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RESUMO

A asma alérgica € uma doenga crbnica caracterizada pela hiper-reatividade brénquica,
inflamacao e remodelamento anormal das vias aéreas. Nesta patologia, a intensa
resposta imune do tipo 2 e o reduzido numero de linfécitos T reguladores (Treg) tem
papel chave na patogénese da doencga. Atualmente, os glicocorticoides inalatorios
constituem a terapia de primeira linha no tratamento da asma. Porém, o uso
prolongado destes farmacos em altas doses causam efeitos indesejaveis e aumentam
o risco de outras patologias. Assim, a busca de alternativas para o tratamento da asma
torna-se importante. A friedelina, um triterpeno pentaciclico natural, tem atraido
interesse devido a sua ampla gama de agdes farmacoldgicas, que incluem efeitos
antitumorais, anti-inflamatérios, analgésicos, antipiréticos e antioxidantes. Apesar de
todos estes efeitos, as acdes da friedelina sobre timdcitos e linfécitos T, bem como
seu provavel mecanismo de acdo anti-inflamatério na asma alérgica experimental
ainda nao foram explorados. Neste estudo, objetivamos avaliar os efeitos da friedelina
sobre timdécitos e linfocitos in vitro e in vivo, bem como investigar o possivel
mecanismo anti-inflamatério desse triterpeno no modelo de asma alérgica
experimental induzida por ovalbumina (OVA). Inicialmente, confirmamos que a
friedelina nédo foi capaz de alterar a viabilidade de timécitos nas concentragdes
estudadas (0,1 -100 uM). Em seguida, observamos in vitro que a friedelina aumentou
a resposta migratéria induzida por CXCL12 em timdcitos imaturos (CD4CD8 e
CD4*CD8%), ao mesmo tempo em que inibiu a migragdo de timocitos CD4*. Além
disso, a friedelina também reduziu a producdo da citocina IL-2 em timdcitos
estimulados com concanavalina-A (Con-A). Na populacdo de linfécitos obtidos de
linfonodos axilares, a friedelina nao interferiu com a resposta migratéria induzida por
CXCL12, mas suprimiu a geracéao de IL-2 induzida por ConA. A injecao intraperitoneal
em camundongos C57BL6 com friedelina por 4 dias consecutivos nao alterou os
aspectos macro- e microscopicos do timo, nem afetou seu peso relativo. Além disso,
o perfil das diferentes subpopulagdes de timécitos permaneceram inalterados apds o
tratamento com a friedelina. Ao contrario, o tratamento com dexametasona, farmaco
referéncia, induziu atrofia timica com marcada redug¢ao tanto no numero de timécitos
quanto no peso do timo. Com base nos efeitos diretos da friedelina em células imunes,
bem como a auséncia de efeitos deletérios sobre o timo, avangamos para avaliar os
efeitos do tratamento topico com friedelina na asma. Nossos resultados revelaram que
a friedelina reduziu de forma significativa o acumulo de leucdcitos totais nas vias
aéreas dos animais asmaticos estimulados com OVA. Além disso, o tratamento com
friedelina aumentou a porcentagem de linfécitos T reguladores nas vias aéreas dos
animais asmaticos, o que pode justificar os efeitos anti-inflamatérios da friedelina. Em
conjunto, estes resultados sugerem que a friedelina mostra-se como um candidato
promissor para o tratamento da asma alérgica.

Palavras-chave: Friedelina. Asma. Linfocitos. Timdcitos. Células Treg. Inflamacao



ABSTRACT

Allergic asthma is a chronic inflammatory disease characterized by bronchial
hyperresponsiveness and abnormal airway remodeling. In this disease, the
pathogenesis is driven by an intense type 2 immune response and a diminished
population of regulatory T cells (Tregs). Currently, inhaled glucocorticoids are the first-
line therapy for asthma. However, the prolonged use of these drugs at high doses can
cause side effects and increase the risk of other pathologies. Thus, the search for
alternatives for asthma treatment is very important. Friedelin, a natural pentacyclic
triterpene, has garnered considerable attention due to its wide range of
pharmacological actions, including antitumor, anti-inflammatory, analgesic, antipyretic,
and antioxidant effects. Despite all these effects, the actions of friedelin on thymocytes
and T lymphocytes, as well as its possible anti-inflammatory mechanism of action in
experimental allergic asthma have not been explored yet. In this study, we aim to
evaluate the effects of friedelin on thymocytes and lymphocytes in vitro and in vivo, as
well as to investigate the possible anti-inflammatory mechanism of this triterpene in an
experimental model of ovalbumin-induced allergic asthma. Firstly, we confirmed that
friedelin did not alter the cell viability of thymocytes at all tested concentrations (0.1 -
100 uM). Then, we observed in vitro that friedelin increased the CXCL12-induced
migration in immature thymocytes (CD4-CD8 and CD4*CD8"), while inhibiting the
migration of CD4* thymocytes. Additionally, friedelin also reduced the production of the
cytokine IL-2 in thymocytes stimulated with concanavalin-A (Con-A). In the population
of lymphocytes obtained from axillary lymph nodes, friedelin did not interfere with the
migratory response induced by CXCL12 but suppressed the ConA-stimulated IL-2
production. The intraperitoneal injection of friedelin in C57BL6 mice for 4 consecutive
days did not induce any noticeable changes in the macroscopic aspects of the thymus,
nor did it affect its relative weight. Furthermore, the different thymocyte subsets
remained unchanged after treatment with friedelin. On the other hand, treatment with
dexamethasone, a reference drug, caused thymic atrophy with marked reduction in the
number of thymocytes and thymus weight. Based on the direct effects of friedelin on
immune cells, as well as the absence of detrimental effects on the thymus, we decided
to evaluate the effects of topical treatment with friedelin in asthma. Our results revealed
that friedelin significantly reduced the accumulation of total leukocytes in the airways
of OVA-stimulated asthmatic animals. Moreover, friedelin treatment increased the
percentage of regulatory T cells in the airways of asthmatic animals, which may justify
the anti-inflammatory effects of friedelin. Taken together, these findings indicates that
friedelin may be a promising candidate for the treatment of allergic asthma.

Keywords: Friedelin. Asthma. Lymphocytes. Thymocytes. Treg Cells. Inflammation.
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1 INTRODUGAO

A asma alérgica é uma condigao inflamatéria cronica caracterizada pela hiper-
reatividade brénquica e remodelamento anormal do tecido pulmonar, o que resulta no
comprometimento da mecéanica respiratoria (HOLGATE et al., 2015; KAMARAJ et al.,
2021; LUO et al., 2022). De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em 2019 a asma afetou aproximadamente 300 milhdes de pessoas em todo
mundo e causou 455.000 mortes. Nesse cenario, estima-se que diariamente mais de
1000 pessoas morrem devido a essa patologia. Ainda segundo a entidade, grande
parte das mortes relacionadas a asma ocorre em paises em desenvolvimento, onde
ha sérios problemas no diagnéstico e dificuldades no acesso ao tratamento da doenga
(OMS, 2019).

Inimeros trabalhos tém revelado que o desequilibrio entre a resposta imune
adaptativa de perfil T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2) desempenha um papel critico
no estabelecimento e na progressao da asma (BAI et al., 2022; LUO et al., 2022).
Nessa condigao patoldgica, os linfocitos Th2, e as citocinas relacionadas a esse perfil
imunolégico, desempenham um papel fundamental no inicio, no desenvolvimento e
no agravamento da doenga (WIEST et al., 2018).

Células do sistema imune como linfécitos e seus precursores timocitos sao
componentes importantes na fisiopatologia da asma, visto que a migragcao dessas
células e a producédo de citocinas, tal como a interleucina-2 (IL-2), sdo padrdes
observados na resposta imune associada as alergias (HONDOWICZ et al., 2016).
Logo, a avaliacdo desses eventos em células imunes revela-se crucial para a
compreensao dos mecanismos imunomoduladores e para o desenvolvimento de
farmacos antiasmaticos.

Os linfécitos T, em especial as ceélulas T reguladoras (Treg,
CD4+CD25+Foxp3+) tém atraido grande atengao devido a sua capacidade de limitar
o desenvolvimento e a progressao das doengas alérgicas (ZHANG et al., 2022; ZHU
et al., 2020). De fato, ja foi demonstrado que, em pacientes asmaticos (SUN et al.,
2021) e em distintos modelos experimentais de asma (AZEVEDO et al., 2021) ha uma
reducdo no numero e na funcionalidade dessas células, o que destaca a sua
importancia no contexto da doenca.

Mesmo com todo conhecimento acerca dos diferentes aspectos da doenca,

incluindo a disponibilidade de farmacos para o tratamento, os indicadores
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epidemioldgicos para a asma, tais como o numero de mortes e de internagdes,
permanecem elevados na populagao (JIN et al., 2016), o que sugere a necessidade
de buscar candidatos a farmacos para o tratamento da asma. Atualmente, os farmacos
disponiveis para tratar essa patologia, como os corticoides e broncodilatadores, séo
capazes de manter sob controle as manifestagdes clinicas deletérias da doenca.
Porém, um contingente relevante de paciente, cerca de 5 a 10%, sao refratarios ao
tratamento com corticoides (HENDERSON et al., 2020). Além disso, para grande
maioria dos pacientes, o uso prolongado desses farmacos ocasiona uma variedade
de efeitos adversos.

De fato, prévios estudos ja reportaram o potencial lesivo dos corticoides sobre
o timo de animais e de humanos (AHMED; SRIRANGANATHAN, 1994; CANNIZZO et
al., 2010; FUKUYAMA et al., 2011). Deste modo, a busca por novos farmacos para o
tratamento da asma que sejam efetivos e com menos efeitos deletérios sobre os
orgaos linfoides torna-se importante. Logo, os produtos naturais se mostram como
fonte para a obtencao de farmacos relevantes, seja pela sua diversidade quimica, ou
mesmo pela sua disponibilidade. Dentre os produtos naturais, os triterpenos séo
moléculas amplamente encontradas no reino vegetal, em especial nos frutos, folhas e
cascas de plantas medicinais (HILL e CONNOLLY, 2013).

Na ultima década, diversos trabalhos evidenciaram as multiplas propriedades
farmacoldgicas dos triterpenos, em especial da friedelina. Esse triterpeno pentaciclico
natural ja teve descrito seus efeitos antitumorais (SUBASH-BABU; LI; ALSHATWI,
2017), anti-inflamatorios, analgésicos e  antipiréticos (ANTONISAMY;
DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011), além de suas atividades vasodilatadoras
e antioxidantes (SUNIL et al., 2013). No entanto, apesar dessa diversidade de efeitos
farmacoldgicos, até o momento, ndo ha estudos que reportam os efeitos da friedelina
sobre timécitos e linfécitos, ou mesmo o seu impacto em doencgas imunoinflamatarias,
tal como a asma.

Portanto, no presente trabalho, avaliou-se os efeitos diretos da friedelina sobre
a timécitos e linfocitos in vitro. Além disso, investigou-se também o potencial anti-

inflamatdério desse triterpeno no modelo de asma alérgica experimental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Asma: aspectos gerais e epidemiolégicos

A organizacdo Global Initiative of Asthma (GINA) define a asma como uma
doenca heterogénea, caracterizada por inflamagao crénica das vias aéreas, que
acarreta sintomas respiratorios, como chiado, falta de ar, aperto no peito e tosse, que
variam no tempo e na intensidade, juntamente com limitagdes variaveis do fluxo
respiratorio (GINA, 2023). O perfil complexo da doenga decorre da interagdo entre
fatores ambientais e genéticos, levando a uma variedade de formas clinicas, que
engloba hiper-reatividade brénquica, comprometimento da fungado respiratoria e
remodelamento anormal das estruturas pulmonares (PAVON-ROMERO et al., 2021).

De acordo com estudos divulgados pela OMS, projeta-se que no ano de 2025
0 numero de pessoas acometidas por asma em todo o mundo possa chegar a 400
milhdes. Além disso, a asma é responsavel por causar cerca de 455.000 obitos por
ano, com estimativas de mais de 1000 mortes diarias devido as complicagcbes
decorrentes dessa patologia. Vale registrar que a maior parte dessas mortes ocorre
em paises em desenvolvimento, onde o acesso ao diagndstico e ao tratamento da
asma é limitado (OMS, 2019).

No Brasil, a asma afeta cerca de 20 milhdes de pessoas, resultando em uma
prevaléncia estimada de 4,5% a 8,5%, e de forma especifica, entre adolescentes, esse
indice alcanca cerca de 18,5% (ATHANAZIO et al., 2022; PITCHON et al., 2020; SOLE
et al., 2015). Diante desse cenario, o Brasil figura como o quinto pais com maior
prevaléncia dessa enfermidade no mundo (TO et al., 2012). Adicionalmente, a asma
constitui uma das principais razées para internagées no ambito do SUS, resultando
em aproximadamente 2,3% do total de internacdes. Especificamente entre criangas e
adultos jovens, a asma assume a posicdo de terceira causa mais frequente de
internagcdes, abrangendo aproximadamente 5,7% dos casos (NAKAMUTA et al.,
2023). Em alagoas, segundo dados do DATASUS e de estudo recentes, cerca de 3
mil casos de internag¢des foram notificados no periodo de 5 anos (2017-2021), o que
resultou em 26 obitos (PACHECO et al., 2022).

Em conjunto, esses indicadores epidemiolégicos indicam que a asma figura
como uma das patologias mais comuns no Brasil e no mundo e um importante
problema de saude publica em nivel global (OMS, 2019; MASOLI et al., 2004).
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Estes registros mostram a abrangéncia global da asma, principalmente por
afetar individuos de todas as faixas etarias e independente de género. Por conta disso,
a asma causa uma série de problemas financeiros e sociais. Embora esses numeros
possam variar significativamente de pais para pais, estima-se que o custo médio anual
por paciente, englobando toda a populagdo asmatica na Europa, seja de
aproximadamente US$ 1.900. Esse valor aparenta ser menor se comparado a média
estimada nos Estados Unidos, que é de cerca de US$ 3.100 (NUNES; PEREIRA,;
MORAIS-ALMEIDA, 2017). Modelos matematicos permitem projetar que a asma nao
controlada custara a economia dos EUA cerca de US$ 300 bilhdes até 2038 apenas
em custos médicos diretos. Esse valor pode aumentar de forma substancial para cerca
de US$ 963 bilhdes se for considerado os custos indiretos, como a perda de
produtividade no trabalho, por exemplo (YAGHOUBI et al., 2019). No brasil, a maior
parte dos recursos financiados pelo sistema unico de saude (SUS) e pelos pacientes
e seus familiares sao destinados para internagdes e medicamentos (STIRBULOV et
al., 2016).

Além dos danos financeiros, ha diversos problemas sociais associados a asma.
A hospitalizagdo devido a complicagdes da asma acarreta um consideravel nimero
de auséncias escolares e laborais, 0 que pode ter um impacto negativo no
desempenho académico, profissional e nas interagdes sociais dos pacientes
(BOUSQUET et al.,, 2005; NUNES; PEREIRA; MORAIS-ALMEIDA, 2017). Em
conjunto, esses fatores indicam a importancia de estudos que visem buscar
alternativas terapéuticas para asma, bem como para melhor entender a fisiopatologia

dessa doenca.

2.1.1 Fisiopatologia da asma: células e eventos envolvidos

O processo de sensibilizagao é o primeiro evento no desenvolvimento da asma,
e ocorre quando células do sistema imunoldgico reconhecem um alérgeno e
desencadeia uma resposta imune especifica.

Diversos fatores podem induzir a resposta alérgica, sendo os alérgenos mais
comuns o acaro, polen, pelos de animais, fungos, poluentes ambientais e alguns
alimentos. Esses fatores ativam as células epiteliais alveolares, que por sua vez
secretam citocinas e quimiocinas capazes de mediar o recrutamento de células

imunes para o local afetado, especialmente as células dendriticas (DCs, do inglés,
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Dendritic Cells). Vale ressaltar que muitos alérgenos relacionados a asma exibem
propriedades enzimaticas que os permitem ultrapassar a barreira epitelial para
interagir diretamente com as DCs da mucosa (MORIANOS; SEMITEKOLQOU, 2020).

As DCs desempenham um papel crucial na iniciacdo e propagagao da resposta
alérgica na asma. Essas células possuem receptores especificos em suas
membranas celulares capazes de reconhecer e capturar antigenos/alérgenos
estranhos e agentes infecciosos presentes nas mucosas. Apos o reconhecimento dos
alérgenos, as células dendriticas realizam a fagocitose, o processamento e a
apresentagao dos antigenos na membrana por meio das moléculas do Complexo
Principal de Histocompatibilidade de Classe I (MHC |Il, do inglés Major
Histocompatibility Complex) (MORIANOS; SEMITEKOLOU, 2020).

Em seguida, as DCs migram para os linfonodos locais, onde ocorre a interagao
com os linfocitos T CD4+ virgens por meio do receptor de células T (TCR, do inglés,
T-cell receptor), do MHC classe Il e de moléculas coestimuladoras. No contexto
alérgico, essa interacdo ocorre na presenga das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, que
favorecem a diferenciacao dos linfocitos T para o perfil de resposta Th2, que, por sua
vez, migram para o local da inflamagéo, onde, apés o desafio com o alérgeno,
produzem citocinas pro-alérgicas, como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 (HOLGATE et
al., 2015b) (figura 1). Em especial, a citocina IL-2 desempenha um papel importante
na asma, por estar envolvida na diferenciacdo e na funcao dos linfécitos T do perfil
Th2 (COTE-SIERRA et al.,, 2004). Além disso, estudos indicam que essa citocina
interfere com a translocagao nuclear do receptor de glicocorticoide, diminuindo a agao
anti-inflamatoéria desses farmacos (KANAGALINGAM et al., 2019).
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Figura 1 — Interacdo das células dendriticas com linfécitos T no ambiente asmatico

favorece a diferenciagao dos linfocitos para o perfil de resposta Th2
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Resumidamente, as células dendriticas reconhecem os alérgenos, realizam a fagocitose e apresentam
os antigenos na membrana. Em seguida, migram para os linfonodos locais e interagem com os
linfécitos T CD4+ virgens, levando a diferenciagdo desses linfécitos T para o perfil de resposta Th2. Os
linfécitos T Th2, por sua vez, migram para o local inflamado e produzem citocinas pré-alérgicas, como

IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. FONTE: Adaptado de HOLGATE et al., 2015.
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Recentemente, as células linfoides inatas do tipo 2 (ILCs, do inglés Innate
lymphoid cells) ttm emergido como importantes células no contexto asmatico. Um
conjunto de evidéncias cientificas vém indicando que essas células sado capazes de
produzir uma variedade de citocinas e mediadores inflamatorios capazes de modular
a resposta imune na asma alérgica (MASPERO et al., 2022).

Dentre as moléculas liberadas pelos linfocitos T e pelas ILCs, as citocinas IL-5
e IL-9 séo essenciais para promover eosinofilia tecidual e hiperplasia de mastdcitos,
enquanto a IL-13 estimula a hiperproducédo de muco. Além disso, as citocinas do tipo
Th2 também agem diretamente sobre os linfocitos B, promovendo a producdo de
anticorpos do tipo IgE. Essas imunoglobulinas se ligam nos receptores de alta (FceRlI)
e baixa (FceRIl ou CD23) afinidade em mastocitos, basofilos e eosindfilos, preparando
essas células para uma resposta imediata e intensificada nas préximas exposi¢coes ao
alérgeno (MORIANOS; SEMITEKOLOU, 2020; PAVON-ROMERO et al., 2021).

De fato, apos a fase de sensibilizagcao, os principais sintomas clinicos da asma
alérgica ocorrem devido a exposi¢des subsequentes do individuo aos mesmos
alérgenos. Isso resulta em uma resposta broncoconstritora precoce, que dura de 5 a
90 minutos, causada pela agdo da histamina, prostaglandina D2 e leucotrieno C4
(LTC4) produzidos por mastécitos e eosindfilos que foram desgranulados de forma
dependente de IgE. Apds essa reposta aguda, ocorre uma resposta de fase tardia que
evolui ao longo de 3 a 12 horas, e esta ligada ao recrutamento e a ativagéo de
eosindfilos, neutréfilos e células mononucleares, que produzem mediadores
responsaveis por exacerbar a resposta inflamatéria e a responsividade das vias
aéreas (HOLGATE et al., 2015).

Sabe-se que mediadores como histamina, leucotrienos, proteina basica
principal (MBP, do inglés Major Basic Protein), IL-4 e IL-13 estdo diretamente
envolvidas na hiper-reatividade das vias aéreas. Em especial, ja foi evidenciado na
literatura que os leucotrienos tém a capacidade de aumentar a responsividade
pulmonar e causar hipertrofia da musculatura lisa tanto em individuos saudaveis
quanto em pacientes asmaticos (GUNDEL; LETTS; GLEICH, 1991).

A cronicidade desses eventos inflamatérios leva ao remodelamento das vias
aeéreas, com hiperplasia das células caliciformes e a consequente maior produgao de
muco, além do aumento da deposi¢cao de colageno e da angiogénese subjacente ao
epitélio. Adicionalmente, ja foi evidenciado, em pacientes asmaticos, um aumento da

massa muscular lisa das vias aéreas. Em conjunto, essas alteragdes no
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microambiente pulmonar acarreta um comprometimento da mecanica respiratéria e o
aparecimento dos principais sintomas intermitentes da asma, incluindo, dispneia,
tosse e aperto no peito, em combinagdo com obstrugao respiratoria variavel das vias
aéreas (HOLGATE et al., 2015).

A figura a seguir evidencia as diferengas estruturais do tecido pulmonar de um

paciente asmatico comparado com um individuo ndo acometido com a doenca.

Figura 2 — Modificagbes histopatoldgicas das vias aéreas no contexto da asma
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Corte transversal de uma via aérea asmatica (1) comparada com uma via aérea normal (2). (1) Vias
aéreas normais, com todas as estruturas preservadas e sem infiltrado inflamatério (2) No pulméo
asmatico é possivel evidenciar um macico infiltrado inflamatério, que mais frequentemente consiste em
eosindfilos ativados, mastécitos e linfécitos T. Além disso, pode-se observar um remodelamento
tecidual com metaplasia da mucosa, aumento do musculo liso (Sm), fibrose e angiogénese subepitelial.

Ep: Epitélio; Bm:membrana basal. FONTE: HOLGATE et al., 2015.

Ao longo do tempo, uma série de estudos tem contribuido para o entendimento
dos mecanismos fisiopatoldgicos da asma, sendo os modelos animais uma ferramenta

essencial nesse processo. Dentre esses modelos, o modelo de asma alérgica induzida
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por ovalbumina (OVA) tem desempenhado um papel crucial na compreensao da
fisiopatologia da doenga e na busca por novos farmacos antiasmaticos. O uso de
modelos animais em pesquisa tem a capacidade de reproduzir caracteristicas-chave
da asma observadas em seres humanos, permitindo uma investigagao aprofundada
dos seus mecanismos subjacentes (AZMAN et al., 2021). A figura a seguir ilustra os
mecanismos patofisiolégicos que ocorrem no modelo experimental, os quais sao

semelhantes aos observados na asma humana.

Figura 3— Eventos imunoldgicos envolvidos na fisiopatologia da asma
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(1) Sensibilizagao: inicialmente, as células dendriticas processam e apresentam o antigeno as células
T CD4+, que subsequentemente polarizam em linfécitos Th2 por meio citocinas de perfil Th2
(principalmente IL-4). As células Th2 secretam grandes quantidades de citocinas (IL-4, IL-5 e IL-13),
que por sua vez, ativam as células B a secretarem anticorpos do tipo IgE, que é reconhecida pelos
receptores FceRl nos mastdcitos, basdfilos e eosindfilos. (2) Reexposicao/desafio: mastocitos e
basodfilos sensibilizados (dotados de anticorpos IgE contra o alérgeno) reconhecem diretamente os
antigenos e sofrem degranulagéo, que libera aminas vasoativas (histamina), mediadores lipidicos
(prostaglandinas, leucotrienos), quimiocinas e outras citocinas. Esses mediadores, por sua vez,
recrutam os eosindfilos, neutrofilos e células mononucleares, induzem a diferenciagcdo de mastdcitos,
a hipersecreg¢do de muco e apoptose de células epiteliais pulmonares. FONTE: Adaptado de AZMAN
et al., 2021
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2.1.2 Resposta celular na asma

Diversos tipos celulares estdo envolvidos na patogénese e progressao da
asma, incluindo mastocitos, basoéfilos, macréfagos, eosinofilos, células epiteliais
alveolares, neutrofilos, células dendriticas e linfécitos. As interagdes entre essas
células e os distintos mediadores por elas produzidas perpetuam a resposta
inflamatdéria (HAMID et al., 2003).

Dentre essas células, os linfocitos T desempenham um papel crucial na
resposta imune alérgica e no desenvolvimento da asma. Dependendo das citocinas
que produzem e das fungdes imunoldgicas que desempenham, as células T podem
ser categorizadas em quatro subtipos: (1) Células Th1, que secretam interferon gama
(IFN-vy); (2) Células Th2, produtoras de IL-4; (3) Células Th17, que produzem IL-17; e
(4) Células T reguladoras CD4+CD25+FOXP3+ (Tregs), produtoras de interleucina 10
(IL-10) e fator transformador de crescimento beta (TGF-B, do inglés, Transforming
Growth Factor beta). Cada subtipo de linfécito T exerce um papel distinto na regulacao
da resposta imune e na progressédo da asma (ZAROBKIEWICZ et al., 2021).

Os linfécitos T do perfil Th2 tém um papel significativo, pois produzem citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-13, que favorecem a troca de classe de anticorpos para IgE nas
células B, além de mediar o recrutamento de eosindfilos, neutrofilos e a producéo de
muco. Por outro lado, os linfécitos T do perfil Th1 estdo envolvidos na producéo de
IFN-y, que estimula a ativagdo de macrofagos e promove respostas imunoldgicas
mediadas por células (LUO et al., 2022).

Outro perfil celular importante no contexto da asma séao os linfécitos Th17. O
aumento do numero dessas células estd associado ao aumento de IL-17 no
microambiente pulmonar, o0 que parece estar relacionado com a resisténcia ao
tratamento com corticoides. Além disso, os linfécitos Th17 promovem neutrofilia e uma
reducao no numero de células T reguladoras no sitio inflamatério (LUO et al., 2022c).

Os linfécitos T reguladores, por sua vez, desempenham fungdes relacionadas
a supressido da resposta imune. As células desse perfil produzem citocinas anti-
inflamatérias, como IL-10 e TGF-B, que regulam negativamente as fungdes das
células imunes inatas e adaptativas (DURRANT; METZGER, 2010). Esses diferentes

perfis de células sédo evidenciados na figura 4.
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Figura 4 — Diferentes subpopulagées de linfocitos T estdo envolvidas na patogénese

da asma alérgica
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Os linfécitos T podem apresentar diferentes perfis de tipos de respostas imunoldgicas, dependendo do
padrao de citocinas presentes no microambiente no momento de sua ativagao.

De fato, a interagdo entre os perfis de linfocitos T e seu papel na etiologia e
severidade da asma revelaram que o desequilibrio entre as respostas imunes do tipo
Th1/Th2 é um fator significativo para a progressdao da doenca. No entanto, é
importante ressaltar que a desregulagao dos linfécitos T na asma né&o se limita apenas
as respostas do tipo Th1/Th2 (JI et al., 2014; LLOYD; HESSEL, 2010).

Estudos tém revelado a importancia do desequilibrio entre as respostas dos
linfocitos T do perfil Th17 e dos linfocitos T reguladores (Tregs). Tanto em pacientes
asmaticos quanto em modelos experimentais da doenga foi observado um aumento
no numero de células Th17 e uma diminuigdo no numero de células Tregs (LIN et al.,

2020). Portanto, a busca por estratégias capazes de modular essas células torna-se
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importante no tratamento da asma, especialmente em pacientes nao responsivos aos

corticoides convencionais.

2.1.3 Linfécitos T reguladores

As células T reguladoras (Tregs) desempenham um papel importante na
regulacédo da resposta imunoldgica. Essas células sdo caracterizadas por expressar
os receptores de membrana CD4 e CD25, além do fator de transcrigdo FOXP3
(FOXP3, do inglés, Forkhead Box Protein P3) (CD4+CD25+Foxp3+). As Tregs
suprimem a ativagdo de outras células do sistema imune, como células T efetoras,
células B e células dendriticas, e, assim, desempenham uma fung¢ao crucial na
manutencdo da tolerdncia imunolégica e na regulacdo de respostas imunes
exacerbadas (CHERU; HAFLER; SUMIDA, 2023; KEMPKES et al., 2019).

Essas células podem ser encontradas em diversos 6rgaos periféricos, tais
como pele, intestino, tecido adiposo e pulm&o. A presenga dessas células no
microambiente desses 6rgaos permite a regulagéo ativa de processos inflamatorios,
0 que promove a homeostasia tecidual (MALKO; ELMZZAHI; BEYER, 2022;
PANDURO; BENOIST; MATHIS, 2016).
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Figura 5 - As células Treg residem em diferentes 6rgaos e tecidos
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Os linfocitos T reguladores podem ser encontrados em diversos érgaos, onde desempenham papeis
importante na modulagéo da resposta imune. FONTE: adaptado de MALKO; ELMZZAHI; BEYER, 2022.
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As células Tregs desempenham um papel crucial em diversos processos
bioldgicos e suas fungdes anti-inflamatérias tém um impacto positivo em doengas
autoimunes e alérgicas. Elas possuem a capacidade de regular a resposta imune de
forma abrangente, modulando os diferentes tipos de respostas associadas a essas
células. No entanto, € importante ressaltar que, em certas condigdes, as células Tregs
podem ter efeitos prejudiciais, especialmente no contexto do céancer. Nessas
situacdes, os efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores das células Tregs podem
suprimir a resposta imune contra o tumor, favorecendo a progresséo tumoral e a
formacao de metastases (KOS et al., 2022; OH; HONG; YUN, 2019).

A modulagao sobre o sistema imunoldgico realizada por esse tipo celular ocorre

por meio da expressdao de moléculas supressoras, como PD-1 (do inglés,
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Programmed cell death protein 1), CTLA-4 (do inglés, Cytotoxic T-lymphocyte protein
4) e CD39, que inibem diretamente a funcdo e maturagdo das células dendriticas.
Adicionalmente, essas células também produzem uma série de citocinas anti-
inflamatdrias, tais como IL-10, TGF-B e IL-35, as quais podem agir em células da
imunidade inata, diminuindo suas fung¢des efetoras. Um outro mecanismo consiste na
inibicao direta sobre as células T efetoras é por meio da indugéo de citélise utilizando
granzima (KOS et al., 2022; OHUE; NISHIKAWA, 2019).

Figura 6 — Mecanismos imunomoduladores mediados por células T reguladoras
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As Tregs apresentam diversos mecanismos imunomoduladores: (a) Produgdo de citocinas anti-
inflamatérias e fatores de crescimento, tais como IL-10 e TGF-b, respectivamente; (b) Produgéo de
proteases (granzimas e perfurinas), que induzem a citdlise de linfocitos T efetores.; (c) Indugéo de
alteracbes metabdlicas em células imunes; (d) Inibicdo direta da funcdo e maturagdo das células
dendriticas. FONTE: Adaptado de VIGNALI, COLLISON E WORKMAN, 2008.

As ceélulas T reguladoras podem ser categorizadas em células Treg
naturais/timicas (nTregs) e células Treg induzidas perifericamente (iTregs). As células
nTreg sao originadas no timo como uma subpopulagédo de células T funcionalmente
maduras, onde adquirem fungdo imunossupressora mediante a expressdo do

marcador de superficie CD25 e do fator de transcricio FOXP3. Durante esse
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processo, o fator de crescimento TGF-f3 e a citocina IL-2 no microambiente timico sao
essenciais no desenvolvimento dessas células. Ja foi evidenciado, por exemplo, que
camundongos deficientes para os receptores de ambas as moléculas apresentaram
uma deplecdo completa das células Treg (LI; ZHENG, 2015; LIU et al., 2008).

Por outro lado, na periferia, modificagdes epigenéticas nos linfécitos T,
permitem que essas células se adaptem e modifiqguem seus perfis efetores
especificos. Nesse contexto, determinados estimulos, como TGF- ou acido retindico
podem determinar a diferenciacdo de células T naives em células iTregs (OHUE;
NISHIKAWA, 2019). Logo, seguindo estes achados, os linfocitos T reguladores que
se encontram presentes nas vias aéreas e pulm&o no contexto asmatico podem ter
origem tanto do timo quanto da diferenciagao periférica de outros linfocitos T
(CUROTTO DE LAFAILLE; JUAN LAFAILLE, 2009).

Figura 7 — As células Treg FOXP3+ podem ser originadas no timo ou na periferia
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Origem das células T reguladoras. As nTregs séo diferenciadas no microambiente timico e migram para
os tecidos periféricos. As iTregs, por sua vez, diferenciam-se a partir de células T CD4+ naive em
tecidos periféricos (6rgaos linfoides secundarios ou tecidos). Dessa forma, o pool de células T
reguladoras presente nos tecidos compreende tanto as células nTregs quanto as células iTregs.
FONTE: Adaptado de CUROTTO DE LAFAILLE; JUAN LAFAILLE, 2009
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No contexto da asma, as Tregs produzem e liberam IL-10, TGF- B e IL-35, que
em conjunto podem inibir as fungdes e a ativagao de linfocitos T dos perfis th1 e th2,
bem como dos linfocitos B, reduzindo a produgéo de anticorpos do tipo IgE. Além da
producdo de citocinas, as Tregs também sdo capazes de produzir enzimas, como
granzimas e perforinas, que desencadeiam a morte de linfécitos. Conforme observado
na figura abaixo (figura 8), é interessante apontar que esses eventos celulares nao
sao especificos apenas em linfécitos, mas também sdao empregados em outras células
efetoras, tais como mastécitos, eosindfilos e basofilos, inibindo essas células e, em

ultima instancia, reduzindo os sintomas classicos dessa doenca (KHAN, 2020).

Figura 8 — Funcdes das células T reguladoras no contexto da asma alérgica
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Os linfécitos T podem agir modulando as fung¢des de diversas células efetoras na asma. A produgéo de
mediadores anti-inflamatérios e fatores de crescimento podem inibir as funcées de linfécitos T e B, além
de mastocitos, eosindfilos e basdfilos. Em conjunto, essa imunomodulagdo promovida pelas células
Treg reduzem o quadro inflamatério e os consequentes sintomas classicos da asma. FONTE: Adaptado
de (KHAN, 2020)
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Um conjunto de evidéncias vem indicando que a modulagdo no numero e na
funcdo das células Treg pode ter um impacto importante no tratamento da asma.
Estudos em modelos pré-clinicos ja evidenciaram que a deplegdo dessas células no
modelo de asma esta associada com a exacerbagdo do quadro asmatico (KHAN,
2020). Por outro lado, ainda em modelos experimentais, a transferéncia ativa de
células Treg em animais asmaticos atenua a asma alérgica induzido por OVA
(KEARLEY; ROBINSON; LLOYD, 2008). Adicionalmente, pacientes asmaticos
apresentam uma diminuigdo na expressao do fator de transcricdo FOXP3 no tecido
pulmonar (PROVOOST et al, 2009), além de uma consideravel redugdo na
porcentagem de células Tregs no lavado broncoalveolar. Outras abordagens ja
observaram que as células Treg coletadas de pacientes asmaticos possui uma
capacidade reduzida em suprimir a proliferacdo e a produgao de citocinas por
linfécitos T em modelos experimentais in vitro (HARTL et al., 2007). Esses achados,
além de evidenciar a importancia dessas células no contexto da doenga, indicam que
a sua modulagao pode ser um alvo terapéutico importante no controle da asma.

Nesse sentido, terapias que atuem modulando o numero e/ou as fungdes das
células Tregs podem ser interessantes no controle da fisiopatologia da asma,
especialmente nos casos de asma grave resistente ao tratamento com corticoides
(KHAN, 2020). De fato, diversos estudos tém demonstrado que o aumento da
quantidade dessas células nas vias aéreas, por meio do uso de moléculas de origem

natural, pode proporcionar efeitos antiasmaticos significativos.

2.2 Tratamento da asma

Atualmente, o tratamento da asma compreende principalmente o uso de
farmacos anti-inflamatorios (GINA, 2023), por meio do uso de corticoides inalatorios
ou sistémicos, broncodilatadores (2-agonistas de curta ou longa duragdo e
antagonistas dos receptores de leucotrienos (WOJCIK-PSZCZOt A et al., 2023). Além
desses farmacos, o uso de anticorpos especificos tem revelado resultados favoraveis
para o controle da doencga. Atualmente os anticorpos disponiveis no mercado para o
tratamento da asma incluem o omalizumabe, um anticorpo monoclonal que se liga
seletivamente a IgE de origem humana e é utilizado para tratar a asma alérgica grave
em pacientes maiores de 6 anos de idade (BUHL, 2005; HENRIKSEN et al., 2020).

Além desse, ha anticorpos monoclonais anti-IL-5 (mepolizumab, reslizumab e
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benralizumab) e anti-IL-4 (Dupilumab) que também sao utilizados no controle dos
sintomas da doenca (RIDOLO et al., 2020; WALSH, 2020).

O tratamento da asma tem carater progressivo dependendo da gravidade dos
sintomas e da responsividade dos pacientes ao tratamento. Entretanto, mesmo em
condicdes de sintomas leves, o uso de corticoides inalatérios sempre € levado em
consideragao (GINA, 2023). J&4 em pacientes com asma grave, recomenda-se a
administragdo de corticosteroide inalatério com farmacos [-agonistas de longa
duracdo em alta dose, associada a terapias adjuvantes, incluindo o uso de brometo
de tiotropio, anti-IgE, anti-IL-4 e anti-IL-5 (GINA, 2023; RIDOLO et al., 2020)).

Assim, os corticoides consistem na principal classe de farmacos utilizados em
todas as fases do tratamento da asma. O primeiro uso de corticosteroide para tratar a
exacerbacado aguda da asma foi em 1956 (HUANG et al., 2023). A descoberta dos
efeitos anti-inflamatodrios dessas moléculas foi um marco importante, e foi seguido por
significativos avangos na modificacdo quimica das moléculas, resultando em uma
ampla variedade de formulagdes disponiveis (ALANGARI, 2014). A figura abaixo

ilustra alguns exemplos de corticoides.

Figura 9 — Exemplos de corticoides e suas respectivas estruturas moleculares
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Nota-se que a estrutura-base € constante nos diferentes tipos de corticoides, mas as modificagbes em
regides especificas causam alteragdes significativas na funcdo, estabilidade e na degradacao
bioquimica dessas moléculas. A budesonida, por exemplo, é faciimente degradada apds absorgao
venosa, enquanto a dexametasona €& mais estavel em niveis sistémicos. FONTE: Adaptado de
INAGAKI; NAGAI, 2001.
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Mecanisticamente, os corticosteroides agem suprimindo multiplos genes
inflamatdrios a partir de sua ligagao a receptores intracelulares especificos. O receptor
de glicocorticoide (GR, do inglés glucocorticoid receptor) presente no citoplasma atua
com um fator de transcrigdo. Assim, uma vez que essas moléculas se ligam a esses
receptores, o complexo GR-corticoide sofre translocacao do citoplasma para o nucleo
e regula a expressdo génica de duas maneiras: (1) Medeia a transcricdo génica
diretamente, por meio da ligagdo em suas regides promotoras no DNA; (2) Inibe a
transcricdo de determinados genes, mediante interagdo com outros fatores de
transcricéo, tal como NF-kB. Nesse sentido, esse evento acarreta tanto a transcricéo
de genes anti-inflamatoérios, quanto a supressao de genes proé-inflamatérios (INAGAKI;
NAGAI, 2001).

Figura 10 — Mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos anti-inflamatorios dos
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Os corticoides se ligam aos receptores GR, que por sua vez, transloca para o nucleo para mediar
positivamente a expressao de genes anti-inflamatoérios e inibir a expressao de genes pré-inflamatoérios.
FONTE: Adaptado de INAGAKI; NAGAI, 2001.

Com o resultado da acao dos GC, observa-se uma redugao no recrutamento e
ativacao de células efetoras no sitio inflamatdrio, incluindo linfécitos T, eosindfilos,
mastocitos, basofilos, células epiteliais alveolares, neutréfilos, macrofagos e células
dendriticas. Essa redugdo nos parametros celulares e moleculares da resposta
inflamatdria contribuem significativamente para a diminuigdo do quadro asmatico
(BARNES, 2006).
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No entanto, apesar da importancia e eficacia desses farmacos, o seu uso
prologado esta associado com diversos efeitos colaterais, incluindo o surgimento de
osteoporose, diabetes, obesidade, glaucoma, catarata, retardo de crescimento e
hipertensdo (HUANG et al., 2023; RAMAMOORTHY; CIDLOWSKI, 2016). Além disso,
pacientes submetidos ao uso de altas doses desses medicamentos podem
desenvolver transtornos psiquiatricos, incluindo depressao, psicose, irritabilidade e
ansiedade (PRETORIUS, 2004; THIBAUT, 2019). Outrossim, o uso desses farmacos
pode causar sérios danos nos orgaos linfoides primarios e secundarios, em especial
no timo. Um conjunto de evidéncias vem indicando que o tratamento com
dexametasona, por exemplo, pode reduzir o peso e a celularidade do timo de
camundongos e de bezerros (CANNIZZO et al., 2010; FUKUYAMA et al., 2011).

Além desses efeitos adversos associados aos corticoides, os pacientes em
terapia prolongada podem desenvolver resisténcia tecidual especifica a esses
farmacos (YAGHOUBI et al., 2019). Estudos indicam que os efeitos das terapias
disponiveis ndo sao eficientes para 5 a 10% dos pacientes com asma grave, ou seja,
uma grande quantidade de pessoas no mundo, cerca de 15 a 30 milhdes, ndo séo
responsivos aos tratamentos com os estroides disponiveis, o que acarreta ma
qualidade de vida, além do aumento da morbidade e mortalidade desses pacientes
(HENDERSON et al., 2020; YANG et al., 2022).

Em conjunto, esses fatos indicam a necessidade de buscar alternativas para

ampliar as opgdes de farmacos disponiveis para o controle da asma.

2.2.1 Estudos clinicos no contexto da asma alérgica

Diversos estudos clinicos tém sido conduzidos com o objetivo de explorar
terapias mais eficazes e seguras que possam complementar ou até mesmo servir com
alternativas para o tratamento da asma (BEZERRA; PINHEIRO; BARRETO, 2022;
BLEECKER et al., 2016). Especialmente, alguns desses estudos tém se concentrado
em explorar o potencial dos produtos naturais para o manejo dessa condigéo
respiratoria.

Nesse cenario, em um trabalho realizado por Manarin e colaboradores (2019),
foi evidenciado que o tratamento com raizes em pé de Curcuma longa L foi capaz de
melhorar o quadro asmatico em criangas e adolescentes com asma moderada e

grave. Os resultados do estudo clinico indicaram que o uso desse produto natural esta
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associado a um melhor controle da doenca apdés 3 e 6 meses, reduzindo a frequéncia
de despertares noturnos dos pacientes e diminuindo a necessidade de uso de
broncodilatadores (MANARIN et al., 2019).

Adicionalmente, em um estudo randomizado, duplo-cego e controlado por
placebo, Koshak e colaboradores (2017) demonstraram que a suplementagdo com o
oleo de Nigella sativa L. — produto natural utilizado como suplemento alimentar ou
fitoterapico para uma variedade de doencgas inflamatérias —promoveu uma melhora
significativa no controle da asma em pacientes adultos (homens e mulheres, 18 — 65
anos). Foi evidenciado uma normalizagéao da eosinofilia sanguinea, acompanhada de
uma melhora na fungao pulmonar dos participantes apos o uso desse produto natural
(KOSHAK et al., 2017). Outrossim, em outro estudo clinico, o monoterpeno 1.8-cineol
(eucaliptol), constituinte majoritario do éleo de eucalipto, foi caracterizado por possuir
efeitos anti-inflamatérios em pacientes asmaticos (JUERGENS et al., 2003).

Em conjunto, esses estudos clinicos refletem o interesse de diversos grupos de
pesquisas em diferentes partes do mundo em explorar alternativas promissoras para
o tratamento da asma, e nesse cenario, os produtos naturais tém se mostrado como

uma opcgao importante na busca por novos candidatos a farmacos.

2.3 Produtos naturais

Os produtos naturais tém sido amplamente utilizados no tratamento de varias
doencgas e condicdes medicas desde tempos imemoriais. Essas substancias, obtidas
a partir de fontes naturais como plantas, animais e micro-organismos, sao
caracterizadas como uma importante ferramenta cientifica para a descoberta de novos
compostos bioativos (CALIXTO, 2019).

Atualmente, ha wuma estimativa que, em paises industrializados,
aproximadamente 60% dos farmacos disponiveis sdo de origem natural ou deles
derivados (MATHUR; HOSKINS, 2017). Para se ter uma ideia, o estudo de Newman
e Cragg (2019) demonstrou a quantidade de produtos naturais incluidos formalmente
como medicamentos aprovados pela FDA (do inglés, Food and Drug Administration)
entre 1981 e 2019. Eles demonstraram que, no periodo avaliado, o FDA aprovou 1.881
medicamentos. Desse total, 71 (3,8%) eram produtos naturais inalterados, 356
(18,9%) eram derivados de produtos naturais, 346 (18,4%) eram macromoléculas

bioldgicas (usualmente proteinas, peptideos), e 447 (22,5%) eram drogas sintéticas,
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mas com estruturas que mimetizam moléculas de origem natural (NEWMAN; CRAGG,
2020). Isso indica a importancia dos produtos naturais no desenvolvimento e na
expansao de farmacos disponiveis.

Como exemplos de medicamentos provenientes de produtos naturais que sdo
globalmente comercializados podemos destacar: sinvastatina e atorvastatina (agentes
anticolesterolémicos), captopril € enalapril (agentes anti-hipertensivos), ciclosporina A
e rapamicina (agentes imunossupressores), taxol e docetaxel (agentes antitumorais),
penicilina, eritromicina, amoxicilina e estreptomicina (agentes antibidticos e
antifungicos) (BUTLER, 2004; CALIXTO, 2019; MATHUR; HOSKINS, 2017).

Os produtos naturais sao dotados de caracteristicas especificas que conferem
vantagens importantes no processo de descoberta de farmacos. Em geral, essas
substancias apresentam massa molecular elevada, maior numero de oxigénio em sua
estrutura e maior quantidade de doadores e receptores de ligagcdes de hidrogénio em
comparagao com as moléculas sintéticas (ATANASQV et al., 2021). Um outro aspecto
importante relacionado aos produtos naturais é a sua diversidade quimica, o que
proporciona uma ampla gama de possibilidades terapéuticas (MATHUR; HOSKINS,
2017). Em conjunto, essas propriedades permitem que essas moléculas atuem em
diversos alvos no organismo, modulando processos metabdlicos, eventos celulares e
vias de sinalizagao celular.

Os produtos naturais podem ser agrupados em diversas classes, de acordo
com as caracteristicas das suas estruturas moleculares e vias metabdlicas envolvidas
em sua sintese. Dentre os grupos com ampla agao farmacoldgica pode ser destacado
os terpenos, pois compdem a maior familia de metabdlitos secundarios nas plantas
(HUANG et al., 2022).

2.3.1 Terpenos e triterpenos: Estrutura e Fungoes

Os terpenos englobam mais de 40.000 moléculas quimicamente caracterizadas
(HUANG et al., 2022). Essas moléculas sédo constituintes essenciais de todas as
células vivas ou organismos multicelulares, incluindo bactérias, archaea, protistas e
eucariotos. Em plantas, os terpenos atuam majoritariamente como metabdlitos
secundarios e desempenham fung¢des importantes na defesa contra predadores, na
atragao de polinizadores e na protegao contra patégenos. Estudos vém evidenciando

que essa classe de moléculas possui uma vasta gama de propriedades
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farmacoldgicas relevantes, representando uma fonte rica de compostos com potencial
terapéutico e farmacoldgico (TETALI, 2019).

Em termos de estrutura quimica, os terpenos sdo moléculas compostas por
unidades monoméricas de isopreno (CsHs), que podem se unir em diferentes arranjos
para formar moléculas de varias classes e tamanhos. Os terpenos podem apresentar
cadeias ciclicas ou aciclicas, sendo classificados com base na quantidade de
unidades de isopreno presentes em sua estrutura, de forma s serem chamados de
mono-, sesqui-, di-, tri-, e tetraterpenos (TETALI, 2019).

Os monoterpenos (C1oH16) sdo compostos por duas unidades de isopreno e
podem apresentar cadeias aciclicas, monociclicas ou biciclicas em sua estrutura
quimica. Ja os sesquiterpenos (C1sH24) sdo compostos por trés unidades de isopreno
e frequentemente sdo estruturados em anéis mono e policiclicos. Os diterpenos
(C20Hss), por sua vez, sdo formados por quatro unidades de isopreno e possuem uma
variedade de arranjos estruturais. Adicionalmente, os triterpenos (CsoH4s), que
consistem em seis unidades de isopreno, exibem uma ampla diversidade de
estruturas com mais de 40 esqueletos de carbono distintos, enquanto os tetraterpenos
(CaoHe4), compostos por oito unidades de isopreno, possuem uma estrutura maior e
sdo conhecidos como carotenos. Por fim, ha alguns terpenos com mais que oito
unidades isoprénicas, e nesses casos, as moléculas sdo classificadas como
politerpenos (DEL PRADO-AUDELO et al., 2021; HILLIER; LATHE, 2019).

O termo terpenoide refere-se aos derivados oxigenados dos terpenos
(JOVANOVIC et al., 2010; MASYITA et al., 2022). No presente estudo, foi utilizada a
friedelina que é denominada como um terpenoide por conter em sua estrutura um
atomo de oxigénio (figura 12). A figura 11 mostra exemplos de terpenos das diversas

classes existentes.
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Figura 11 — Classes dos terpenos e seus respectivos exemplos

Monoterpeno Sesquiterpeno
CHj

Limoneno
H3C CHZ O Artemisinina
Diterpeno Triterpene

B —Caroteno

Os terpenos sdo moléculas compostas por unidades de isopreno (CsHs), que podem se unir em
diferentes arranjos para formar terpenos de varias classes e tamanhos. FONTE: autoria propria, 2023

Devido a sua diversidade quimica, os terpenoides apresentam um amplo leque
de atividades biologicas. Alguns terpenos possuem atividade antimicrobiana,
antifungica, antimalarica e anticancerigena, enquanto outros apresentam
propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e analgésicas (HAN; CHEN; SUN,
2021; LU et al., 2018; SOMANTRI et al., 2021; WILLOUGHBY et al., 2009; ZHANG;
LI; DU, 2022). Essas caracteristicas fazem dos terpenoides candidatos promissores
para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento de distintas

doencgas.
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De forma especifica, os triterpenos sdao compostos por seis unidades de
isopreno e possuem um total de 30 atomos de carbono. (KARTINI et al., 2021; LUO
et al., 2022a; SOMANTRI et al., 2021; ZHAO et al., 2022). Os triterpenos podem ser
divididos em dois grupos principais, a depender da estrutura e do numero de anéis
presentes em cada grupo: tetraciclicos e pentaciclicos. Os triterpenos tetraciclicos
possuem quatro anéis de carbono em sua estrutura, conferindo-lhes uma
configuracdo mais compacta. Ja os triterpenos pentaciclicos apresentam cinco anéis
de carbono, o que Ihes confere uma estrutura mais complexa e diversificada em
comparagao com os tetraciclicos. Os triterpenos pentaciclicos sdo constituidos por um
esqueleto principal que pode ser classificado como: ursano, oleanano, lupano ou
friedelano (Tabela 1) (GHANTE; JAMKHANDE, 2019). Esses esqueletos carbdnicos
sofrem transformacgdes quimicas para gerar seus derivados por meio de enzimas
especificas presente nos vegetais ou de forma artificial por métodos quimicos.

Nesse cenario, a estrutura de ursano é utilizada como base para formagao do
acido ursolico e a—amirina, enquanto a estrutura de oleanano, pode gerar acido
oleandlico e B—amirina. A estrutura-base lupano, por sua vez, pode gerar o terpeno
acido betulinico. Ja a estrutura friedelano serve como base na formagao da friedelina,

molécula utilizada no presente trabalho.



Tabela 1 - Classe de esqueleto-bases de triterpenos pentaciclicos e sua estrutura

Esqueleto-base Estrutura molecular Exemplos

CHy
He, :

Acido ursolico

Ursano CH, .
o—Amirina
H3C~" CH,4
Acido oleandlico
Oleanano Acido Glicirretinico
B—Amirina
H3C“k CHy
Acido betulinico
Lupano
. Friedelina
Friedelano
Celastrol
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Os triterpenos pentaciclicos sao derivados de um esqueleto principal, os quais servem como base para
a formacdo de uma variedade de moléculas derivadas. Fonte: Adaptado de GHANTE; JAMKHANDE,

2019.
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2.4 Friedelina

A friedelina € um triterpeno pentaciclico que pode ser encontrado em diversas
fontes vegetais. Ha registros na literatura que esse triterpeno foi encontrado em
diferentes partes das plantas, como nas folhas de Clusia nemorosa e Maytenus
ilicifolia, nas raizes de Cannabis sativa e nas flores de Mammea siamensis (HAN et
al., 2019). Em especial, estudos fitoquimicos indicam que essa molécula é
abundantemente encontrada na espécie Maytenus ilicifolia (NIERO; FALONI DE
ANDRADE; FILHO, 2011), planta medicinal conhecida como espinheira santa,
popularmente utilizada devido as suas propriedades anti-inflamatorias, especialmente
no tratamento de distirbios estomacais (ALVES et al., 2018).

A friedelina possui uma estrutura molecular caracteristica dos terpenos, sendo
constituido por seis unidades isoprénicas em cinco anéis carbénicos formados por
ligacdes saturadas. Além disso, avaliando a estrutura quimica do composto, pode-se
observar a presencga de oito grupamentos CH3 e um grupamento metil no esqueleto

da molécula.

Figura 12— Estrutura molecular do triterpeno pentaciclico friedelina

H3C,_ CHg

CH
CHa

Friedelina consiste em um metabdlito secundario vegetal da classe dos terpenos. FONTE: Sigma
Aldrich

Essa molécula é reconhecida por possuir diversas propriedades
farmacoldgicas. Estudos indicam o potencial efeito antitumoral desse triterpeno, por

causar citotoxicidade em células de cancer de mama (SUBASH-BABU, 2017).
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Adicionalmente, ha registros que essa molécula apresenta atividades anti-
inflamatdrias, analgésicas e antipiréticas (ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN;
IGNACIMUTHU, 2011), além de efeitos vasodilatadores e antioxidantes (SUNIL et al.,
2013). O tratamento sistémico com friedelina exerce um importante papel anti-
inflamatério no modelo experimental de colite ulcerativa em camundongos, além dos
efeitos hepatoprotetor e hipolipidémico (SUNIL et al., 2013; DURAIPANDIYAN et al.,
2016).

Outro aspecto importante sobre a friedelina refere-se a sua seguranga devido
a sua baixa toxicidade. Em linhagens celulares ndo tumorais, a friedelina nao
apresentou atividades citotoxicas em altas concentragdes. Além disso, em um teste
de toxicidade aguda em ratos, a friedelina revelou-se um agente seguro no contexto
do tratamento oral em doses até 80 mg/kg (ANTONISAMY et al., 2015; JIANG et al.,
2022).

Adicionalmente, estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa
na UFAL mostraram que este triterpeno possui um potente efeito anti-inflamatério, por
reduzir tanto o recrutamento celular quanto a producao de citocinas induzidas pelo
estimulo com LPS e com alergeno (FERRO et al., 2017). No entanto, apesar de todos
esses efeitos farmacoldgicos reportados, estudos que visem caracterizar o efeito
imunomodulador da friedelina em células imunes isoladas (timécitos e linfocitos) e a

melhor caracterizagdo dos seus efeitos anti-alérgicos ainda ndo foram realizados.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

No presente estudo, objetivou-se avaliar os efeitos da friedelina sobre timocitos
e linfécitos in vitro e in vivo, bem como caracterizar as suas agdes anti-inflamatoérias

no modelo de asma alérgica experimental em camundongos.
3.2 Objetivo especificos

De forma especifica, objetivou-se:
1. Avaliar, em timdcitos e linfécitos, o efeito in vitro da friedelina sobre:
a. Aviabilidade celular
b. A migracao celular
c. A producéo de interleucina 2 (IL-2)
2. Investigar, no timo de camundongo, o efeito do tratamento sistémico com
friedelina sobre:
a. O peso relativo do timo
b. Acelularidade de timdcitos e o padrao das diferentes subpopulagcdes
de timdcitos.
c. Ataxa de apoptose dos timécitos
3. Avaliar o efeito da friedelina no modelo de asma alérgica induzido por
ovalbumina, caracterizando sua influéncia sobre:
a. Aestrutura e a celularidade do timo
b. O recrutamento de leucécitos para as vias aéreas

c. Apopulagao de células T reguladoras (CD4+CD25+FoxP3+) nas vias
aéreas
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4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, as metodologias foram agrupadas em trés (03) se¢des de forma
a melhor apresentar os métodos utilizadas para cada grupo de objetivo especifico. De

forma simétrica, o capitulo de resultados também seguira este racional em 3 capitulos.

Secao 1 — Efeito in vitro da friedelina sobre timécitos e linfécitos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6 de ambos os
sexos, com idades entre 4 e 8 semanas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BioCen-UFAL). Os animais foram mantidos em
regime temporal controlado (ciclo claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a agua
e a racao durante todos os protocolos experimentais. Cabe ressaltar que antes de
todos os experimentos, os animais passaram por um periodo de aclimatacéo de 7
dias. Todos os experimentos aqui apresentados foram realizados em conformidade
com as diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFAL,

com a devida aprovagéao sob o registro CEUA n°® 17/2021.

4.2 Coleta de timocitos e linfocitos

Os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico, mediante a
administragao de tiopental (150 mg/kg) por via intraperitoneal (i.p). Apds a eutanasia
e a exposicao da caixa toracica dos animais, o timo foi assepticamente coletado e
macerado para a obtencao dos timdcitos. As células foram, entdo, semeadas em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 2 uM de L-glutamina
e 40 pg/mL de gentamicina. Os linfécitos maduros foram recuperados dos linfonodos

axilares e foram submetidos ao mesmo protocolo de obtencdo acima descrito.

4.3 Ensaio de viabilidade celular por MTT

O potencial da friedelina (Sigma-Aldrich, EUA) em afetar a viabilidade de

timécitos in vitro foi avaliado mediante o ensaio de MTT. Este ensaio consiste em um
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método colorimétrico que avalia, de forma indireta, a viabilidade celular por mensurar
a atividade mitocondrial das células (MOSMAM, 1983). Nesse ensaio, timdcitos (1x108
células/pogo) foram semeados em microplacas de 96 pogos na presencga de diferentes
concentragcdes de friedelina (0,1, 1, 10, 50 e 100 pM) por 1 ou 6 horas. Apds a
incubagao com o tratamento, 22,5 yL/pogo de MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difenil tetrazdlio]) (5 mg/mL em PBS) foi adicionado em cada pogo por 4
horas. Apds a exposigcao das células ao MTT, foi adicionado 150 uL de dimetilsuféxido
(DMSO) para solubilizar os cristais de formazan. A absorbancia de cada pogo foi
mensurada usando um espectrofotdbmetro de microplacas e a densidade 6ptica (DO)
foi medida a 540 nm. Os resultados foram representados pela porcentagem de célula

viaveis, a qual foi calculada a partir da seguinte férmula:

Densidade optica das células tratadas
x 100

% de viabilidade celular = —
0 ¢ viabtiidade cetutar Densidade optica das celulas NAO tratadas

4.4 Ensaio de migragao celular

O efeito da friedelina sobre a migragdo de timdcitos e linfécitos in vitro foi
avaliado utilizando o sistema por tfranswell. Para esse proposito, foram utilizados
insertos contendo membranas de policarbonato de 6,5 mm e poros com dimensdes
de 5 ym. Esses insertos foram cuidadosamente posicionados em placas de 24 pocos,
a fim de proporcionar um ambiente adequado para a analise da capacidade de
migragéo celular. As membranas dos insertos foram previamente tratadas com PBS-
BSA 1% por 1h antes de receberem as células.

Nesse protocolo experimental, timécitos e linfécitos foram submetidos a um pré-
tratamento com diferentes concentragdes de friedelina (0,1, 1 € 10 uM) por 30 minutos.
Posteriormente, 500 yL de meio RPMI-1640 contendo ou n&o estimulo quimioatraente
(CXCL12, 200 ng/mL) foram adicionados na camara inferior do sistema. Em seguida,
as células (1x10°), na presenca ou auséncia do tratamento com friedelina, foram
semeadas na camara superior de transwell, e mantidas por 3 horas. Apds o periodo
de migragéo, os insertos foram cuidadosamente removidos dos pogcos e 0 meio
contendo as células migrantes na camara inferior foi coletado para a contagem celular
mediante o uso da camara de Neubauer. Apdés a contagem celular, as células

migrantes foram imunomarcadas para as moléculas de membrana CD4/CD8 e
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analisadas por meio de citometria de fluxo, com fim de identificar as diferentes

subpopulagdes de timdcitos e linfécitos migrantes.

4.5 Imunomarcacgao das células por citometria de fluxo

Com o objetivo de realizar a imunofenotipagem de timécitos e linfocitos, a
imunomarcagao dessas células foi realizada mediante o uso de anticorpos
especificos. Para isso, foi utilizado o ensaio de citometria de fluxo, que envolve a
marcacao de proteinas celulares por anticorpos especificos conjugados a fluoréforos.

Resumidamente, as células coletadas para a imunomarcagao foram
centrifugadas e incubadas com diferentes anticorpos conjugados a fluoréforos para as
moléculas de interesse. Apds a incubagao com estes anticorpos por 30 minutos, as
células foram submetidas a lavagens sequenciais, e, entdo, fixadas com formaldeido
a 2%. Posteriormente, as células marcadas foram analisadas em citbmetro de fluxo
FACSCanto Il e a aquisicao dos dados foi realizado pelo software Diva. Os anticorpos

utilizados nesse trabalho e suas especificacdes estao discriminados na tabela abaixo.

Tabela 2 — Anticorpos utilizados para citometria de fluxo

Anticorpo Molécula-alvo Fluorocromo

Co-receptor do TCR para ligagao
Anti-CD4 APC/FITC
ao MHC de classe Il

Co-receptor do TCR para ligagao
Anti-CD8 PercP
ao MHC de classe |

Anti-CD25 Receptor da IL-2 PE
Anti-CD 184 Receptor CXCR4 PE
Anti-FOXP3 Fator de transcricao FOXP3 APC

Todos os anticorpos foram utilizados de acordo com as instrugées do fabricante

Para a analise das diferentes subpopulagcdes de timdcitos, utilizou-se a
marcagcao para os receptores de membrana CD4 e CDS8. A figura 13 ilustra a

estratégias de gate utilizada para a avaliagado dos timécitos.
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Figura 13 — Estratégia de gate utilizada para determinar as diferentes subpopulagdes

de timocitos.
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(A) Os timdcitos foram avaliados de acordo com paradmetros predeterminados de tamanho e granulosidade. (B) O
quadrante superior direito representa os timdcitos positivos para ambos os receptores (CD4*CD8*); O quadrante
inferior esquerdo representa os timdcitos negativos para ambos os receptores (CD4-CD8-); O quadrante superior
esquerdo representa os timodcitos positivos apenas para CD4 (CD4*); O quadrante inferior direito representa
timécitos positivos apenas para CD8 (CD8*).

4.6 Ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA)

A fim de avaliar o efeito da friedelina sobre a producgao de IL-2 por timdcitos e
linfécitos, foi utilizado o ensaio de ELISA (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay). Resumidamente, timécitos e linfocitos foram semeados em microplacas de 24
pocos e submetidos a um pré-tratamento com friedelina (0,1, 1 € 10 yM) por 30
minutos. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado e as células foram tratadas
novamente com friedelina na presenga ou auséncia do estimulo concanavalina A
(ConA, 0,5 ug/mL) por 6 horas. Apds esse periodo de incubagao, o sobrenadante da
cultura celular foi coletado e analisado quanto ao conteudo de IL-2 por meio do kit
ELISA comercial, seguindo as instrugdes do fabricante. Os valores de absorbancia
das amostras foram medidos a 450 nm em um leitor de microplacas. A concentragao
de IL-2 nas amostras foi mensurada de acordo com a curva padrao, e os resultados

obtidos foram apresentados em picogramas por mililitro (pg/mL).
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Secdo 2 - Efeito do tratamento sistémico com friedelina sob o timo de

camundongos

4.7 Protocolo de tratamento in vivo

Com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento sistémico com friedelina sobre
a estrutura e celularidade do timo, camundongos da linhagem C57BL/6 foram
submetidos a um tratamento com uma dose diaria de friedelina (23,4 umol/kg) por

quatro dias consecutivos (figura 14).

Figura 14 — Esquema da abordagem in vivo utilizada para avaliar o efeito do

tratamento sistémico com friedelina sobre o timo de camundongos

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5

l ] ] ] |

I I I I I

\ Y ) '

Camundongos ) . Andlises . .
C57BL/6 Tratamento intraperitoneal +  Peso relativo do timo

+ Salina *+ Ndmero de timocitos
+ Dexametasona (23,4 uM) » Analise das subpopulagées
* Friedelina (23,4 uM) + Apoptose (Anexina/Pl)

Modelo utilizado para analise dos efeitos do tratamento sistémico com friedelina sobre o timo de animais
C57BL/5. Os animais (n=7) foram tratados por 4 dias consecutivos com salina, dexametasona (23,
umol/kg) ou friedelina (23,4 umol/kg) por via intraperitoneal. 24h apds o tratamento, os animais foram
eutanasiados e um conjunto de analises foram realizadasm incluindo: 1 — peso relativo do timo; 2 —
Contagem de timdcitos; 3 — Andlise das subpopulagbes de timdcitos; 4 — Ensaio de apoptose por
anexina/PI.

Para estes experimentos, os animais foram divididos em 3 grupos distintos:
1. Animais tratados com solugao salina (NaCl, 0,9%): Animais que receberam
diariamente solugao salina por via intraperitoneal por 4 dias consecutivos.
2. Animais tratados com dexametasona: Animais tratados diariamente com
dexametasona (23,4 umol/kg) por via intraperitoneal por 4 dias consecutivos
3. Animais tratados com friedelina: Animais tratados diariamente com friedelina

(23,4 pymol/kg) por via intraperitoneal por 4 dias consecutivos

Torna-se importante ressaltar que, com o fim de comparar os efeitos da
dexametasona e da friedelina sobre o timo dos animais, decidiu-se adotar o mesmo

regime de tratamento e as mesmas concentragdes molares dessas moléculas. Vinte
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e quatro horas apds o ultimo tratamento, os animais foram eutanasiados por

aprofundamento anestésico e uma série de analises foram realizadas.

4.8 Analise macroscopica do timo e avaliagao do peso relativo

Apo6s 24 h do ultimo tratamento, os animais foram pesados com auxilio de uma
balanga, e, apds a eutanasia, a caixa toracica foi aberta e o timo foi coletado e pesado
para registrar o peso umido. Os valores obtidos foram utilizados para calcular o peso

relativo do timo, conforme formula abaixo:

Peso do timo (mg)
Peso do animal (g)

Peso relativo do timo =

Para a andlise macroscopica do timo, foi realizada a aquisi¢cao de fotografias

do 6rgdo com camera digital.

4.9 Contagem de timdcitos totais e analise das subpopulagdoes

Apos coleta e pesagem, os timos foram acondicionados em placas de 24 pogos
contendo 1 mL de meio RPMI-1640. Em seguida, os érgédos foram macerados com
auxilio de um émbolo de seringa estéril, e as células foram contadas, pelo método de
exclusdo com o corante azul de trypan com auxilio da camara de Neubauer. Em
seguida, as células foram marcadas para CD4 e CD8 e analisadas por citometria de

fluxo, conforme descrito no item 4.5.

4.10 Quantificagdo da apoptose por Anexina/PI

Com o propdsito de avaliar se o tratamento sistémico com friedelina seria capaz
de induzir morte nos timadcitos, buscamos identificar timécitos em apoptose através da
marcagéo por Anexina V e iodeto de propidio. Resumidamente, as células (1x105)
foram lavadas com PBS, centrifugadas e acondicionadas em tubos para posterior
marcacado. Em seguida, 1 yL de FITC Anexina V e 1 uL de solugédo de iodeto de
propidio (PI) foram adicionados a cada amostra. Apos 20 min de incubagdo em

temperatura ambiente no escuro, as células foram analisadas por citometria de fluxo.
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Secao 3 — Efeito farmacolégico do tratamento com friedelina sobre a asma

alérgica induzida por ovalbumina em camundongos

4.11 Modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina

Para avaliar o efeito da friedelina na inflamacéao alérgica foi utilizado o modelo
de asma induzida por ovalbumina (OVA) (figura 15). Para tanto, camundongos foram
sensibilizados com inje¢cdo subcutédnea de 200 pL de solugéo contendo ovalbumina
(50 pg) e hidréxido de aluminio (5 mg) nos dias 0 e 14. Em seguida, nos dias 20, 21 e
22, os animais foram anestesiados com isofluorano e submetidos ao desafio intranasal
com 25 uL de OVA na concentragao de 1 ug/uL. Uma hora antes de cada desafio, os
animais foram tratados por via intranasal com salina, veiculo, friedelina ou budesonida
(farmaco referéncia). Os grupos experimentais (n=10) estdo detalhados a seguir:
Grupo salina: Animais desafiados com salina e tratados com salina.

Grupo OVA: Animais desafiados com OVA e tratados com salina.
Grupo veiculo: Animais desafiados com OVA e tratados com veiculo (etanol 1%).
Grupo Bud: Animais desafiados com OVA e tratados com budesonida (7,5 mg/kg).

Grupo FDO0,1: Animais desafiados com o OVA e tratados com friedelina (0,1 mg/kg).

o a0 K~ wh =~

Grupo FD10: Animais desafiados com o OVA e tratados com friedelina (10 mg/kg).
Apds 24h do ultimo tratamento, os animais foram eutanasiados por

aprofundamento anestésico, e uma série de experimentos foram realizados.

Figura 15 — Modelo de asma alérgica experimental induzido por ovalbumina

Ve Tratamento intranasal
Camundongos C57BL/6 (Salina I Etanol | Friedelina | Budesonida)
CEUA 17/2021 1h antes de cada desafio
0 14 120121122 23
| | L
| | M1 1 |
l J
Y \_Y_J
e ers ~ Desafio intranasal
Sen§|blllzagao OVA =1 pg/ul
Ovalbumina (OVA) = 50 pg
Al(OH)3 =5mg Analises

Protocolo experimental utilizado para avaliar os efeitos da friedelina. Nos dias 0 e 14, os animais foram
sensibilizados com ovalbumina. J& nos dias 20, 21 e 22 os animais foram estimulados por via i.n. com
OVA. 1h antes de cada desafio, os animais foram tratados com salina, etanol, friedelina ou budesonida.

Apods 24h do ultimo desafio, os animais foram eutanasiados e as analises foram realizadas.
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4.12 Lavado broncoalveolar

O lavado broncoalveolar foi realizado com o propdsito de avaliar a quantidade
de leucécitos recrutados para as vias aéreas de animais asmaticos apos estimulo com
OVA e tratamento com friedelina. Apos 24 h do ultimo desafio, os animais foram
eutanasiados e tiveram as suas traqueias expostas e, mediante o uso de uma canula
traqueal, as vias aéreas dos camundongos foram lavadas por trés vezes consecutivas
com 500 pl de PBS contendo 10 mM de EDTA. Posteriormente, o fluido contendo as
células foi centrifugado (300 xg a 4°C) por 10 minutos e o “pellet” obtido foi
ressuspendido em 1 mL de PBS-EDTA 10 mM. Em seguida, um volume de 10 uL
contendo células foram usadas para coloragcdo com solugdo de Turkey (90uL) e
contadas em camara de Neubaeur por microscopia de luz.

Adicionalmente, para a realizagdo da contagem diferencial dos leucdécitos, uma
aliquota do lavado broncoalveolar foi utilizada para preparagao de laminas contendo
citocentrifugados, as quais foram coradas com May-Grunwald-Giemsa, e contadas
sob microscopia de luz no aumento de 100X. Com essa contagem, foi possivel

determinar a porcentagem de eosindfilos, neutréfilos e células mononucleares.

4.13 Marcacao de células T reguladoras (Tregs)

Para a imunodeteccéo das Tregs, as células do lavado broncoalveolar foram
marcadas para as proteinas de superficie CD4 e CD25, e para o fator de transcrigao
FOXP3. Resumidamente, o lavado broncoalveolar foi coletado e centrifugado (300 xg
a 4°C, por 10 minutos) para obtencao do “pellet” de células. Na primeira etapa foi
realizada a marcacdo extracelular com os anticorpos anti-CD4 e anti-CD25 por 20
minutos na presencga de SBF a 4% em PBS. Em seguida, as células foram fixadas e
permeabilizadas com solugéo “BD Cytofix/Cytoperm” por mais 20 minutos. Em uma
segunda etapa, foi realizada a marcagao intracelular, na qual as células ja marcadas
(CD4 e CD25) foram incubadas por mais 30 minutos com o anticorpo anti-FOXP3
diluido em “Perm/Wash buffer”. Os isotipos controles IgGs conjugados aos seus
respectivos fluorocromos foram utilizados como controles negativos.

Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e analisadas por meio do
citbmetro de fluxo FACSCanto Il, sendo a aquisi¢gao dos dados realizada utilizando o

software Diva. As analises das células CD4+ e CD4+CD25+FOXP3+ foram realizadas
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pelo do software FlowJo versao 10.81 seguindo a estratégia de gate detalhado na

figura a seguir.

Figura 16 - Estratégia de gafe utilizada para a andlise das células
CD4+CD25+FOXP3+ por citometria de fluxo.
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Gréficos de citometria de fluxo representando as proporg¢des de células Treg (CD4+CD25+FOXP3+).
(A) Grafico density plot da citometria de fluxo das células do lavado broncoalveolar. As células totais
foram separadas com base nos pardmetros SSC (granulosidade) em relacdo ao marcador CD4,
permitindo a identificagao e selegédo de células CD4+ para a analise posterior. (B) Dentro do gate de
células CD4+, as células foram avaliadas quanto aos marcadores FOXP3 e CD25. Células positivas
para ambos os marcadores foram identificadas imunofenotipicamente como células Treg.

4.14 Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média * erro padrédo da média
(EPM), realizados em triplicata e analisados estatisticamente empregando-se o teste
t ou a analise de variancia (ANOVA), seguida de pos-teste de Newman Keuls. Os
resultados foram considerados significantes quando p < 0,05. Todos os resultados
foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism® versao 5.01 (GraphPad
Software Inc, San Diego CA, EUA).
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5 RESULTADOS

Secéao 1 — Efeito in vitro da friedelina sobre timdcitos e linfécitos

5.1 Efeito da friedelina sobre a viabilidade de timocitos in vitro

Inicialmente, decidiu-se avaliar o efeito da friedelina sobre a viabilidade dos
timdcitos totais pela técnica de MTT. Como evidenciado na figura 17, o tratamento
com friedelina por 1 ou 6 horas, em todas as concentrag¢des testadas (0,1, 1, 10, 50 e
100 yM), nao foi capaz de alterar o perfil de viabilidade celular dos timdcitos in vitro.
Na medida em que o tratamento com friedelina ndo apresentou atividade citotdxica
em timdcitos, decidiu-se utilizar as concentracdes de 0,1, 1 e 10 uM para realizar os

préximos experimentos.

Figura 17 - Friedelina ndao apresenta citotoxicidade em timocitos in vitro
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O ensaio de viabilidade celular foi realizado mediante a técnica de MTT. O grafico representa a
porcentagem de células viaveis nos diferentes grupos experimentais. As colunas e as barras verticais
representam a média + SEM de trés experimentos independentes. As barras brancas e hachuradas
representam o tratamento de 1h e 6h, respectivamente.
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5.2 Efeito da friedelina sobre o perfil das subpopula¢ées de timécitos

Como o tratamento com a friedelina ndo alterou a viabilidade dos timocitos
totais, decidiu-se verificar se as subpopulagdes de timdcitos seriam afetadas de forma
especifica apds tratamento com a friedelina. Como mostrado na figura 18, as células
do grupo controle apresentaram 2,9% de células duplo negativas, 83% de células
duplo positivas (CD4+CD8+), 10,7% de células CD4+ e 3,5% de células CD8+. O
tratamento por 6h com friedelina nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 yM nao induziu

qualquer alterag&o na porcentagem dos 4 distintos subtipos de timdcitos.
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Figura 18 — A friedelina nao altera o perfil das subpopulacdes de timécitos
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5.3 Efeito da friedelina sobre a migragao de timécitos in vitro

Conforme demonstrado na figura 19, os timécitos expostos a quimiocina
CXCL12 aumentaram a capacidade migratoria em cerca de 3,75 vezes quando
comparado as células estimuladas apenas com meio de cultura (RPMI-1640). O
tratamento com friedelina (0,1, 1, 10 yM) n&o alterou a migracao basal dos timdcitos
totais, sugerindo auséncia de efeitos quimioestimulantes intrinsecos. De forma
interessante, pode-se observar que o tratamento com friedelina incrementou a

capacidade migratoria dos timécitos estimulados com CXCL2.

Figura 19 — Friedelina aumenta a migracao de timécitos estimulados por CXCL12
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A migragéo celular foi avaliada utilizando o sistema de franswell. Timocitos foram pré-tratados com
friedelina por 30 minutos. Na cadmara inferior do sistema, foi adicionado 500 uL de meio RPMI contendo
ou ndo CXCL12. Posteriormente, as células foram plaqueadas na camara superior do franswell, na
presenca ou auséncia do tratamento com friedelina, e permitidas a migrar por 3 h. O numero de células
migrantes foi obtido mediante a contagem celular por Neubauer. A analise estatistica foi realizada pelo
teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de Newman-Keuls. ***p < 0,001 (CXCL12 vs. controle); ‘p
< 0,05, “p < 0,01 (Friedelina vs. CXCL12).

Em seguida, para identificar como cada subpopulagédo de timdcito respondeu
ao estimulo quimiotatico sob tratamento com friedelina, foi realizada a marcagao para
CD4 e CD8 para avaliagao das células estimuladas a migrar por CXCL12. Como
mostrado na figura 20, todas as subpopulagdes de timdcitos migraram em resposta

ao estimulo quimiotatico (CXCL12). De maneira interessante, a friedelina incrementou
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exclusivamente a migragao de células imaturas, duplo negativas (CD4-CD8") e duplo
positivas (CD4*CD8*). No entanto, a friedelina ndo causou nenhuma alteragdo no
padrao de migracdo em timocitos CD8™, porém, a populagao de timécitos CD4* teve
sua resposta migratéria suprimida pelo tratamento com friedelina. Esses resultados
indicam que o tratamento com friedelina é capaz de modular a migragao dos timécitos
de maneira diferencial, com efeito supressor da migragao de forma seletiva sobre a

subpopulagao de timécitos CD4".

Figura 20 — Friedelina modula de maneira diferencial a migragdo das diferentes

subpopulagdes de timdcitos estimulados por CXCL12
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A migracdo celular foi avaliada utilizando o sistema de transwell. Os timdcitos migrantes foram
coletados, marcados para CD4 e CD8 e analisados por citometria de fluxo, a fim de determinar as
diferentes subpopulacdes dessas células. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA one-way
seguido do pos-teste de Newman-Keuls. ***p < 0,001 (CXCL12 vs. controle); 'p < 0,05, “p < 0,01, “p <
0,001 (Friedelina vs. CXCL12).
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5.4 Efeito da friedelina sobre a expressao do receptor CXCR4 em timocitos

Para melhor caracterizar esse efeito modulador diferencial na migracao de
timaocitos, foi realizada a marcacao, por citometria de fluxo, para a molécula CXCR4,
que é o receptor do estimulo quimioatraente CXCL12. Como mostrado na figura 21, o
tratamento com friedelina, em todas as concentragcdes testadas, nao foi capaz de
alterar os niveis de expressao dessa proteina de membrana, quando comparado com

0 grupo controle.
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Figura 21 — Friedelina ndo altera os niveis de expressao de CXCR4 em timdcitos

estimulados por CXCL12
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5.5 Efeito da friedelina sobre a producao de IL-2 em timécitos

Como observado na figura 22, o estimulo de ConA foi capaz de aumentar em
3,5% a produgdo da citocina IL-2 em linfécitos (p<0,05), quando comparado com o
grupo controle. No entanto, de maneira interessante, foi avaliado que o tratamento
com friedelina nas concentragdes de 1 e 10 uM em células estimuladas por conA foi
capaz de reduzir, de forma significativa e em niveis basais, a produgéo dessa citocina
em comparagdo com as células estimuladas e tratadas apenas com RPMI. Cabe
ressaltar que o tratamento com as diferentes concentragdes de friedelina em timdcitos

nao estimulados por conA, nio alterou o padrao de produgéao de IL-2.

Figura 22 — Friedelina diminui a produgao de IL-2 em timdcitos estimulados por conA
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A producéo de IL-2 foi mensurada pela técnica de ELISA. As colunas e as barras verticais representam
a média £ SEM de trés experimentos independentes A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Newman-Keuls. ***p < 0,001 (ConA vs. controle); 'p < 0,05, “p < 0,01,
"p < 0,01 (Friedelina vs. ConA).

5.6 Efeito da friedelina sobre a migragao de linfécitos

A fim de verificar se os efeitos da friedelina se estenderia para células T
maduras, decidiu-se avaliar se a friedelina também afetaria a capacidade migratéria

de linfécitos coletados de linfonodos axilares. Como apresentado na figura 23, o
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estimulo com CXCL12 aumentou a migragao dos linfocitos totais quando comparado
com o grupo controle, porém, o tratamento com friedelina nao foi capaz de alterar, na
presenga ou auséncia do estimulo, o padrao migratério dessas células (figura 23A). O
mesmo cenario foi evidenciado quando os linfocitos CD4* e CD8* migrantes foram
analisados (figura 23B, 23C).

Figura 23 - Friedelina ndo altera os a migragéo de linfocitos estimulados por CXCL12
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A migragéo celular foi avaliada utilizando o sistema de franswell. Linfocitos foram pré-tratados com
friedelina por 30 min. Na camara inferior do sistema, foi adicionado 500 puL de meio RPMI contendo ou
ndo CXCL12. Posteriormente, as células foram plaqueadas na cdmara superior do transwell, na
presenga ou auséncia do tratamento com friedelina, e permitidas a migrar por 3 h. Os linfécitos
migrantes foram coletados, marcados para CD4 e CD8 e analisados por citometria de fluxo. (A)
Migragao dos linfécitos totais. (B) Migragao dos linfécitos T CD4*. (C) Migragao dos linfécitos T CD8* A
analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de Newman-Keuls.
p < 0,001 (CXCL12 vs. controle).
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5.7 Efeito da friedelina sobre a producao de IL-2 por linfécitos

Em relagcdo a producdo de IL-2 em linfocitos, foi observado um padrao
semelhante ao evidenciado em timocitos. Conforme mostrado na figura 24, o estimulo
com conA, aumentou em 2,2x a produgdo de IL2 (p<0,001), ao se comparar com 0
grupo controle. Por outro lado, em células estimuladas, o tratamento com friedelina,

na concentragao de 10 uM, foi capaz de reduzir a produgao dessa citocina.

Figura 24 — O tratamento com friedelina reduz a producdo de IL-2 em linfocitos

estimulados por conA
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A producéo de IL-2 foi mensurada pela técnica de ELISA. As colunas e as barras verticais representam
a média + SEM de trés experimentos independentes. A andlise estatistica foi realizada pelo teste
ANOVA one-way seguido do pds-teste de Newman-Keuls. ***p < 0,001 (ConA vs. controle); #p < 0,05,
#p < 0,01 (Friedelina vs. ConA)
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Com base nesses resultados, foi evidenciado que a friedelina apresenta um
efeito direto em timaocitos e linfocitos, modulando a migragéo dos timdcitos e reduzindo

a producéo de IL-2 em ambas as células.
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Secao 2 - Efeito do tratamento sistémico com o friedelina sob o timo de animais

camundongos

5.8 Efeito do tratamento com friedelina sobre aspectos macroscépicos e peso

relativo do timo de camundongos

A figura 25A ilustra os aspectos macroscoépicos do timo de animais submetidos
ao tratamento sistémico com salina, dexametasona ou friedelina. Como € possivel
observar, o timo de animais tratados com dexametasona apresenta uma evidente
diminuicdo no tamanho, assim como uma significativa mudanga em sua coloragao.
Por outro lado, foi evidenciado que o tratamento sistémico com a friedelina nao foi
capaz de causar qualquer alteracdo morfolégica do érgédo, mantenho o aspecto de
tamanho e coloracdo semelhante ao timo proveniente de animais do grupo controle
tratados apenas com salina.

Esses dados foram corroborados com a analise do peso relativo do timo (figura
25B), em que se pbde evidenciar que o tratamento sistémico com dexametasona
resultou em uma redugédo de aproximadamente 250% no peso relativo do 6rgao
(p<0,001), quando comparado com o grupo controle. Todavia, de forma interessante,
foi observado que o tratamento com friedelina ndo causou modificacdo no peso

relativo do timo, ao se comparar com o grupo controle (figura 25B).

5.9 Efeito do tratamento com friedelina sobre o numero de timocitos e suas

subpopulagées no timo de camundongos

Como verificado na figura 26, o tratamento com dexametasona foi capaz de
causar uma diminuigao consideravel no numero de timocitos, ao se comparar com o
grupo controle tratado apenas com salina. Além disso, € possivel evidenciar na figura
26B, uma diminuicdo nas porcentagens das diferentes subpopulagbes de timdcitos,
em especial das células CD4-CD8-, CD4*CD8* e CD4*, quando comparado com o
grupo controle. No entanto, foi observado que o tratamento sistémico com a friedelina
ndo foi capaz de alterar o numero de timocitos nem tampouco modificar as
porcentagens das diferentes subpopulagdes dessas células, quando comparado com

0 grupo controle.



Figura 25 — O tratamento sistémico com friedelina ndo altera o padrao macroscopico

e 0 peso relativo do timo de camundongos

410 Salina

A Dexametasona (gmol’kg)
E Fridelina (umol/kg

[ ]
L

-

i

L]
L

-
1

Peso relativo do timo (mg/g)

| I

Salina Dexametasona Friedelina

7

23,4 23,4
Tratamento

Os animais foram submetidos ao tratamento intraperitoneal com salina, dexametasona ou friedelina por
4 dias consecutivos. 24 h apds o ultimo tratamento, os animais foram eutanasiados e as analises foram
realizadas (A) O padrao macroscoépico do timo foi avaliado mediante fotografias dos érgaos. (B) O peso
relativo do timo foi obtido mediante a férmula descrita na pagina 44. A andlise estatistica foi realizada
pelo teste ANOVA one-way seguido do pds-teste de Newman-Keuls. ***p < 0,001 (Salina vs.
Dexametasa).

—
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Figura 26 — O tratamento sistémico com friedelina ndo altera o niumero de timdcitos totais e as diferentes subpopulagdes dessas

células no timo de camundongos
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Os animais foram submetidos ao tratamento intraperitoneal com salina, dexametasona ou friedelina por 4 dias consecutivos. 24h apds o ultimo tratamento, os
animais foram eutanasiados e as analises foram realizadas (A) Os timos foram macerados e os linfocitos contados por Neubauer. (B) O padrdo das diferentes
subpopulagdes de timdcitos foi avaliado por citometria de fluxo. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA one-way seguido do pds-teste de Newman-
Keuls. ***p < 0,001 (Salina vs. Dexametasona).
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5.10 Efeito do tratamento sistémico com friedelina sobre a morte de timoécitos

em camundongos

A morte celular por apoptose foi outro parametro avaliado nos timos de animais
submetidos ao tratamento sistémico com salina, dexametasona e friedelina. A figura
27 mostra os resultados obtidos pelo ensaio de morte celular por anexina/Pl. Como
pode-se observar, aproximadamente apenas 5% dos timdcitos provenientes dos
animais do grupo controle se apresentaram positivos para anexina/Pl, ou seja, em
apoptose. Por outro, o tratamento com dexametasona, foi capaz de elevar, de forma
significativa, a porcentagem de células em apoptose para 19,5% (p<0,001), o que
indica um aumento em 400% no apoptose. De forma interessante, o tratamento com
friedelina ndo alterou a porcentagem de células positivas para anexina/PIl, mantendo
o patamar de células apoptdéticas semelhante aquele apresentado pelas células do
grupo controle. Com base nesses resultados, pode-se concluir que a friedelina,
diferentemente do corticoide dexametasona, nao induz efeitos imunotoxicos sobre o

timo e timdcitos de animais.



75

Figura 27 — O tratamento sistémico com friedelina n&o altera a porcentagem de timécitos em apoptose no timo de camundongos
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Os animais foram submetidos ao tratamento intraperitoneal com salina, dexametasona ou friedelina por 4 dias consecutivos. 24h apés o ultimo tratamento, os
animais foram eutanasiados e as analises foram realizadas. A apoptose foi mensurada mediante o ensaio de anexina V/PI por citometria de fluxo. (A) Grafico
density plot da citometria de fluxo em timécitos. As células foram separadas em relagdo aos marcadores Pl e Anexina V, o que permitiu determinar a
porcentagem de apoptose nas células. (B) O grafico representa a porcentagem de apoptose em timdcitos. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA
one-way seguido do pos-teste de Newman-Keuls. ***p < 0,001 (Salina vs. Dexametasona).
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Secao 3 — Efeito do tratamento com friedelina sobre a asma alérgica induzida

por ovalbumina em camundongos

5.11 Efeito da friedelina sobre o peso relativo e a celularidade do timo de animais

asmaticos

Com o objetivo de melhor caracterizar os efeitos da friedelina sobre o timo,
decidiu-se por aprofundar a investigagao utilizando um modelo de asma alérgica em
camundongos. Essa abordagem é interessante pelo fato de que a maioria dos
farmacos utilizados para o tratamento dessa condigdo, sabidamente induzir
imunossupressao com implicagdes deletérias nos 6rgaos linfoides, em especial no
timo.

Como evidenciado na figura 28, o tratamento com o budesonida, corticoide de
referéncia no tratamento da asma, causou uma diminuicdo consideravel no peso
relativo e na celularidade do timo, quando comparado com os animais tratados apenas
com salina, o que indica um claro efeito téxico desse farmaco. Entretanto, de maneira
diversa, foi observado que o tratamento nasal com friedelina, por sua vez, nao

acarretou nenhuma alteracdo no peso relativo e na celularidade desse 6rgao.

5.12 Efeito da friedelina sobre a porcentagem de células em apoptose no timo

de animais asmaticos

Como mostrado na figura 28, o tratamento nasal com budesonida foi capaz
aumentar significativamente a porcentagem de timdcitos marcados por anexina V,
quando comparado com animais tratados apenas com salina. Por outro lado, o
tratamento com friedelina, em todas as doses utilizadas, n&o alterou a porcentagem
de células em positivas para anexina V, mantenho o padréao de células em apoptose

semelhante aqueles apresentados no grupo controle.
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Figura 28 — O tratamento intranasal com friedelina ndo causa efeitos deletérios no

timo de animais asmaticos
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Os animais foram tratados por via intranasal com salina, etanol (veiculo), budesonida (farmaco de
referéncia) ou friedelina 1 hora antes de cada desafio. Apds a eutanasia, o timo dos animais foi coletado
e uma série de analises foi realizada, (A) Peso relativo do timo. (B) Contagem de timécitos totais. (C)
Apoptose dos timécitos provenientes de animais submetidos ao modelo de asma alérgica.
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5.13 Efeito da friedelina sobre o recrutamento de leucécitos para as vias aéreas

de animais asmaticos estimulados com OVA

Com o objetivo de caracterizar o efeito anti-inflamatorio in vivo da friedelina, o
modelo de asma alérgica induzido por ovalbumina em camundongos C57BL/6 foi
utilizado. Nesse cenario, inicialmente, decidiu-se avaliar o papel desse triterpeno
pentaciclico sobre a inflamagao alérgica induzida por ovalbumina nas vias aéreas dos
animais. Na figura 29 e 30, o grafico representa a contagem total e diferencial dos
leucécitos, respectivamente, nos diferentes grupos experimentais. O lavado
broncoalveolar de animais asmaticos (sensibilizados e desafiados com OVA)
apresentou um aumento na quantidade de leucdcitos totais, especialmente um
aumento consideravel na contagem de eosindfilos, neutrdfilos e linfocitos. De maneira
interessante, o tratamento intranasal com friedelina (0,1 e 10 mg/kg) em animais
asmaticos reduziu o numero dessas células no lavado broncoalveolar. Vale pontuar
que o tratamento intranasal com budesonida, farmaco utilizado no tratamento de
inflamagao alérgica, também foi capaz de acarretar diminuigdo consideravel no
numero de leucocitos nas vias aéreas dos animais. O tratamento intranasal com o

veiculo (etanol 1%), por sua vez, ndo causou alteracao no parametro avaliado.

Figura 29 — O tratamento intranasal com friedelina diminui o recrutamento de

leucdcitos totais nas vias aéreas de animais asmaticos

120= _

o O Salina

n J N OVA

‘T < 90—

o 2

o 8

o =S -

S 9 60 T e

\8 ™ Jekk

s O

o X 30-
N

0 T

Salina Veiculo BUD FDO,1 FD10

A asma alérgica foi induzida por ovalbumina, conforme descrito na figura 15. Os animais foram tratados
por via intranasal com salina, veiculo (etanol 1%), budesonida (farmaco de referéncia) ou friedelina 1
hora antes de cada desafio. A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA one-way seguido do
pos-teste de Newman-Keuls. *p < 0,05 (Controle vs. Ovalbumina); “p < 0,01 (Ovalbumina vs.
Friedelina).
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Figura 30 — O tratamento com friedelina diminui o numero de eosindfilos, neutréfilos
e linfocitos nas vias aéreas de animais asmaticos...
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A asma alérgica foi induzida por ovalbumina, conforme descrito na figura 15. Os animais foram tratados
por via intranasal com salina, veiculo (etanol 1%), budesonida (farmaco de referéncia) ou friedelina 1
hora antes de cada desafio. A anadlise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA one-way seguido do
pos-teste de Newman-Keuls. *p < 0,05 (Controle vs. Ovalbumina); “p < 0,01 (Ovalbumina vs.
Friedelina).

5.14 Efeito da friedelina sobre a porcentagem de células T CD4+ nas vias aéreas

de animais asmaticos estimulados com OVA

As células do lavado broncoalveolar foram coletas e marcadas para a proteina
CD4 a fim de determinar a porcentagem dos linfocitos T CD4+ nas vias aéreas dos
animais. Conforme evidenciado na figura 31, animais asmaticos apresentaram um
aumento consideravel na porcentagem de células CD4+ quando comparadas com o0s
animais do grupo controle. Por outro lado, pdde-se evidenciar que o tratamento nasal
com friedelina foi capaz de reduzir, em todas as doses utilizadas, a porcentagem
dessas células nas vias aéreas de animais asmaticos. Cabe ressaltar que o
tratamento com farmaco de referéncia budesonida também reduziu a porcentagem

dessas células.
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Figura 31 — O tratamento intranasal com friedelina diminui a porcentagem de linfocitos T CD4+ totais nas vias aéreas de animais

asmaticos
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5.15 Efeito da friedelina sobre a porcentagem de células T reguladoras nas vias

aéreas de animais asmaticos estimulados com OVA

As células T reguladoras sao caracterizadas por apresentar um importante
papel no controle da inflamagdo. De fato, alguns estudos sugerem que o numero
dessas células se encontra reduzido na condicdo asmatica. Nesse sentido, as células
do lavado broncoalveolar foram utilizadas para a marcagdo e imunodetecgdo de
células T reguladoras (CD4*CD25*FOXP3*) por citometria de fluxo.

Conforme apresentado na figura 32, animais asmaticos (sensibilizados e
desafiados com OVA) apresentaram uma redugao consideravel na porcentagem de
células Tregs (CD4*CD25"FOXP3*) no lavado broncoalveolar, quando comparados
com o0s animais do grupo controle. No entanto, foi evidenciado que o tratamento
intranasal com friedelina nas concentragdes de 0,1 e 10 mg/kg foi capaz de restaurar
a porcentagem dessas células no lavado broncoalveolar de animais asmaticos,
tornando a porcentagem dessas células semelhante aquela apresentada nos animais
do grupo controle. Cabe apontar que, apesar de haver uma tendéncia de aumento na
porcentagem de células Tregs no lavado dos animais tratados com budesonida, essa
diferenga nao foi estatisticamente relevante. Com base nesses resultados, pode-se
concluir que o efeito antiasmatico apresentado pela friedelina parece estar relacionado

com o aumento da presenca de linfécitos Tregs nas vias aéreas dos animais.
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Figura 32 — O tratamento intranasal com friedelina restaura a porcentagem de linfocitos T reguladores nas vias aéreas de animais

asmaticos
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Continuagao da figura 32
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A asma alérgica foi induzida por ovalbumina, conforme descrito na figura 15. Os animais foram tratados
por via intranasal com salina, veiculo (etanol 1%), budesonida (farmaco de referéncia) ou friedelina 1
hora antes de cada desafio. A porcentagem de células T CD4+CD25+FOXP3+ foi determinada por
citometria de fluxo . A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA one-way seguido do pos-teste
de Newman-Keuls. *p < 0,05 (Controle vs. Ovalbumina); “p < 0,01 (Ovalbumina vs. Friedelina).
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos imunomoduladores
do triterpeno pentaciclico friedelina em modelos experimentais in vivo e in vitro. Esse
triterpeno tem sido caracterizado com possuidor de diversas atividades
farmacoldgicas, incluindo efeitos antitumorais (SUBASH-BABU; LI; ALSHATWI, 2017;
XIAO; CHANG; WANG, 2020), anti-inflamatérios, analgésicos e antipiréticos
(ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011), além de atividades
vasodilatadoras e antioxidantes (SUNIL et al., 2013). No entanto, os seus efeitos
imunomoduladores e anti-inflamtérios ainda nao tinham sido investigados no modelo
de asma alérgica experimental.

Neste cenario, buscou-se caracterizar inicialmente os efeitos diretos da
friedelina sobre timocitos e linfocitos. Assim, primeiramente, por se tratar de uma
abordagem in vitro, a escolha de concentracbes que ndo causem a morte celular
torna-se um fator importante na conducgao dos protocolos experimentais. No presente
trabalho, os resultados obtidos por meio do ensaio de viabilidade celular por MTT
demonstraram que o tratamento com a friedelina, em todas as concentracdes
testadas, nao foi capaz de alterar a viabilidade dos timécitos in vitro.

Esses resultados estdo em consonéancia com os achados de Subash-Babu e
colaboradores (2017), nos quais foi observado que o tratamento com friedelina n&o
causou citotoxicidade em células epiteliais e fibroblastos (SUBASH-BABU; LI,
ALSHATWI, 2017). Além disso, outros triterpendides, como lupeol e uvaol, também
nao alteraram a viabilidade de diversos tipos celulares, incluindo queratinécitos,
células endoteliais e fibroblastos (BESERRA et al., 2018; CARMO et al., 2020;
KAEWTHAWEE; BRIMSON, 2013). Em contrapartida, foi constatado que alguns
triterpenos, incluindo a friedelina, podem induzir morte celular em modelos celulares
de céancer. De fato, foi evidenciado que o tratamento com friedelina apresentou efeitos
citotoxicos em linhagens de leucemia e de cancer de mama (SUBASH-BABU; LlI;
ALSHATWI, 2017; TAWILA et al., 2020; XIAO; CHANG; WANG, 2020).

Em relagcéo aos timécitos, até o momento, ndo foram encontrados estudos que
tenham avaliado os efeitos de triterpenos ou de produtos naturais sobre a viabilidade
dessas células, o que destaca o ineditismo do presente estudo ao abordar essa
tematica. Considerando que o tratamento com friedelina ndo apresentou atividade

citotdxica em timdcitos, optou-se por aprofundar o conhecimento e avaliar os efeitos
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da friedelina sobre parametros celulares importantes nessas células, incluindo a
migragao celular e a produgao da citocina IL-2.

A migragao dos timdcitos no microambiente timico e dos linfocitos nos tecidos
linfoides desempenha um papel crucial no desenvolvimento, maturacédo e fungao
dessas células. A CCL12 é uma quimiocina essencial durante esse processo,
estimulando a migracao dos timdcitos na regido timica e a atragao de linfocitos para
areas de inflamacgao ou infeccao (KUROWARABE et al., 2021). Nesse cenario, tendo
em vista o importante papel da migracéo celular nessas células, optou-se por avaliar
os efeitos da friedelina na migragao de timaocitos e linfécitos estimulados por CCL12.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a friedelina foi capaz de
aumentar a migragao dos timdcitos totais em todas as concentragdes testadas. Esses
dados corroboram estudos prévios que indicam o potencial dessa molécula para
estimular a migracédo de queratinécitos e fibroblastos (SOMWONG et al., 2022). Em
conformidade com tais observagdes, ha registros na literatura cientifica que outros
produtos naturais da classe dos terpenos também sao capazes de aumentar a
migragdo celular. Alguns exemplos incluem o lupeol, o acido oleandlico e o uvaol,
moléculas conhecidas por promoverem a migracao celular em diversos contextos,
como cicatrizacdo de feridas, doencas neurodegenerativas e angiogénese,
respectivamente (BESERRA et al., 2018; CARMO et al., 2020; STELLING-FEREZ;
GABALDON; NICOLAS, 2022; ZHANG et al., 2018). O efeito desses terpensides em
aumentar a migracao celular pode ser atribuido a capacidade dessas substancias de
modular a expressdo de proteinas e fatores de sinalizacdo envolvidos durante o
processo migratorio.

Outrossim, a analise por citometria de fluxo das diferentes subpopulacdes de
timdcitos migrantes indicou que o efeito indutor da migracao celular apresentado pela
friedelina ocorreu especificamente em células imaturas, quais sejam duplo negativas
(CD4-CD8") e duplo positivas (CD4*CD8"). Contudo, foi constatado que o tratamento
com friedelina reduziu a migracao dos timécitos CD4+ e n&o causou alteragdo no
padrao migratério de CD8+. Sabe-se que o potente efeito quimioatraente de CCL12
em timocitos e linfocitos esta relacionado com a atuacdo dessa molécula nos
receptores CXCR4, que modulam parametros intracelulares envolvidos na migragéo
celular (DAY et al., 2010). Esse papel apresentado por CXCR4 parece ocorrer nao

apenas em timadcitos e linfocitos, mas também em uma variedade de células. Zuo e
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colaboradores (2017) mostraram que a expressao aumentada desse receptor
promove um aumento na migracao de células cancerigenas (ZUO et al., 2017).

Com base nesse contexto, partiu-se, entao, para avaliar se o efeito modulador
da friedelina na migragdo das diferentes subpopula¢des de timocitos poderia estar
relacionado com alteragdes nos niveis do receptor CXCR4. Todavia, de acordo com
os dados obtidos mediante o ensaio de citometria de fluxo, a friedelina n&do alterou a
expressao de CXCR4 em timdcitos, o que sugere que o efeito modulador da migragao
apresentado pela friedelina parece ocorrer por um mecanismo independente dos
niveis de expressao desse receptor. Uma abordagem adequada para elucidar tal
aspecto seria avaliar o grau de ativacao/fosforilagdo do receptor, analise que carece
ser realizada.

Cabe ressaltar que, ao se realizar os experimentos de migragéo celular em
linfocitos, diferentemente do que ocorreu em timdécitos, a friedelina nao foi capaz de
alterar o padrao migratério dessas células. Esses resultados podem estar
relacionados com as diferengas no grau de maturagao das células e as diferentes vias
de sinalizagao ativadas em timaécitos e linfocitos.

Além da migragao celular, a produgao de IL-2 € um fator importante nas fungdes
de timécitos e linfocitos. E sabido que essa citocina apresenta uma potente
capacidade para aumentar a proliferacado e diferenciacdo de células T e timécitos in
vitro (DOS REIS, 1989). Além disso, essa citocina esta intimamente relacionada com
0 processo de expansao clonal, evento importante durante a resposta imune
(CANTRELL; SMITH, 1984; CARR et al., 1945). Desta forma, decidiu-se avaliar os
efeitos da friedelina na produgao de IL-2 in vitro. Andlise dos niveis de producao de
IL-2 mediante a técnica de ELISA demonstrou que o tratamento com a friedelina
apresentou efeito em diminuir a producdo dessa citocina tanto em timécitos quanto
em linfécitos estimulados por concanavalina A. Apesar de a IL-2 apresentar papel
importante nas fungdes dessas células, a redugao dos niveis dessa citocina pode ser
interessante em situagdes em que ha exacerbagédo da resposta imune, como por
exemplo, em condi¢gées autoimunes e em doengas inflamatérias crénicas (MIZUI,
2019).

Nesse cenario, 0 estudo de Santos e colaboradores (2016) evidenciou que o
extrato etandlico de Eriosema crinitum foi capaz de reduzir a produgédo de IL-2 em
linfocitos. Esses resultados s&o particularmente relevantes, uma vez que analises

fitoquimicas revelaram a presenca de terpenos nesse extrato, o que sugere uma
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possivel associagdo com os efeitos observados (SANTOS et al., 2016). Em um outro
estudo conduzido por Kaewthawee e colaboradores (2013), verificou-se que o
tratamento com o triterpeno acido ursdlico apresentou efeito semelhante aos
observados no presente trabalho. Embora o acido ursdlico isolado nao tenha alterado
a producéao de IL-2 em linfécitos, constatou-se que esse triterpeno também foi capaz
de reduzir a producgao de IL-2 em linfécitos estimulados, corroborando os dados do
presente estudo (KAEWTHAWEE; BRIMSON, 2013).

Em sintese, com esse primeiro conjunto experimental, foi possivel concluir que
o tratamento com friedelina apresentou um efeito direto em timocitos e linfocitos,
modulando a capacidade migratéria de forma diferencial em timdcitos e diminuindo a
producao da citocina IL-2 em ambas as células. Esses resultados s&o interessantes
porque demonstram, pela primeira vez, efeitos diretos da friedelina em células imunes.
Por estar envolvido no desenvolvimento e na maturagao de linfocitos T, o timo €&
considerado um 6rgao bastante relevante. No entanto, € sabido que essa glandula é
extremamente vulneravel a diversos fatores, incluindo doencgas infecciosas, alguns
tratamentos farmacologicos e estresse (CANNIZZO et al.,, 2011; GRUVER;
SEMPOWSKI, 2008; VASCELLARI et al., 2012).

Assim, surgiu a proposta de avaliar se o tratamento com a friedelina poderia
causar algum efeito citotoxico sobre o timo. Essa abordagem é particularmente
interessante ao se levar em conta que a friedelina apresenta efeitos farmacoldgicos
similares aqueles apresentados pelos corticoides (FERRO et al., 2017; SHI et al.,
2021), farmacos que sabidamente induzem efeitos deletérios sobre esse o6rgao
linfoide (CANNIZZO et al.,, 2010; CIFONE et al., 1999; FUKUYAMA et al., 2011)
(AHMED; SRIRANGANATHAN, 1994). Desta forma, embora nao se tenha observado
efeitos citotoxicos da friedelina em timaocitos in vitro, tornou-se interessante investigar
os efeitos do tratamento com a friedelina sobre a estrutura e a celularidade do timo.

Para isso, os camundongos foram submetidos a um regime de tratamento
intraperitoneal diario com salina, dexametasona ou friedelina por 4 dias consecutivos.
Apos esse periodo, os animais foram eutanasiados e uma série de analises foi
realizada. Cabe ressaltar que o modelo utilizado foi orientado pela abordagem
apresentada no trabalho de Ahmed e colaboradores (1994), que demonstrou, entre
outros fatores, os efeitos citotéxicos da dexametasona sobre o timo. Nesse estudo, foi
evidenciado que o tratamento intraperitoneal com dexametasona causou uma redugao

consideravel no numero de timdcitos, particularmente nos tempos de 24h e 48h apds
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administracdo de dexametasona (AHMED; SRIRANGANATHAN, 1994). Em
conformidade com esse estudo, os dados do presente trabalho evidenciaram que a
dexametasona apresentou um efeito deletério no timo dos camundongos, uma vez
que o tratamento sistémico com essa substancia induziu mudancas na estrutura
macroscopica e no peso relativo do érgédo, bem como uma redugdo no numero de
timocitos e uma modificagdo nas porcentagens das diferentes subpopulagdes dessas
células.

Esses dados sdo corroborados pelos achados obtidos por Fukuyama e
colaboradores (2011), em que foi observado que o tratamento intraperitoneal com
dexametasona além de reduzir o peso total e peso relativo do timo, também foi capaz
de reduzir a sua celularidade (FUKUYAMA et al., 2011). Além disso, Cannizzo e
colaboradores (2010) demonstraram que o peso e volume do timo de bezerros foi
significativamente reduzido apds o tratamento com dexametasona em comparagao
com os animais do grupo controles (CANNIZZO et al.,, 2010). Em conjunto, essas
observagdes indicam o efeito toxico que esse corticoide apresenta sobre o timo. Em
contraste, no presente estudo, foi possivel observar que o tratamento intraperitoneal
com friedelina ndo alterou nenhum dos parametros avaliados, o que sugere auséncia
de efeitos citotoxicos desse triterpeno sobre o timo. De fato, esses resultados sao
bastante relevantes e esta em concordancia com descobertas da literatura que
demonstraram que o triterpeno lupeol, além de ndo causar citotoxicidade no timo,
demonstrou exercer um efeito benéfico na preservagao da estrutura timica (BAE et
al., 2023).

Adicionalmente, o tratamento com dexametasona também causou um aumento
na porcentagem de células em morte por apoptose. Esses dados estdo de acordo com
a literatura cientifica, no qual foi avaliado que o tratamento com dexametasona foi
capaz de induzir apoptose de timécitos (CIFONE et al., 1999; FUKUYAMA et al., 2011).
Por outro lado, de forma interessante, no presente trabalho, foi possivel observar que
o tratamento sistémico com a friedelina ndo alterou a porcentagem de timécitos em
morte celular por apoptose. Em conformidade com tais resultados, um estudo revelou
que o acido betulinico, um triterpeno pentaciclico, além de nao induzir apoptose em
timocitos — conforme observou-se no presente trabalho —, foi capaz de proteger essas
células dos efeitos da dexametasona (Y| et al., 2016).

Dessa forma, tendo em vista que todos os aspectos aqui avaliados nao foram,

de nenhuma forma, alterados apds o tratamento sistémico com friedelina, é possivel



89

considerar a seguranga que o tratamento com esse triterpeno apresenta em relagao
ao timo. Em contrapartida, a dexametasona, corticoide amplamente utilizado para
tratar diversas patologias com cunho inflamatério, causou um evidente efeito deletério
ao timo.

Apesar dos dados anteriores evidenciarem um contraste evidente entre os
efeitos da friedelina e do corticoide dexametasona no timo, essas avaliagdes foram
realizadas em animais saudaveis. No entanto, é sabido que a administragdo dessas
moléculas ndo ocorre em condicdes homeostaticas, mas sim em um contexto
patoloégico (WANG et al.,, 2020). Diante desses fatores, surgiu a necessidade de
melhor caracterizar os efeitos dessas moléculas sobre o timo em um contexto de
doenca. Portanto, optou-se por aprofundar a investigacdo do papel da friedelina no
timo, utilizando um modelo de asma alérgica em camundongos. Essa abordagem é
especialmente relevante, uma vez que muitos dos farmacos utilizados no tratamento
da asma estdo associados a indugdo de imunossupressdao, com implicagcoes
prejudiciais nos orgaos linfoides, especialmente no timo (CANNIZZO et al., 2010;
CIFONE et al., 1999; FUKUYAMA et al., 2011).

Nesse trabalho, utilizou-se o modelo de asma alérgica induzido por ovalbumina.
Essa abordagem é amplamente utilizada na literatura cientifica, devido ao seu
potencial em mimetizar os mecanismos subjacentes a asma alérgica, o que permite
testar a eficacia de novos medicamentos e terapias, investigar os efeitos de diferentes
intervengdes e compreender melhor a fisiopatologia da doenga (KIM; SONG; LEE,
2019). Nesse modelo, foi observado que o tratamento nasal com budesonida foi capaz
de induzir uma diminuigao consideravel do peso relativo do timo, bem como levou uma
redu¢ao no numero de timdcitos, quando comparado ao grupo controle. Além disso, o
tratamento com esse corticoide causou um aumento consideravel na apoptose dos
timocitos.

A utilizagdo da budesonida pode ser justificada pelo fato de esse farmaco ser
amplamente utilizado no tratamento da asma. Além disso, esse corticoide € bastante
benéfico para a aplicagao topica, pois exibem uma potente agao anti-inflamatéria, mas
é facilmente degradado apds a absor¢do, minimizando as implicagdes sistémicas
(INAGAKI; NAGAI, 2001). Apesar disso, pdde observar que o tratamento local com
esse corticoide apresentou efeitos deletérios sobre o timo, indicando que mesmo os
corticoides com menores impactos sistémicas, podem ser deletérios sobre esse

orgao. No entanto, em conformidade com os resultados anteriores, a friedelina ndo
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alterou nenhum dos parametros avaliados, o que reafirma a seguranga do tratamento
com esse triterpeno. Dessa forma, tendo em vista que a friedelina, diferentemente dos
corticoides dexametasona e budesonida, ndo alterou os padrbes macroscopicos e
celulares do timo de animais saudaveis e de animais asmaticos, e considerando
também os efeitos diretos desse triterpeno em timdcitos e linfocitos, optou-se por
aprofundar o conhecimento e investigar o potencial immunomodulador dessa substancia
no contexto da asma alérgica.

Inicialmente, decidiu-se avaliar o efeito da friedelina sobre o recrutamento de
leucocitos nas vias aéreas de animais asmaticos. A contagem celular realizada no
fluido do lavado broncoalveolar revelou que animais asmaticos apresentaram um
aumento consideravel no numero de leucdcitos, quando comparado com O grupo
controle. De maneira interessante, foi observado que o tratamento com friedelina, em
ambas as doses utilizadas (0,1 e 10 mg/kg), foi capaz de reduzir o niumero dessas
células, em especial de eosindfilos, neutréfilos e linfocitos, nas vias aéreas dos
animais asmaticos. Esse mesmo padrao de reducgao foi observado quando os animais
foram tratados com o corticoide de referéncia budesonida.

Esses dados sugerem que a friedelina apresenta um efeito anti-inflamatorio por
reduzir o recrutamento de leucécitos, evento importante na fisiopatologia da asma. De
fato, alguns trabalhos vém evidenciando o efeito anti-inflamatério da friedelina. Em
estudos prévios foi observado que a friedelina reduz o recrutamento de leucdcitos
totais no contexto de pleurisia induzido por LPS e na asma alérgica (FERRO et al.,
2017). Essas observagdes estdo de acordo com dados da literatura que evidenciaram
que o tratamento com os triterpenos lupeol, pristimerina, taraxasterol, acido oleandlico
e betulina também foram capazes de reduzir o recrutamento de leucdcitos totais para
a vias aéreas de animais submetidos ao modelo de asma alérgica induzido por
ovalbumina (JIN et al.,, 2016; KAMARAJ et al., 2021; KIM; HONG; LEE, 2014;
VASCONCELOS et al., 2008; ZHANG et al., 2013). Além disso, a atividade anti-
inflamatéria da friedelina foi reforcada em outros modelos de doenca. No trabalho de
Shi e colaboradores (2021), por exemplo, foi evidenciado que o tratamento com
friedelina melhora o quadro de colite em camundongos por meio da inibicdo da
resposta inflamatéria (SHI et al., 2021). Esses achados sugerem que a friedelina e
outros triterpenos apresentam um papel anti-inflamatério importante, o que pode

apresentar implicagdes no contexto da asma alérgica.
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Com base no efeito antiasmatico da friedelina evidenciado no presente trabalho
e corroborado pelos achados de FERRO e colaboradores (2017), decidiu-se avangar
no conhecimento e investigar os mecanismos pelos quais a friedelina apresenta esse
efeito. Nesse cenario, tornou-se interessante investigar se o efeito anti-inflamatério da
friedelina poderia estar relacionado com a modulagao de células T reguladoras nas
vias aéreas dos animais asmaticos.

Um conjunto de dados vém demonstrando o importante papel dos linfocitos T
reguladores na asma. Um estudo conduzido por Provoost e colaboradores (2009)
evidenciou que ha uma deficiéncia na expressdo da proteina FOXP3 no tecido
pulmonar de pacientes asmaticos (PROVOOST et al.,, 2009). Um outro estudo
observou que criangas asmaticas apresentaram uma baixa porcentagem de células T
reguladoras no lavado broncoalveolar em comparagdo com individuos saudaveis.
Além disso, foi observado que as células Treg de pacientes asmaticos possui uma
diminuicdo na capacidade de suprimir a proliferagcdo e producédo de citocinas por
linfocitos T in vitro (HARTL et al., 2007). Essas observacgdes indicam que ha uma
reducao no numero e nas fungdes das células T reguladoras na condigdo asmatica.

Nesse sentido, ja foi documentado que a administragéo terapéutica de células
T reguladoras em animais atenua a asma alérgica induzida pelo ovalbumina
(KEARLEY; ROBINSON; LLOYD, 2008), enquanto a deplecao dessas células leva a
uma exacerbagdo dos quadros dessa doenga (KHAN, 2020). Nesse cenario,
abordagens terapéuticas que modulem o numero e as fungbes de células T
reguladoras podem ser uteis no tratamento da asma.

No modelo utilizado nesse trabalho, foi observado que os animais asmaticos
apresentaram uma redugao significativa nas porcentagens de linfécitos T reguladores,
quando comparados com o grupo controle. Esse resultado estd de acordo com a
literatura, em que ja foi observado que a porcentagem dessas células se encontra
reduzida nas vias aéreas de animais asmaticos induzidos por ovalbumina (WU; YANG,;
WANG, 2017). Por outro lado, de forma interessante, pdde-se observar que o
tratamento nasal com friedelina foi capaz de restaurar para niveis basais a
porcentagem dessas células no lavado broncoalveolar. Esse dado indica que o efeito
anti-inflamatorio da friedelina parece estar relacionado com o aumento da quantidade
de linfécitos T reguladores nas vias areas de animais asmaticos

Ha alguns estudos na literatura evidenciando que outros triterpenos também

possuem a capacidade de modular o numero dessas células no modelo de asma. Kim
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e colaboradores (2014), por exemplo, observou por PCR e imunofluorescéncia que o
tratamento de animais asmaticos com acido oleandlico foi capaz de aumentar a
expressao de FOXP3 no tecido pulmonar (KIM; HONG; LEE, 2014). Em um outro
estudo, foi observado que animais asmaticos apresentaram uma diminuigao
significativa no mRNA de FOXP3, o qual foi restaurado com o tratamento com o
produto natural rubusoside (WANG et al.,, 2020). Adicionalmente, estudos de
reposicionamento de farmacos observaram que a pitavastatina também melhora a
condicdo asmatica por aumentar a porcentagem de células T reguladoras nas vias
aéreas dos animais (WU; YANG; WANG, 2017).

Especialmente, os triterpenos acido oleandlico e rubusoside acima
mencionados, demonstraram a capacidade de aumentar a expressao do fator de
transcricao FOXP3 no tecido pulmonar, o que pode estar associado a um aumento no
numero de células T reguladoras (KIM; HONG; LEE, 2014; WANG et al., 2020). No
entanto, esses trabalhos apresentam a limitacdo de avaliar essa expressao por
imunofluorescéncia ou PCR, técnicas que ndo permitem a identificagcao especifica das
células T reguladoras, visto que outras células também podem expressar esse fator
de transcricdo no tecido pulmonar (DEVAUD; DARCY; KERSHAW, 2014). Nesse
sentido, torna-se importante pontuar que, no presente trabalho, as analises por
citometria de fluxo permitiram a marcacao especifica dos linfocitos T reguladores
mediante o uso da tripla marcagao simultanea para as moléculas CD4, CD25 e Foxp3,
proporcionando uma identificagdo mais precisa dessas células.

Por meio dessa abordagem experimental, foi possivel demonstrar que a
friedelina possui um efeito antiasmatico por meio da modulacdo de linfocitos T
reguladores. Esses efeitos foram comparaveis aos apresentados pelo corticoide
budesonida, porém a friedelina se destacou por ndo apresentar efeitos prejudiciais ao

timo dos animais com asmaticos.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto, esses resultados demonstram que a friedelina apresenta um efeito
imunomodulador in vitro e in vivo, uma vez que o tratamento com esse triterpeno foi
capaz de :

1. Apresentar efeitos diretos sobre timécitos e linfocitos in vitro por:

a. Regular a migracao dos timdcitos

b. Diminuir a produgéo de IL-2 em ambas as células.

2. Apresentar um efeito anti-inflamatério no modelo de asma alérgica
experimental por:

a. Reduzir o recrutamento de leucécitos e a porcentagem de células T
CD4+ nas vias aéreas de animais asmaticos

b. Aumentar a porcentagem de linfécitos T reguladores nas vias aéreas de
animais asmaticos

3. Nao alterar a estrutura e a celularidade do timo de animais asmaticos e nao

asmaticos.

Em conjunto, estes resultados sugerem que a friedelina pode ser um candidato

importante no tratamento da asma alérgica.



Figura 33 — Esquema representando os efeitos imunomoduladores da friedelina in vitro e in vivo
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