
entre a area ocupada pela quantidade de muco produzido pelas células epiteliais

bronquicas e a area total do campo analisado.

4.5.4 Preparo da amostra para quantificacdo de citocina no pulmao

Para quantificacdo de citocina no pulméo, o lobo direito de cada animal foi
homogenizado com uma solucéo de PBS suplementado com 0,05% Tween-20 e 1%
de coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich®) no volume final proporcional de
1 ml para cada 100 mg de tecido (Adaptado de PETERSON et al., 2012). Apés a
homogeneizacgéo do tecido, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 20 minutos a
4 °C. O sobrenadante obtido foi aliquotado e armazenado em freezer de ultrabaixa

temperatura -80 °C para posterior quantificacao de citocinas.

4.5.5 Quantificacdo de citocina

Para quantificacdo da citocina IL-5 presente no lavado broncoalveolar, no
lavado pleural e no tecido pulmonar foram utilizados kits de ELISA (Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay - ELISA Ready-Set-Go!® kit - eBioscience). As microplacas
com as respectivas amostras foram levadas ao leitor de microplacas seguindo as

instrugdes do protocolo do comerciante.

4.6 Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos em média * erro padrdo da média (EPM).
Comparacéo estatistica entre os grupos foi realizada por analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo pés-teste de Newman—Keuls multiple comparison test. Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos quando os valores de
p < 0,05 usando o programa GraphPad Prism® 5.0 (Software Inc., San Diego, CA,
EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Efeito do uvaol sobre o edema de pata induzido por OVA e por histamina

em camundongos

A Figura 12 mostra o edema de pata formado apés o estimulo com OVA nos
periodos de 30, 60, 90 e 120 minutos. O tratamento com uvaol ndo foi capaz de
reduzir significativamente a formacédo do edema 30 min. apés o estimulo quando
comparado com o grupo controle. Porém, todas as doses de uvaol (100, 200 e
500 pmol/kg, v.0.) reduziram significativamente o volume do edema 60 min. apds o
estimulo quando comparado com o grupo controle. Essa reducéo foi mantida nos
grupos tratados com uvaol nas doses de 200 e 500 pmol/kg 120 min. ap6s o
estimulo. A prometazina (17,5 umol/kg, i.p), um antagonista do receptor histaminico,
foi capaz de bloquear a formacédo do edema nos tempos de 30 e 60 minutos apos

estimulo.

Figura 12-Efeito do uvaol em edema de pata alérgico induzido por OVA
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Avaliacdo da formacédo do edema em 30, 60 e 120 minutos apds o estimulo
na pata com OVA. Os pontos representam média + E.P.M. de 6 animais.*p <
0,05, **p < 0,01 denota diferenca estatistica quando comparado ao grupo
controle (linha preta).

FONTE: Elaborado pelo autor.



42

Para este experimento, os animais foram tratados previamente com uvaol
(200 pmol/kg, v.0.) e apdés 60 min. foram estimulados com histamina na pata
(100 pg/pata). Como mostrado na Figura 13, a injecdo de histamina induziu um
intenso edema em 15 min que foi reduzindo gradativamente até o tempo de 120

minutos.

Figura 13 - Efeito do pré-tratamento de uvaol em edema de pata
induzido por histamina
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Avaliacdo da formag&o do edema 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos
apos o estimulo na pata com OVA. Os pontos representam média +
E.P.M. de 6 animais. *p < 0.05, ***p < 0.001 comparado com o
grupo controle e analisado por One-way ANOVA seguido por
Newman-Keuls-multiple comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Quando os animais foram pré-tratados com uvaol (200 pumol/kg, v.0.) notou-se
uma reducédo significativa na formagéo do edema nos tempos de 15, 30 e 45 min.,
sendo esta reducao de 55,8%, 34,5% e 35%, respectivamente, quando comparado
ao grupo controle. A prometazina (17,5 pmol/kg, i.p.) foi capaz de bloquear a

formacdo do edema até o tempo de 90 minutos.
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5.2 Efeito do uvaol sobre a inflamacao alérgica avaliada no modelo de pleurisia

Apés 24h do estimulo it. com OVA em camundongos previamente
sensibilizados, observou-se um aumento significativo no total de leucdcitos
recrutados para a cavidade pleural no grupo OVA quando comparado com o grupo
controle (Figura 14), especialmente eosindfilos no grupo OVA quando comparado

com o grupo controle como apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Efeito do uvaol no recrutamento de leuc6citos no modelo de pleurisia
alérgica
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ApoOs 24 h do estimulo antigénico i.t. o0 numero de células presentes no lavado pleural em
camundongos alérgicos foi avaliado. Dados apresentados por média + E.P.M. de 6 animais.
+++p < 0,001, +p < 0,05 comparados com o grupo controle. *p < 0,05 e ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo OVA e analisado por One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls-
multiple comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor.

A administragdo de uvaol (100, 200 e 500 pymol/kg, v.0.) 60 min. antes do
estimulo antigénico reduziu significativamente o influxo de leucécitos totais para a
cavidade pleural (Figura 14), tal como a dexametasona (10 pmol/kg, i.p) que reduziu
o influxo de leucdcitos totais e os eosindfilos 24 horas apds o desafio antigénico.

Como observado na Figura 15, o desafio antigénico também foi capaz de
aumentar significativamente os niveis de IL-5 no lavado pleural de animais
sensibilizados 24h apos o desafio i.t. O pré-tratamento oral com uvaol realizado em
camundongos em todas as doses reduziu os niveis da citocina. Um resultado similar

foi observado apos o pré-tratamento com dexametasona.
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Figura 15 — Efeito do uvaol sobre os niveis de IL-5 no lavado
pleural de animais alérgicos em modelo de pleurisia alérgica
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Apbs 24 h do estimulo antigénico i.t. os niveis de IL-5 presente no
lavado pleural em camundongos alérgicos foi avaliado. Dados
apresentados por médiaxE.P.M. de 6 animais. ++p<0,01
comparados com o grupo controle.*p < 0,05 e ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo OVA e analisado por One-way ANOVA seguido
por Newman-Keuls-multiple comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor

5.3 Efeito do uvaol sobre a resposta inflamatoria desencadeada por antigeno

no modelo de asma em camundongos

O desafio intranasal com OVA, por trés dias consecutivos, em camundongos
previamente sensibilizados aumentou significativamente o nimero de leucdcitos
totais no lavado broncoalveolar, qguando comparado com o grupo controle, 48 h apés
o Ultimo desafio sendo esse aumento caracterizado principalmente por eosinofilos
e(Figura 16). O pré-tratamento realizado com uvaol (100, 200 e 500 umol/kg, v.0.)
reduziu o numero de leucocitos totais, bem como o numero de eosinofilos, nos
grupos tratados nas concentragdes de 200 e 500 umol/kg (Figura 16). Um resultado
similar foi observado apés o pré-tratamento com dexametasona que reduziu o

influxo de leucdcitos totais e eosindfilos, 48 h apds o ultimo desafio.
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Figura 16 — Efeito do uvaol sobre o influxo de células inflamatérias no
lavado broncoalveolar de animais alérgicos em modelo de asma alérgica
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Camundongos alérgicos tratados com uvaol foram estimulados com OVA, e apos
48 h do ultimo desafio antigénico o niamero de células presentes no lavado
broncoalveolar foi avaliado. Dados apresentados por média* E.P.M. de 6
animais. +++ p< 0,001, ++ p < 0,01 comparados com o respectivo grupo controle.
*p < 0,05, ** p< 0,01 e ***p< 0,001 quando comparado ao respectivo grupo OVA
e analisado por One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls-multiple
comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Como apresentado na Figura 17 o desafio antigénico também aumentou
significativamente a produgdo de ERO no lavado broncoalveolar (de 32,32 + 5,66 %
para 95,78 £ 3.70% células produtoras de ERO) quando comparado com o grupo
controle. Entretanto, o pré-tratamento com uvaol (100, 200 e 500 umol/kg, v.0.) ndo
foi capaz de interferir na producdo de ERO por estes leucdcitos apds estimulo
alérgico. Porém, o pré-tratamento com dexametasona inibiu significativamente o

conteudo de ERO nos leucdcitos presentes no LBA de animais asmaticos apos

estimulo alérgico.
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Figura 17 — Efeito do uvaol na producdo de ERO por leucécitos obtidos a
partir do LBA de animais alérgicos em modelo de asma alérgica
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Camundongos asméticos tratados com uvaol foram estimulados com OVA, e apés
48 h do ultimo desafio antigénico o conteddo ERO foi mensurado nos leucécitos
recuperados no LBA. Histogramas representativos dos grupos sdo apresentados
(parte superior). Dados apresentados por média £ E.P.M. de 6 animais. +++
p <0,001 comparado com 0 respectivo grupo controle. ***p < 0,001 quando
comparado ao respectivo grupo OVA e analisado por One-way ANOVA seguido
por Newman-Keuls-multiple comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor.

De maneira semelhante, o desafio antigénico também aumentou
significativamente os niveis de IL-5 no lavado broncoalveolar quando comparado

com o grupo controle e no tecido pulmonar. E o pré-tratamento com uvaol (100, 200
e 500 umol/kg, v.0.) reduziu de maneira significativa os niveis de IL-5 no LBA e no
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tecido pulmonar. Assim como o pré-tratamento com dexametasona reduziu de

maneira significativa os niveis de IL-5 no LBA no tecido pulmonar (Figura 18).

Figura 18 - Efeito do uvaol sobre os niveis de IL-5 no LBA e no

tecido pulmonar de animais alérgicos em modelo de asma
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ApOs 24 h do estimulo antigénico i.t. os niveis de IL-5 presente no
lavado broncoalveolar (LBA) (grafico superior) e tecido pulmonar
(gréfico inferior) em camundongos alérgicos foi avaliado Dados
apresentados por média+E.P.M. de 6 animais. ++p<0,01
comparados com o grupo controle.*p < 0,05 e ***p < 0,001 quando
comparado ao grupo OVA e analisado por One-way ANOVA seguido
por Newman-Keuls-multiple comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Os pulmdes dos animais foram coletados 48 horas apés o ultimo desafio e foi
realizado cortes histolégicos e corados com H.E. e P.A.S. Através da coloracédo de
H.E observou que os pulmdes dos animais previamente sensibilizados e estimulado
com OVA desenvolveram mudancas morfolégicas, como a presenca de infiltrados
celulares inflamatérios rico em eosinéfilos (Figura 19) em areas perivasculares e

peribrébnquicas quando comparado com os pulmdes dos animais do grupo controle,
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que apresentaram uma estrutura tecidual livre de células inflamatérias na regiao
peribrénquica (Figura 20). As andlises semi-quantitativas revelam que o pré-
tratamento realizado com uvaol reduziu significativamente o infiltrado de células
inflamatorias no tecido pulmonar em areas peribronquicas apés o estimulo
antigénico em comparacgéo ao grupo OVA, como apresentado na Figura 20.

Figura 19 - Infiltrado inflamatdrio rico em eosindéfilos na area
peribréonquica do pulmao de camundongos asmaticos
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Fotomicrografia representativa do infiltrado inflamatorio observado nos cortes
histolégicos corados com H.E. de camundongos asmaéticos (x1000). Setas pretas
indicam os eosindfilos. B — bronquiolo.

FONTE: Elaborado pelo autor.

Para avaliar a repercussao do pré-tratamento com uvaol na superproducéo de
muco por hiperplasia das células caliciformes foi utilizado a coloragéo por PAS, uma
vez que esta coloracdo revela a presenca de mucopolissacarideos no tecido (rosa
magenta) (Figura 20). O grupo OVA apresentou um aumento nas células produtoras
de muco na regido dos bronquiolos quando comparado com 0 grupo controle.
Entretanto, o pré-tratamento com uvaol (100, 200 e 500 umol/kg, v.0.) reduziu
significativamente a producéo de muco no tecido pulmonar. De maneira semelhante,
0 pré-tratamento com dexametasona foi capaz de reduzir uma hiperproducédo de
muco, assim como o infiltrado inflamatério celular nas regides perivasculares e

peribrénquicas do tecido pulmonar.



Figura 20 - Efeito do uvaol no tecido pulmonar de camundongos asmaticos
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Fotomicrografias representativas dos cortes histolégicos do pulmao corados com H.E.
(x200). Setas pretas indicam o infiltrado celular inflamatério. B- bronquiolo; SA — Saco
alveolar; A — alvéolo; V — vaso sanguineo. Dados apresentados por média + E.P.M.
de 4 animais. ++p <0,01 comparado com o0 respectivo grupo controle. *p < 0,05
quando comparado ao respectivo grupo OVA e analisado por One-way ANOVA
seguido por Newman-Keuls-multiple comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 - Efeito do uvaol na producdo de muco no tecido pulmonar de

camundongos asmaticos
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Fotomicrografia representativas dos cortes histoloégicos do pulm&o corados com
P.A.S. (x400). Setas pretas indicam o muco produzido no epitélio bronquiolar corado
de rosa magenta. Dados apresentados por média + E.P.M. de 4 animais. +p < 0,05
comparado com o respectivo grupo controle. *p < 0,05 quando comparado ao
respectivo grupo OVA e analisado por One-way ANOVA seguido por Newman-
Keuls-multiple comparison test.

FONTE: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

Este estudo buscou caracterizar o efeito anti-inflamatério do triterpeno uvaol
utilizando diferentes modelos experimentais de inflamacéo alérgica. Inicialmente,
com o objetivo de determinar o efeito do uvaol na formacédo do edema alérgico,
animais sensibilizados receberam injecdo intraplantar com OVA, e apos diferentes
intervalos tempo o edema formado foi avaliado. Verificou-se que o efeito do uvaol,
no modelo de edema de pata alérgico, reduziu a resposta edematogénica
desencadeada apds o desafio antigénico. Sabendo que a histamina possui papel
chave nas respostas iniciais apés estimulo alérgico, buscamos avaliar a interferéncia
do uvaol em reacbes edematogénicas desencadeada por este mediador.
Considerando o importante papel da histamina como um dos principais mediadores
inflamatoérios envolvidos nas reacdes alérgicas agudas, avaliou nesse estudo a
possivel interferéncia do uvaol no edema induzido pela histamina. Com isso,
observou-se que o pré-tratamento com uvaol também suprimiu a formacdo do
edema induzido por histamina, sugerindo que o pré-tratamento oral com uvaol pode
estar interferindo com a acdo da histamina no tecido. Em sintonia com este
resultado, Yasukawa e colaboradores (1996) utilizando o modelo de edema de
orelha ndo alérgico, induzido por TPA (12 — O- Tetradecanolforbol — 13- acetato),
demonstrou que o tratamento com uvaol também induziu uma resposta anti-
edematogénica, reforcando o potencial anti-anafilatico deste triterpeno (YASUKAWA
et al., 1996).

Além da atividade anti-edematogéncia do uvaol, foi também avaliada a
capacidade deste terpeno de interferir no recrutamento leucocitario para o sitio da
inflamacé@o no modelo de pleurisia alérgica. Decorridos 14 dias de sensibilizagdo os
camundongos foram estimulados com OVA no espaco toracico. Neste modelo, a
cavidade pleural recebe o estimulo antigénico e as células residentes (mesotélio,
macrofagos, mastocitos, entre outras) secretam diferentes mediadores pré-
inflamatorios, incluindo aqueles responsaveis pelo recrutamento de
polimorfonucleares (ISSEKUTZ et al.,, 1995). Durante as primeiras horas do
processo inflamatério alérgico, ocorre o extravasamento pleural rico em células
inflamatorias, contendo inicialmente neutréfilos, eosindfilos, seguida por fagoécitos
mononucleares e linfécitos (ANTONY, 2003).
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Mediadores liberados no sitio da inflamacdo auxiliam no recrutamento de
eosindfilos para o espaco pleural em tempos mais tardios, tais células sdo capazes
de liberar mediadores inflamatorios e amplificar os danos teciduais nas reacdes
alérgicas. Os resultados revelam que o tratamento com uvaol reduziu esse
recrutamento leucocitario, principalmente o influxo de eosindfilos, assim como a
quantidade de IL-5 presente no lavado pleural dos animais desafiados
antigenicamente. A IL-5 mostra-se como uma citocina caracteristica do processo
inflamatorio alérgico, responsavel por desencadear a diferenciacdo terminal,
proliferacdo, migracé@o e ativacdo de eosindfilos (LINDNER et al., 2010; LUCETTI et
al., 2010), mostrando-se entdo, como um importante alvo na terapéutica contra a
alergia.

Uma vez que foi observada reducéo da quantidade de leucdcitos, em especial
eosinofilos, presentes na cavidade pleural no modelo de pleurisia alérgica, outro
modelo de inflamacéo alérgica utilizado, foi 0 modelo experimental de asma alérgica.
A resposta inflamatéria pulmonar desse modelo induzido com OVA em
camundongos reproduz um significativo aumento no total de IgE e mudancas
histoldgicas nas vias aéreas (KUCHAREWICZ; BODZENTA-£UKASZYK; BUCZKO,
2008), que sao alguns principais aspectos caracteristicos da asma em humanos,
incluindo sensibilizacdo ao antigeno mediada por IgE, broncoconstricdo aguda,
aumento da resisténcia de vias aéreas, producdo de citocinas, linfocitos Th2 e
eosinofilia, entre outros (GUALDI et al., 2010).

A asma alérgica € uma doenca inflamatoria crénica e definida por inflamacgéo
das vias aéreas associada com hiper-responsividade e uma hipersecrecdo de muco
em resposta a um estimulo antigénico (MEDOFF et al., 2008) e citocinas
inflamatorias Th-2 como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 apresentam-se elevadas nos tecidos
pulmonares de humanos asmaticos (ZIMMERMANN et al., 2003) e em animais
(ZOZKY et al.,, 2008). Nesse estudo foi demonstrado que o uvaol reduziu o
recrutamento eosinofilico e os niveis de IL-5 presente no lavado broncoalveolar e no
tecido pulmonar de camundongos no modelo de asma alérgica induzida por OVA.

Estudos realizados com extrato rico em triterpenoides isolado de Ganoderma
tsugae, uma planta medicinal chinesa, demonstraram que a suplementagéo
alimentar com este extrato pode aliviar a hiper-responsividade das vias aéreas
através da reducdo dos niveis de IL-4, eotaxina e IL-5 presentes no lavado

broncoalveolar, diminuindo assim o infiltrado eosinofilico nas vias aéreas em modelo
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de asma alérgica em camundongos (CHEN; LIN, 2007). Esses resultados sugerem
que os triterpendides possuem uma aplicagdo terapéutica em asma alérgica.
Portanto, provavelmente muitos metabdlitos secundarios encontrados nas plantas
sejam os responsaveis pelas atividades anti-asmaticas (CHICHIOCO-HERNANDEZ;
PAGUIGAN, 2010). E atualmente muitos estudos vém comprovando que 0S
triterpenoides pentaciclicos possuem efeitos terapéuticos em asma alérgica,
estruturas como acido ursolico (KIM et al., 2013; LEE et al., 2010), acido astilbico
(YUK et al., 2011), acido oleandlico, acido betulinico (LEE et al., 2010), beta-escina
(LINDNER et al., 2010), lupeol (VASCONCELOS et al., 2008) e celastrol (KIM et al.,
2009) apresentam efeitos anti-asmaticos em modelos animais de asma alérgica
induzida por OVA. Todas essas substancias reduziram o niumero de eosinofilos e os
niveis de IL-5 das vias aéreas.

A reducdo do recrutamento eosinofilico para o tecido pulmonar causada pelo
tratamento com uvaol €, portanto, essencial para minimizar os danos no tecido e/ou
melhorar a recuperacdo do tecido, visto que os eosinofilos sdo capazes de liberar
varias proteinas citotoxicas, como proteina basica maior, fator ativador de plaquetas
e leucotrienos, que sdo responsaveis pelos danos caracteristicos causados no
epitélio das vias aéreas em asma alérgica (BUSSE; LEMANSKE, 2001).

Uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) também é
responsavel por causar dano tecidual no pulméo, pois ERO sédo capazes de
provocar distirbios na membrana celular. Além disso, estudos recentes tém
mostrado que as respostas inflamatérias sdo acionadas via producdo de ERO na
asma alérgica (LEE et al., 2012). E considerando que a geracao de ERO por células
efetoras da inflamacao possui contribuicdo na amplificagao/perpetuacéo da resposta
inflamatoria, quantificou o conteddo de ERO existente nos leucdcitos obtidos do LBA
apos estimulacdo antigénica para avaliar um possivel efeito do uvaol no
metabolismo oxidativo dos leucocitos. Assim, verificou-se que o uvaol n&o interferiu
na producdo de ERO em células do lavado broncoalveolar. Esses dados claramente
indicam que uvaol apresenta uma atividade anti-inflamatéria nas vias aéreas em
modelo de doenca inflamatéria pulmonar, porém ndo é através de uma acgao
antioxidante.

Visto que o uvaol possui a capacidade de diminuir significativamente o infiltrado
celular em regibes peribrobnquicas do pulméo, avaliou a interferéncia dessa

substancia na hiperproducdo de muco, pois sabe-se que outra caracteristica
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importante no remodelamento das vias aéreas em decorréncia da asma € a
hiperplasia das células caliciformes e hiperproducdo de muco. Essas caracteristicas
contribuem substancialmente para o numero elevado de morbidade e mortalidade
gerado pela doenca (YUAN et al, 2011). E através da quantificacdo da
hiperproducéo de muco atraves de cortes histologicos corados com PAS, observou-
se que o uvaol reduziu significativamente a producédo de muco. Alguns triterpenoides
pentaciclicos como o lupeol (VASCONCELOS et al., 2008), o acido astilbico (YUK et
al., 2011), o celastrol (KIM et al., 2009), a beta escina (LINDNER et al., 2010) e o
acido ursdlico (KIM et al., 2013) apresentaram efeito semelhante ao uvaol, inibindo
efetivamente o recrutamento eosinofilico e a superproducédo de muco no pulméao.

Em conjunto, os dados apresentados aqui revelam o uvaol como um
promissor principio ativo com potencial terapéutico para doencas inflamatorias
alérgicas, apresentando uma atividade anti-inflamatdria, principalmente nas vias
aéreas em modelo de doenca complexo como a asma alérgica, devido a sua
capacidade de interferir na producéo de IL-5 no tecido pulmonar e ndo através de

uma via inflamatéria mediada pela producdo de espécies reativas de oxigénio.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o uvaol:

e Apresenta efeito antiedematogénico induzindo uma inibicdo do edema de pata

formado tanto por antigeno (OVA) quanto por histamina.

¢ Inibe o recrutamento de leucdcitos totais e eosinofilos para a cavidade toracica
no modelo de pleurisia alérgica, assim como para o tecido pulmonar no
modelo de asma alérgica. No tecido pulmonar, o uvaol reduz a producédo de

muco.

e Atenua a producdo da citocina pré-inflamatéria IL-5 no modelo de pleurisia
alérgica e no modelo de asma alérgica, tanto no lavado broncoalveolar quanto
no tecido pulmonar. Entretanto, ndo interfere na producao de espécies reativas

de oxigénio.
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