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Resumo

A inflamagado exacerbada mostra-se envolvida na patogénese de diferentes doengas, incluindo
a asma. A asma alérgica ¢ um processo complexo envolvendo diferentes tipos de moléculas e
células. Dentre estas células podemos destacar as células epiteliais que atuam como uma
barreira fisica, separando o meio externo do meio interno pulmonar. Neste contexto, impedir a
morte celular epitelial e a consequente liberacdo de mediadores pro-inflamatorios ¢ de
extrema importancia para a reducdo de quadros de alergias e inflamacao. Dentre as estratégias
para encontrar novos firmacos para esta finalidade, produtos naturais vém sendo estudados
por suas acdes biofarmacoldgicas. Um desses compostos, o uvaol, presente em diversos tipos
de alimentos, possui atividade citoprotetora e anti-inflamatoéria em diferentes tipos de
c¢lulas.Neste cenario, o objetivo foi avaliar in vitro os efeitos do uvaol sobre a ativacao de
células epiteliais.Para isso, os efeitos do estimulo A23187 (1, 5 e 10 uM) e do tratamento com
uvaol (10, 50 e 100 uM) foram testados sobre a viabilidade celular de células epiteliais A549
por MTT. A morte celular por apoptose foi avaliada por citometria de fluxo. A produgdo de
espécies reativas de nitrogénio (ERN) e de oxigénio (ERO) foram quantificadas pela
coloragdo de Griess e por DFCH-DA, respectivamente. Nossos resultados mostraram que o
estimulo por 2 horas com 5 uM de A23187 apresentou uma redugdo da viabilidade celular em
50%. O pré-tratamento com uvaol foi capaz de reverter parcialmente a reducdo da viabilidade
celular na concentragdao de 10 uM. O estimulo com A23187 5 uM teve uma tendéncia a
aumentar a morte celular por apoptose, entretanto o uvaol ndo foi capaz de reverter este
processo. Além disso, o uvaol ndo foi capaz de reverter a producdo de ERN e ERO pelas
células epiteliais A549. Portanto, nosso trabalho mostrou que o uvaol teve apenas efeitos
citoprotetores parciais, mas mais experimentos sdo necessarios para elucidar suas fungdes e

mecanismos de agao.

Palavras-chaves: Asma, Inflamacao, Triterpeno, Uvaol, Células epiteliais.



Abstract

Exacerbated inflammation is involved in the pathogenesis of different diseases, including
asthma. The allergic asthma is a complex process involving different types of molecules and
cells. Among them, epithelial are major players since they act as a physical barrier, separating
the external environment from the internal lung environment. In this context, preventing
epithelial cell death and the consequent release of pro-inflammatory mediators is extremely
important for reducing allergies and inflammation. Among the strategies to discover new drugs
and compounds, several natural products have been studied for their biopharmacological
actions. A such, uvaol is a compoundfound in several types of foods, and it has cytoprotective
and anti-inflammatory activity in different cell types. Thus, our objective was to evaluate the
effects of uvaol on the activation of epithelial cells in vitro. As results, the A23187 stimulus (1,
5 and 10uM) and the treatment with uvaol (10, 50 and 100 uM) were tested on A549 epithelial
cells and analyzed by MTT. Cell death by apoptosis was assessed through flow cytometry. The
production of reactive nitrogen species (RNS) was quantified by Griess staining, while the
production of reactive oxygen species (ROS) was measured by DFCH-DA. Our results showed
that 2 hours stimulus with 5 uM of A23187 displayed a 50% reduction in cell viability. Pre-
treatment with uvaol was able to partially reverse the reduction in cell viability at a
concentration of 10 uM. The 5 uM A23187 stimulushad a tendency to increase cell death due
to apoptosis, although uvaol was not able to reverse this process. Also, uvaol unchanged RNS
and ROS production. Therefore, our work showed that uvaol hadonly partial cytoprotective

effects, but more experiments are needed to elucidate its functions and mechanisms of action.

Keywords:Asthma, Inflammation, Triterpene, Uvaol, Epithelial cells.



Lista de abreviaturas

A23187: Iondforo de Calcio.

A549: Células epiteliais basais alveolares humanas (Adenocarcinoma).

AINEs: Anti-inflamatorios nao esterdides.

AMPc (Adenosine 3 ', 5'-cyclic monophosphate): Monofosfato ciclico de adenosina.

CS: Corticoides.

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium.

DCFH-DA: 2,7-Diclorodihidrofluoresceina-diacetato.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

EROs: Espécies Reativas de Oxigénio.

ERN: Espécies Reativas de Nitrogénio.

FceRI: Receptor IgE de alta afinidade.

IgE: Imunoglobulina E.

IL: Interleucina.

mg: Miligramas.

mL: Mililitro.

MFI: Intensidade mediana de fluorescéncia.



MTT: brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium.

nm: Nandmetro.

P.I: Todeto de Propideo.

Rpm: Rotagao por minuto.

Th2: T helper 2.

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral alfa.

Uvaol: urs-12-ene-3,28- diol.

pM: Micro molar.

pL: Microlitro.
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1. Introducao

Atualmente a asma encontra-se entre as doencas inflamatorias cronicas com alta
incidéncia e prevaléncia no mundo. Estima-se que 4,1% da populacdo mundial seja acometida
pela asma e que em 2025 havera cerca de 100 milhdes de individuos asmaticos no mundo
(ONU, 2015; MASOLI et al., 2004). No Brasil, as doencas respiratorias afetam um grande
numero de pessoas causando elevados indices de internagdes e de Obitos, os quais vém
crescendo principalmente na regido do Nordeste (DATASUS, 2016). No Estado de Alagoas
foi registrado um grande niimero de internagdes, o qual gera elevados custos para o Sistema
Unico de Satde (DATASUS, 2016).

A asma ¢ uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas e apresenta-se
heterogeneamente com diferentes manifestagdes clinicas € pode ser apresentada por distintos
fenotipos, entre estes o mais comum ¢ a asma alérgica. A asma alérgica ¢ uma doenga
caracterizada por expressar uma resposta imunoldgica exacerbada aos diferentes agentes
presentes no meio ambiente (SALAZAR E GHAEMMAGHAMI, 2013).

No contexto da asma alérgica, as c€lulas epiteliais do pulmao se localizam entre a
interface do individuo e do ambiente, e estdo diretamente expostas as particulas transportadas
pelo ar, como os alérgenos. Os alérgenos podem causar danos as células epiteliais, através do
aumento da entrada de calcio intracelular, o qual é capaz de modular caspases e induzir
apoptose (TESFAIGZI, 2006; SAMANTA E PAREKH, 2016). Ainda, diferentes alérgenos
podem promover a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (QU et al., 2017)
envolvidos na perpetuacdo da asma alérgica. além disso, os alérgenos também podem
desencadear resposta imunoldgica exacerbada produzindo mediadores pro-inflamatorios que
desempenham um papel crucial no recrutamento de leucdcitos para as vias respiratdrias
(HALL E AGRAWEL, 2014; WANG et al., 2008; GALLI E TSAI, 2012).

Embora existam medicamentos disponiveis no mercado para o tratamento da asma, o
uso cronico destes fArmacos ou em elevadas doses proporcionam severos efeitos colaterais
(PRASAD, 2016). Assim, ¢ extremamente necessaria a identificagdo de novas substancias
com potencial anti-inflamatério com a finalidade de desenvolver farmacos e/ou novas
estratégias terapéuticas mais eficientes para o tratamento da asma (BARNES et al., 2015).

O uso de produtos derivados de plantas seja na profilaxia ou cura de doencas ja vem
sendo usado ha séculos pelo homem (MUSZYNSKA et al., 2015). Dentre estes produtos,

varios estudos reforcam que diversas moléculas apresentam efeitos farmacologicos



potencialmente uteis para o tratamento de diversas doencas (FERRARIS et al., 2011). Dentre
estas moléculas o uvaol (urs-12-ene-3,28- diol) merece destaque tanto pela facilidade de
obtengdo, por estar em grandes quantidades no azeite de oliva (Oleaeuropaea L.), quanto
pelos relevantes efeitos terapéuticos (BOTELHO; TENORIO et al., 2019; GUINDA et al.,
2010; MARQUEZ-MARTIN et al., 2006; AGRA et al., 2016). Foi observado que o uvaol foi
capaz de proteger da morte células infectadas com Streptococcus agalactie (BOTELHO;
TENORIO et al., 2019). Além desse efeito, uvaol se apresentou capaz de inibir a produgdo de
citocinas pro-inflamatdria em monocitos submetidos a estimulos inflamatorios (MARQUEZ-
MARTIN et al., 2006). Outrossim, em um estudo recente, nosso laboratério demonstrou que o
uvaol foi capaz de atenuar a resposta inflamatdria eosinofilica em animais alérgicos no
modelo de asma experimental (AGRA et al., 2016). Porém, quais tipos celulares que se
mostram mais susceptiveis aos efeitos do uvaol, bem como as vias moleculares afetadas por

este triterpeno ainda ndo se encontram descritos.



2. Revisao bibliografica

Epidemiologia da Asma

A asma ¢ a doenga cronica que pode afetar todas as idades, e mesmo que seja de
carater tratdvel possui uma elevada prevaléncia mundial, bem como altas morbidade e
mortalidade as quais influenciam a sociedade (CARDOSO et. al., 2017). A maior incidéncia
da asma esta localizada nas populagdes de lingua inglesa e na América latina. Nessas regides,
a dificuldade para o tratamento da asma ¢ baseada no fato de que a oferta dos servicos de
saude, como um todo, ¢ limitada quando comparada com a de determinadas regides mais
desenvolvidas (CARDOSO et. al., 2017). Essas diferentes incidéncias - de acordo com as
variagdes geograficas- além de estarem envolvidas com a economia, também, estdo
vinculadas a outros fatores sociais os quais possuem relagdo, por exemplo, com a emissdo de
gases poluentes no ar atmosférico e por isso, ha uma influéncia direta no desenvolvimento de
casos respiratorios nas populagdes destas localidades. Em suma, os dados estatisticos revelam
que aproximadamente mais de 50% da populacdo adulta, bem como 80% das criangas
desenvolvem a asma de carater alérgico (TAKEJIMA et al., 2017).

Diante do exposto, a mortalidade devido a asma ¢ alta e possui um grau crescente em
varios paises, € nas localidades com ascendéncia ao desenvolvimento a taxa de mortalidade
teve um aumento de 5 a 10 % nos ultimos dez anos. Nesse cenario, os Obitos relacionados as
razdes respiratorias sdo curiosamente relatados com uma alta propor¢do de mortes
domiciliares (CARDOSO et. al.,, 2017) indicando que os individuos os quais (que) sdo
acometidos por essas doengas nem chegam a ir as unidades hospitalares.

Dentro desse contexto, o Brasil — uma nacao subdesenvolvida- que possui uma renda
considerada média sobre os aspectos continentais, por conseguinte, ¢ detentor da maior
prevaléncia de asma em criangas, havendo constatagcdes de que tal incidéncia seja referente a
asma de fendtipo grave. Em concordancia com isso, os levantamentos mostram que na regiao
sul do pais cerca de 20 % das criangas em niveis escolares possuem asma, o que mostra que
ela ainda é observada como uma doenga ndo controlédvel e por isso hd muitas internagdes e
gastos publicos que poderiam ser minimizados caso houvesse o correto tratamento e a
maxima aten¢do basica a saude da populagao (CARDOSO et. al., 2017). Ja foi contabilizado
em 2013 aproximadamente 2.047 obitos devido a asma no Brasil. Ao longo dos anos o pais

vem direcionando uma boa parte da sua economia para as hospitalizagdes de pacientes com



asma, isso demonstra que ainda ha pouca profilaxia e cuidados com quem sofre com a doenga,
como também para as pessoas que possam vir a desenvolvé-la (CARDOSO, 2017).

No Nordeste a incidéncia da asma ainda ¢ considerada alta nas populagdes mais
carentes devido a auséncia de uma assisténcia publica gratuita mais efetiva em diminuir de
alguma maneira as causas da asma alérgica, bem como tratd-la de modo seguro e eficiente, os
casos ja constatados e os suspeitos. E notavel que ha um crescente indice de hospitalizagdes
por asma nessa regido, isto evidéncia que a populagdo necessita conhecer o que de fato ¢
asma, pois muitas vezes os individuos podem ter sintomatologias asmaticas e confundi-las
com outras doencas respiratérias. As regides as quais possuem os maiores indices de
internagdes sao os estados: Para e Bahia (CARDOSO et al., 2017).

No estado de Alagoas a asma esta no grupo de doengas de condigdes sensiveis a
internacdo primaria (ICSAP). Nos anos de 2007 e 2014 o percentual de casos de internacao
da populagdo alagoana diagnosticada com a doenga foi de 3,31 %. J& a taxa de mortalidade,
nos anos citados, foi respectivamente de 14,22 % e 14,57 % (PLANO ESTADUAL DE
SAUDE DO ESTADO DE ALAGOAS, 2016-2019).

Asma

O termo Asma foi mencionado pela primeira vez pelo filosofo Hipdcrates em sua obra
intitulada de “Corpus Hippocratium”. A etimologia da palavra “Asma” possui origem grega
e seu significado literal ¢ descrito como “dificuldade em respirar” (PECHER, 2007).

A asma esta configurada como uma enfermidade de carater inflamatorio obstrutivo
cronico ¢ pode ser enquadrada como uma doenca alérgica em alguns casos. Ela ¢
caracterizada pelas respostas imunoldgicas que ocorrem nas vias aéreas inferiores e pela
simultanea limitagdo inconstante ao fluxo de ar. Os individuos acometidos por ela tém
sintomas caracteristicos como: a falta de ar, a tosse, a opressao toracica somada ou nao com
eventos de chiados produzidos pelos pulmdes. A sua manifestacdo ¢ heterogénea, visto que
ela é desencadeada pela soma da interacdo genética e da exposi¢do ambiental aos alérgenos
inalados (IV DIRETRIZES BRASILEIRAS PARA O MANEJO DA ASMA, 2006; MIMS, J.
W., 2015; MASLAN, J.; MIMS, J. W., 2013).

A fisiopatologia da asma ¢ entendida como o estreitamento das vias aéreas inferiores
que ao entrarem em contato com quaisquer que sejam os estimulos alérgenos provocam

obstrugao do fluxo aéreo (SILVA; DIAS, 2013). Segundo o Manual MDS (Manual Merck de



Saude, 2020), as manifestagdes fisiopatologicas envolvidas na asma sdo a broncoconstri¢ao,

edema, hiper-reatividade e reconfiguracdo das vias respiratérias (Figura 1).
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Figura 1. Fisiopatologia da Asma elucidando as diferencas anatomicas e fisiologicas, basicas,
que ocorrem nas vias aéreas normais e nas vias aéreas acometidas pelos mecanismos
patologicos asmaticos. (PAPADOPOULOS, NG; ARAKAWA, H; CARLSEN, KH,
CUSTOVIC, A; GERN, J; LEMANSKE, R et al., 2014. CONSENSO INTERNACIONAL
EM ASMA PEDIATRICA- ICON.)

Ha dois principais fendtipos consideraveis para a asma, sdo eles a asma alérgica e a
ndo alérgica. A asma alérgica ocorre precocemente na vida do individuo, enquanto a asma nao
alérgica ¢ documentada como uma manifestacdo de inicio tardio, ou seja, em adultos. Essa
ultima relaciona-se com Polipose nasal e com a hipersensibilidade dessas pessoas ao AINEs
(anti-inflamatorios ndo esteroides). Tanto na asma alérgica como na ndo alérgica ocorre
inflamacao do tipo eosinofilica nas vias aéreas, contudo observa-se que hd maior incidéncia
de infiltragdo neutrofilica no fenodtipo ndo alérgico (TAKEJIMA et al., 2017). Além disso, a

asma alérgica possui seus eventos fisiopatogénicos conhecidos e caracterizados, porém os



processos que englobam a asma nao alérgica ainda ndo estdo tdo fundamentados. No entanto,
estudos vém sugerindo que o fendtipo nao alérgico pode ser manifestado tanto por reagdes de
hipersensibilidades ao alérgenos diversos, alguns ainda ndo identificados, como também por
infec¢des frequentes ou insistentes, além de processos autoimunes (TAKEJIMA et al., 2017).

Outrossim, tratando-se da asma alérgica o seu inicio ¢ descrito a partir da fase
intrauterina e nos primeiros trés a cinco anos de vida do individuo. Esse periodo de
desenvolvimento fetal e adaptabilidade da crianga ao ambiente externo ¢ muito importante, ja
que alteragdes anatomicas, fisiologicas e funcionais nas vias aéreas inferiores podem ocorrer
em detrimento aos fatores genéticos herdaveis, como também em virtude de fatores
ambientais (CAMPOS, 2007).

O meio ambiente ¢ o modulador dos tipos de asma sendo atuante sobre individuos que
ja possuem as predisposicoes genéticas aos indutores que desencadeiam os eventos asmaticos
(CAMPOS, 2007). E relevante saber que cada fenotipo asmatico tera indugdes de grupos de
substancias e moléculas proprias para seu desenvolvimento (GANGHI; VLIAGOFTIS, 2015).
Neste contexto, a classificacdo ou quadro asmatico desta fisiopatologia, vem sendo abordada
a partir dos fatores como o tipo dos desencadeadores, da gravidade e da regularidade dos
sintomas, bem como o fato do paciente responder aos tratamentos ja disponiveis (CAMPOS,
2007); diante disso processos clinicos observaveis, no individuo, resultantes da condigdo
heterogenia da doenga sdo importantes para classificagdo desses fendtipos (FILHO, 2019,
2020). Além disso, esses tipos diversos de manifestacoes asmaticas possuem a possibilidade
de mudar sua classificacao durante a vida do individuo de acordo com o meio no qual ele vive

e com o estilo de vida do mesmo (PAPADOPOULOS et al., 2012, 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Diferenciagdo dos fenotipos da Asma (FILHO, T. P. d’A. 2019, 2020);

(https://www.asmabronquica.com.br/medical/tipos_de asma_classifica.html)

Somado a essa abordagem classificatéria, existe a classificagdo que divide a asma em
intrinseca e extrinseca. A asma intrinseca pode ser entendida como hipersensibilidade do tipo
tardia. Também ¢ conhecida como asma criptogenética, ou seja, cuja origem nao ¢ definida
por fatores atdpicos (alérgicos). Esta manifestacdo inicia-se na vida adulta devido, por
exemplo, ao uso prolongado e indiscriminado de fairmacos broncodiladores (FILHO, 2019,
2020).

A asma extrinseca relaciona-se geneticamente aos mecanismos imunologicos
exercidos por meio da hipersensibilidade imediata (tipo I), que acontece apos a sensibilizagao
da imunoglobulina IgE, no combate de um espectro variado de estimulos presentes no meio
ambiente. No entanto, neste tipo de manifestacdo asmatica pode haver desencadeamento de
asma ocupacional (asma extrinseca ndo-atdpica), sem a participacdo ¢ mediagdo da IgE,
designada dessa forma devido a exposi¢ao aos mais variados compostos causadores que o
individuo possui contato no meio que o cerca (FILHO, 2019, 2020).

A asma alérgica possui seus principios imunoldgicos baseados nas respostas das
células Th2 com seus respectivos envolvimentos com os constituintes celulares, moleculares e
bioquimicos do sistema imune associados a esse subtipo de células T. Essas respostas
inflamatorias, diante da exposi¢do do individuo aos alérgenos desencadeadores da ativagao
dos mastocitos e basofilos, via ligacdo cruzada envolvendo as imunoglobulinas de classe IgE

s30 os caracteristicos desse tipo de asma (CAMPOS, 2007).



Asma alérgica

A asma alérgica ¢ caracterizada como uma doenca complexa que se manifesta devido
a associagao de fatores genéticos, porém determinantes ambientais também sdo relevantes
para o desenvolvimento dessa sensibilizagdo alérgica (GANDHI; VLIAGOFTIS, 2015). Esta
doenca esta inserida no contexto das doencas alérgicas ou atdpicas que também sdo chamadas
de reacdo de hipersensibilidade imediata (ou tipo I). Essa reagdo varia de acordo com o tipo
de antigeno que ird desencadear respostas e manifestagdes clinicas patologicas proprias que
cada doenga possui (ABBAS; LICHTMAN; PIILLAI 2009), (Figura 3).

O fenotipo asma alérgica assim como o da ndo alérgica, normalmente, resultam em
inflamacao eosinofilica nas vias aéreas. A asma alérgica ¢ precocemente desenvolvida antes
dos 12 anos (entre 2 a 9 anos). Esse tipo de fisiopatologia pulmonar ¢ associado de forma
direta ao historico pessoal e familiar os quais estdo relacionados a outras atopias, e sua
intensificagdo esta associada a exposi¢do aos aeroalérgenos presentes no ambiente. Individuos
com esta atopia possuem a presenga de IgE especifica, como também o aumento sérico de IgE
total circulantes a fim de combater a invasdo dos antigenos inalados (TAKEJIMA et al.,
2017).

Para este tipo de hipersensibilidade acontecer é necessaria uma sensibilizacdo prévia
(SALAZAR E GHAEMMAGHAM]I, 2013). Esse processo de sensibiliza¢ao inicia-se quando
os alérgenos penetram no organismo através da barreira de células epiteliais e sdo capturados
e processados pelas células dendriticas (FROIDURE et al.,, 2015). Essas células irdao
apresentar os antigenos aos linfécitos T e, na presenca de citocinas como interleucina IL-4 e
IL-13, esses linfocitos T serdo ativados e induzidos ao perfil Th2, secretando principalmente
as citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. A presen¢a de IL-4 induz a producdo de IgE pelos
linfocitos B, consequentemente as IgE produzidas irdo interagir com seus receptores
especificos de alta afinidade (FceRI) na superficie de células alvo como basoéfilos e mastdcitos
(GALLI E TSAI 2012). Em um segundo momento, ap0s uma reexposi¢do ao mesmo
alérgeno, inicia-se a fase inicial da resposta alérgica, a qual envolve a ativacdo e a
degranulacdo de mastdcitos e basofilos, com liberagdo de mediadores pré-formados e neo-
sintetizados (COCHRANE et al., 2015). A subsequente exposicdo ao alérgeno provoca a
liberacdo de mediadores pro-inflamatorios que desempenham um papel crucial no

recrutamento de leucocitos para as vias respiratorias na asma (GALLI E TSAI, 2012).
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Figura 3. Sequéncia de eventos que ocorrem na hipersensibilidade imediata. (ABBAS,

LICHTMAN et al., 2009).

Envolvimento do epitélio na Asma

No contexto da asma alérgica, as células epiteliais do pulmdo se localizam entre a
interface do individuo e o ambiente e estdo diretamente expostos as particulas transportadas
pelo ar como os alérgenos (GANDHI; VLIAGOFTIS, 2015). Ainda, o tecido respiratorio
possui a capacidade de notar variagdes ambientais, que normalmente vém com o contato com
o alérgeno, e a partir disso hé a preparacdo para responder imunologicamente a esse encontro
(MATTILA etal., 2011).

Esses alérgenos podem causar danos as células epiteliais, ocasionando a liberagao

cronica e elevada dos mediadores pro-inflamatorios, os quais intermedeiam os efeitos



fisiopatologicos recorrentes na asma (GANDHI; VLIAGOFTIS, 2015; JAIRAMAN et al.,
2016). E devido & progressio inflamatéria que ha um aumento da lesio do epitélio bronquico.
Sabe-se que os danos celulares epiteliais bronquicos levam a sintese de mediadores que
podem fazer ativagdo de fibroblastos, e com essa ativagdo ha sintese de coldgeno, bem como a
resolugdo de fibrose sub-epitelial. Complementarmente, os alérgenos podem desencadear
cascatas de sinalizacdo nas células epiteliais que levam o aumento do célcio intracelular
(JAIRAMAN et al.,, 2016), o qual ¢ capaz de modular caspases e induzir apoptose
(TESFAIGZI, 2006; SAMANTA E PAREKH, 2016). Além disso, também foi observado que
as vias de sinalizagdo de calcio interagem com outros sistemas de sinalizagdo celular, como as
espécies reativas de oxigénio (EROs) e com as espécies reativas de nitrogénio (ERN)
(MOHAMED et al., 2010; GORLACH et al., 2015; ADAM-VIZIANDSTARKOV, 2010).

Assim, um evento importante na sinalizacdo celular induzida por alérgenos ¢é a
elevacao do calcio intracelular (JAIRAMAN et al., 2016). O célcio intracelular ¢ liberado do
reticulo endoplasmatico e pode ser causador do desencadeamento e modelacdo dos processos
de morte celular programada, como a apoptose, pela via plasmatica e via mitocondrial
(HARRE DISTELHORST, 2010). Essa desregulagdo mitocondrial causada pelo aumento do
calcio intracelular pode, ainda, servir como fonte primaria de ERO e de ERN (MOHAMED et
al., 2010; GORLACH et al., 2015; ADAM-VIZIANDSTARKOV, 2010). Por exemplo, o
aumento do calcio na matriz mitocondrial pode levar a uma geragcdo de ERO, desencadeando
a abertura de poros de transicdo de permeabilidade, bem como a liberacao do citocromo C,
levando a apoptose celular (BROOKS et al., 2004). Além disso, varios estudos vém
mostrando uma correlagdo entre os efeitos causados por aumento do cdlcio intracelular,
apoptose ¢ ERO/ERN, no desenvolvimento de lesdo tecidual e disfuncdo da barreira epitelial
observada na asma (KIM et al., 2014; RAO, 2008; MABALIRAJAN & GHOSH, 2013; LA
ROVERSE et al., 2016; SEBAG et al., 2018).

Tratamento para a Asma

Atualmente existem varios medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico para o
tratamento da asma. No tratamento da asma sdo utilizados farmacos com acao agonistas de
receptores adrenérgicos os quais relaxam a musculatura das vias aéreas, como também
bloquem a a¢do dos mastécitos de liberar de mediadores broscoconstritores. Existe também o

grupo dos beta-agonistas que estimulam a enzima adenilato ciclase, e aumentam a formagao



do AMPc intracelular. Dentre esses farmacos destacam-se a Epinefrina, Efedrina,
Isoproterenol (KATZUNG, 1992).

Além desses farmacos que sdo disponiveis no controle de doengas atopicas, como a asma
alérgica, encontram-se também os corticoides (CS) seja os de uso oral ou inalado. Os
corticoides sao componentes quimicos estabilizadores de mastdcitos e de imunomoduladores
(AGRA, 2014). A agdo dos CS ¢ baseada em inativar o grupo de genes inflamatorios os quais
sao ativados no decorrer da inflamagdo. Eles sdao muito eficientes devido ao fator de
mimetizarem as moléculas de glicocorticosterdides naturais. No entanto, o uso prolongado
deles causa efeitos colaterais nos individuos que fazem uso deles e isso se agrava porque seu
uso, geralmente, ¢ feito de forma bastante discriminada (AGRA, 2014). Quando entra na
corrente sanguinea, os corticoides sdo transportados de forma sistémica no corpo individuo e
¢ justamente essa a preocupacao de usa-los, visto que eles geram efeitos adversos como falhas
na gliconeogénese no figado, mudangas prejudiciais no metabolismo dsseo, além da
mobilizacdo de acidos aminos e graxos e da supressdo imunologica endégena (CAMPOS,
2007).

A maioria destes medicamentos ndo apenas suprimi os eventos fisiopatoldgicos da asma,
mas também tentam manter o quadro clinico asmatico inibido sendo caracterizado como um
tratamento por periodos prolongados. Assim, o uso continuo dessas medicagdes -que possuem
os CS- pode causar potenciais efeitos adversos, além dos altos custos e possiveis interagdes

medicamentosas danosas ao organismo (HASEGAWA et al., 2013).

Produtos naturais

O termo “produtos naturais” se refere aquelas moléculas sintetizadas por organismos
vivos como plantas, fungos, bactérias, insetos e entre outros. Diante disso, sabe-se que as
plantas sao os compostos organicos mais usados para extragao de produtos de ordem natural e
que possuem grandes potenciais farmacologicos. E interessante notar que ha uma grande
diversidade de plantas existentes no mundo e ainda ha uma ampla variedade de espécies a
serem descritas e estudas para usos medicinais. Sendo assim, a partir da descoberta dos
compostos que podem ser extraidos das plantas, as industrias farmacéuticas produzem
medicamentos sintéticos, pois muitas vezes sao mais faceis de serem reproduzidos
industrialmente do que fazer a extracdo dos compostos naturais da propria planta

(ATANASOV et. al., 2015).



Ademais, recorrer as plantas para curar doencas, ndo € algo novo, é uma pratica
milenar que foi muito presente nas antigas civilizagcdes. Durante um curto periodo, entre 2011
e 2013, foi documentado aproximadamente mais de 10 mil estudos cientificos envolvendo o
uso de plantas medicinais em todo o mundo (DUTRA, 2016). As plantas medicinais usadas na
fitoterapia das diversas doencas ¢ uma alternativa promissora para minimizar e, até mesmo,
para acabar com os problemas causados pelos efeitos colaterais de muitos medicamentos
(FERREIRA & PINTO, 2010). Sobre esses aspectos, as plantas sao consideradas fontes ricas
de inumeras moléculas quimicas algumas ja conhecidas, e outras ainda ndo (KINJO et. al.,
2016). Dentre essas diversas moléculas, conhecidas, podemos destacar o uvaol, um triterpeno
pentaciclico, o qual possui bastante relevancia e destaque frente aos tratamentos fitoterapicos

em doengas de carater inflamatério (FERRARIS et al., 2011).

Uvaol

O uvaol (urs-12-ene-3,28-diol; Figura 4) ¢ um de triterpeno pentaciclico presente em
algumas espécies vegetais como a Oliveira (Olea europaea L.), arvore que produz a matéria
base para a extracdo do azeite de oliva (ALLOUCHE et al., 2009). O uvaol pode ser
encontrado nas folhas das Oliveira (GUINDA et al., 2010), mas também ja foi encontrado na

casca e no fruto da oliva e em sua semente (ALLOUCHE et al., 2010).

H3C CHs

Figura 4. Estrutura estrutural quimica do uvaol, um triterpenopentaciclico — Fonte

:Sigma-Aldrich. (https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/u6628?lang
=pt&region=BR).



Atualmente o uvaol vem se destacando na area da satde devido aos seus efeitos
benéficos para individuos acometidos por alguma desordem fisiopatologica. Por exemplo, em
modelo de infeccdo de células trofoblasticas por Streptococcus agalactie, o uvaol foi capaz de
proteger estas células da morte celular (BOTELHO; TENORIO et al., 2019). Além disso,
varios estudos que mostram que o uvaol possui propriedades antifibréticas (GUINDA et al.,
2010) e antioxidantes (ALLOUCHE et al., 2010). Outros estudos revelaram que o uvaol
mostra-se capaz de inibir a geragdo de fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1P
e IL-6 por mondcitos em situagdes de estimulo inflamatéorio (MARQUEZ-MARTIN et al.,
2006). Agra e colaboradores (2016) demonstraram que o tratamento com uvaol por via oral
em animais asmaticos resultou em uma reducao do infiltrado de células inflamatorias, da
producao de muco, bem como da produgao de IL-5, além da redugdo no nimero de alvéolos
em colapso no tecido pulmonar. Entretanto, quais os tipos celulares mostram-se mais
susceptiveis aos efeitos do uvaol, bem como as vias moleculares afetadas por este triterpeno
ainda ndo se encontram descritos.

Portanto, considerando que o uvaol possui interessantes efeitos biofarmacolédgicos, e
como também ha caréncia de estudos cientificos capazes de demonstrar o potencial deste
triterpeno para a prevencao asma alérgica, o objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos do
uvaol sobre a ativagdo de células epiteliais pulmonares. Com isso, pretende-se construir bases

para futuras propostas no uso do uvaol na prevencao e/ou tratamento da asma alérgica.



3. Objetivos

. Objetivo geral:

? Avaliar in vitro os efeitos do uvaol sobre a ativagdo de células epiteliais pulmonares.
. Objetivos especificos:

? Avaliar o efeito do uvaol sobre a viabilidade das células epiteliais pulmonares;

? Avaliar o efeito do uvaol sobre a morte celular das células epiteliais pulmonares;

? Avaliar o efeito do uvaol sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio pelas

células epiteliais pulmonares;

? Avaliar o efeito do uvaol sobre a producao de espécies reativas de nitrogénio pelas

células epiteliais pulmonares.



4. Materiais e métodos

Cultura celular:

A linhagem celular A549 (células epiteliais basais alveolares humanas) foi obtida a
partir do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRIJ). Essas células
foram mantidas em meio DMEM (Sigma-Aldrich, Alemanha) o qual foi suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino (GIBCO by Life Technologies, EUA), Penicilina/Estreptomicina
(0,5 %) (GIBCO™), Gentamicina (0,5 %) (GIBCO™), Anfotericina (0,31 %) (GIBCO™), ¢ L-
glutamina (1%) (Invitrogem™, EUA), resultando em meio DMEM 10 %, e com isso — as
células- foram mantidas na estufa em atmosfera de 5% de COza 37 °C, em frascos de 75
cm’ . Em seguida, as células foram centrifugadas durante 10 minutos a 1200 Rpm, e apds esse
evento foi realizada a etapa de avaliagao da viabilidade celular, considerando-se o minimo de

90 % de células vivas para serem utilizadas em experimentos subsequentes.

Tratamento com Uvaol e estimulo com Ionéforo de Calcio (A23187):

Para o ensaio com estimulo do iondforo de calcio (A23187; Sigma Aldrich,
Alemanha), as células foram cultivadas em placas de 96 pogos (JetBiofil, China) em uma
concentragdo de 2x10° células/pogo em atmosfera de 5 % COza 37 °C. Assim, apds 24 horas,
as células foram estimuladas com A2387 nas concentragdes de 1, 5 e 10 uM, durante 30
minutos, 1, 2 e 4 horas. Para a execucdo do ensaio utilizando o tratamento Uvaol (Sigma
Aldrich; U6628, 5 % de pureza - HPLC), as c¢lulas foram cultivadas nas mesmas condicoes,
as quais as células estimuladas com ionoforo de célcio foram submetidas, ambientais de
temperatura e porcentagem de dioxido de carbono. Nesse processo de tratamento da células ,
as concentragdes de Uvaol foram de 10, 50 e 100 pM, durante 1 hora e, em seguida,

estimulados com A23187 (5 uM) e mantidas em cultivo, também em um periodo de 1 hora.

Ensaio de viabilidade celular:

A viabilidade das células A549, estimuladas com ion6foro de calcio e/ou tratadas com

uvaol, foi avaliada pelo método de MTT (ensaio colorimétrico para avaliar a atividade

metabolica celular; Brometo (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltertrazolim brometo; Sigma



Aldrich). A linhagem celular foi distribuida em placa de 96 pogos (2x10° células/pogo) e
incubada a 37 °C para adesdo na placa, por um periodo de 24 horas. Apds os tratamentos,
foi adicionada 5 mg/mL de MTT o qual foi mantido por um periodo de 4 horas em ambiente
escuro. Ao final dessa etapa, o sobrenadante foi descartado, e em seguida foi adicionado 150
uL/poco solugdo de dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma Aldrich) para a formacao de cristais de
formazam. Em seguida, apds 15 minutos, foi realizada a leitura da densidade optica da placa
por espectrofometria (Celer/Polaris, Brasil) com comprimento de onda de 540 nm. Sendo
assim, foram executados 3 experimentos independentes, de modo que cada experimento foi
realizado em triplicata, assim, os resultados expressaram a porcentagem média de células
vidveis. Portanto, para a analise dos resultados, o valor da média da densidade optica do
grupo controle foi considerado em 100 % de viabilidade celular, e os resultados dos demais

grupos experimentais foram comparados a este valor.

Ensaio de morte celular

Para o ensaio de morte celular foi utilizado o kit de Anexina V e de lodeto de Propideo
(P.L.; Bioscience, EUA). Para esse ensaio as células epiteliais foram cultivadas em placas de
24 pocos (JetBiofil, China) na concentragdo de 5x10° células/pogo, em meio de cultura
DMEM 10%, e incubadas em atmosfera de 5% COz a uma temperatura de 37 °C. Em seguida
- apos o estimulo e tratamento-como ja descrito anteriormente, as células epiteliais foram
retiradas da placa com 0,25 % de solucdo de tripsina (V/V) e incubadas em ambiente escuro
durante 20 minutos com BD Binding Buffer (BD Biosciences), com 5 uL de Anexina V e 5
uL de P.I. Desse modo, depois da preparagdo dessa reacdo os dados foram adquiridos no
citbmetro de fluxo (BD FACSCanto TM II, EUA) a partir do programa FACSDiva (BD
FACSCanto™II, EUA), e a analise dos dados foi realizada por meio do programa FlowJo
versdo 8.7 (Tree Stars Inc, EUA). Com isso, nessa andlise foi avaliada a porcentagem de

células positivas para Anexina V e um total de 10.000 eventos foram adquiridos por amostra.

Quantificacio de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio:

Para a deteccao de espécies reativas de nitrogénio (ERN) utilizamos a coloragao de

Griess, e para a deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) utilizamos a técnica de

detec¢dao por DCFH-DA (Sigma Aldrich).



O método de coloragdo por Griess ¢ considerado de facil execucdo, ¢ realizado para
experimentos que visam a quantificagdo de Nitrito. Diante disso, apds o tratamento e o
estimulo da linhagem celular epitelial A549, como descrito anteriormente, os sobrenadantes
foram removidos e transferidos para uma nova placa, onde em todos os pogos, incluindo
amostras e curva, foram adicionados 100uL do Reagente de Griess, o qual consiste em uma
mistura de Acido Fosforico e Sulfanilamida, juntamente com N-(1-naftil)-etilenodiamina, na
propor¢ao de 1:1, e o nitrito utilizado foi na concentragdo de 200 uM, e a partir disso, foi
realizada a diluicao serial, sendo esta a caracterizagao da curva de diluigdo do nitrito. Além
disso, a densidade Optica de cada pogo foi quantificada por meio do espectrofotdmetro, o qual
foi ajustado no comprimento de onda igual a 540 nm. E desse modo, os resultados das
densidades Opticas -de cada pogo- foram convertidos para concentracao de nitrito usando o
programa Graphpad Prisma 5 (GraphPad Software, EUA).

Enquanto o método de coloragdo por Griess tem por objetivo quantificar de Nitrito das
amostras, a metodologia usando o DCFH-DA (corante de origem organica) (2,7-
Diclorodihidrofluoresceina-diacetato) detecta a producdo de Perdéxido de Hidrogénio. O
DCFH-DA ¢ fotossensivel, e devido a isso foi manipulado sem interferéncia luminosa. Assim,
apos o tratamento e estimulo as células epiteliais foram removidas das placas e em seguida
foram marcadas com DCFH-DA durante 30 minutos. Apos essa reacdo, os dados foram
adquiridos no citdmetro de fluxo que por meio do programa FACSDiva foi realizada a anélise
por meio do programa FlowJo versdo 8.7., e nesta andlise foi avaliada a intensidade mediana

de fluorescéncia (MFI) do DCFH-DA.

Analise estatistica:

Para avaliagcdo da viabilidade celular foi realizado o teste Two-way ANOVA seguido
do teste de Bonferroni para comparagdes multiplas. Enquanto que, para os ensaios de morte
celular e deteccdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio foram utilizadas o teste One-
way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para comparagdes multiplas.

O nivel de significancia, para todos os experimentos, foi considerado valores de
p<0,05, e todos os testes foram realizados com o auxilio do programa Graphpad Prisma 5

(GraphPad Software, EUA).



5. Resultados

Efeito do A23187 sobre a viabilidade de células epiteliais

Inicialmente avaliamos a viabilidade das células A549 sobre o estimulo de A23187,
em determinadas concentragdes e tempos, a fim de saber qual a melhor dose e tempo de agao
do estimulo nas mesmas, além de visar a otimizacdo dos ensaios posteriores. Para isso as
células foram cultivadas e incubadas por 24 horas e ap6s esse periodo receberam o estimulo
de A23187 nas concentragdes de 1, 5 ¢ 10 uM (diluidos em DMEM puro), cultivadas e
incubadas por 30 minutos, 1 hora, 2 e 4 horas. Em seguida as células foram submetidas ao
ensaio de viabilidade celular por MTT.

Nossos resultados mostraram que o estimulo com A23187, um conhecido indutor de
aumento de célcio intracelular, na concentragdo de 1uM nos periodos 30 minutos, 1 hora e 2
horas ndo apresentaram diferengas (Figura 5). As concentracdes de 5 uM e 10 pM foram
capazes de diminuir a viabilidade das células em todos os tempos estudados quando
comparado com seus respectivos controles (Figura 5).

Entretanto, o tratamento por 2 horas com 5 uM de A23187 mostrou ser a mais
interessante, para a utilizagdo dos ensaios seguintes, por apresentar uma viabilidade média de
50 % visto que a relagdo custo-beneficio de concentragdo e tempo foram consideradas

(Figura 5).
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Figura S. Viabilidade da linhagem celular A549 sobre o estimulo do A23187

nas concentracoes de 1 uM, 5 uM e 10 pM nos periodos de 30 minutos, 1, 2 e
4 horas. Barras indicam o erro padrdo; (*) indica p<0,05, (**) indica p<0,01,

(***) indica p<0,001.



Efeito do uvaol sobre a viabilidade de células epiteliais

Apos a escolha do tempo e concentracao do A23187, foi verificado se o uvaol poderia
ser citotoxico para as células epiteliais. Para isso, as células epiteliais foram cultivadas e
incubadas por 24 horas e ap6s esse periodo foram tratadas com uvaol nas concentragdes de 10
uM, 50 uM e 100 uM durante 1 hora, e em seguida as células foram submetidas ao ensaio de
viabilidade celular por MTT. Nossos resultados mostraram que ndo houve diferencas

significativas na viabilidade celular entre nenhum dos grupos estudados (Figura 6).

120+

1004

(o]
o
[1

Viabilidade Celular (%)
[}
o
[

40-
20-
0=
N » X N
& Y
O N
¢ N > S
X4 >

Figura 6. Viabilidade da linhagem celular A549 sobre o tratamento do uvaol nas

concentracdes de 10 pM, 50 pM e 100 pM. Barras indicam o erro padrao.

Em seguida foi verificado se o uvaol poderia ter um efeito citoprotetor na linhagem
A549. Assim, as células epiteliais foram cultivadas e incubadas por 24 horas e apds este
periodo foram tratadas com uvaol nas concentracdes de 10 uM, 50 uM e 100 uM por lhora
seguida do estimulo de A23187 na concentragdo de 5 uM e cultivadas em um periodo de 2
horas. Apos esses procedimentos, as células foram submetidas ao ensaio de viabilidade
celular por MTT.

Em nosso modelo observamos que o pré-tratamento com uvaol foi capaz de reverter
parcialmente a reducdo da viabilidade celular na concentragdo de 10 pM e 50 uM. Assim, a
dose de 10 uM de mostrou ser a mais interessante em relagdo custo-beneficio (Figura 7).

Portanto, o uvaol se mostrou capaz de exercer um efeito citoprotetor, diminuindo a morte das



células epiteliais frente ao estimulo do A23187, um conhecido indutor de aumento de célcio

intracelular.
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Figura 7. Viabilidade da linhagem celular A549 sobre o tratamento do Uvaol seguido do
estimulo de A23187. Barras indicam o erro padrdo; (*) indica p<0,05, (**) indica p<0,01,

(***) indica p<0,001.

Avaliacao da morte celular

Para confirmacao dos resultados de morte celular utilizamos uma técnica mais sensivel
e especifica a qual possui os compostos, Anexina V e o P.I. Essa técnica foi realizada por
meio da citometria de fluxo que revelou a combinagdo (caracteristica duplo positiva) dessas
substancias, permitindo a analise percentual das células A549 em estado apoptdtico (em fase
tardia) e necrotico.

Diante disso, nossos resultados mostraram que houve aumento, embora ndo
significativo, na porcentagem de células mortas no grupo apenas com o estimulo A23187 5
uM ao ser comparado com o grupo controle. Entretanto, no grupo Uvaol 10 uM + A23187 5
uM nio foi observada diferenga na porcentagem de células mortas quando comparada com o

grupo controle(Figura 8).
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Figura 8. Porcentagem de células mortas da linhagem celular A549 sobre o tratamento
do Uvaol seguido do estimulo de A23187. Porcentagem de células mortas por apoptose nos
grupos: Controle (apenas as células epiteliais A549); Uvaol 10 uM (A549 5 uM + Uvaol 10
uM); A23187 5 uM (A549 + A23187 5 uM); Uvaol 10 uM + A23187 5 uM (A549 5 uM+
Uvaol 10 uM + A23187 5 uM). Barras indicam o erro padrao.

Quantificaciao da producio de espécies reativas de nitrogénio

O oxido nitrico ¢ uma espécie reativa de nitrogénio de curta meia vida, devido a sua
rapida oxidacdo em nitrito e em nitrato (FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). O método de Griess
¢ capaz de detectar a produgdo de nitrito. Com relagdo aos nossos resultados observamos que
as células A549 estimuladas com A23187 tiveram uma produgdo de nitrito similar ao grupo
controle. No entanto, no grupo que foi tratado apenas com o Uvaol foi possivel observar um
aumento na producdo de nitrito, embora ndo significativo, ao ser comparado com o grupo
controle. J4 com relagdo as células submetidas ao tratamento com Uvaol e em seguida
estimuladas com A23187 mostraram uma produgao de nitrito similar ao grupo controle e ao

grupo A23187 5 uM (Figura 9).
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Figura 9. Producio de nitrito pelas células epiteliais A549 sobre o tratamento do Uvaol
seguido do estimulo de A23187. As Barras indicam o erro padrao. Produgdo de nitrito em
uM nos grupos: Controle (apenas as células epiteliais A549); Uvaol 10 uM (A549 5 uM +
Uvaol 10 uM); A23187 5 uM (A549 + A23187 5 uM); Uvaol 10 uM + A23187 5 uM (A549
5 uM + Uvaol 10 uM + A23187 5 uM).

Quantificaciao da producao de espécies reativas de oxigénio

O peroxido de hidrogénio ¢ uma espécie reativa de oxigénio (ERO), com a utilizagdo
do DCFH-DA foi possivel mensurar as quantidades de peroxido de hidrogénio produzidas por
cada grupo de células nos experimentos. O DCFH-DA ¢ permeavel as células que estdo em
processo de oxidacdo o que as torna altamente fluorescente e esta fluorescéncia ¢ medida
através do MFI (Intensidade mediana de fluorescéncia) detectada por citometria de fluxo.

A producao de ERO ¢ rapida, por isso o tempo de incubagdo das células- com A23187
em periodo de 2 horas foi reduzido para 30 minutos. Sendo assim, nas células estimuladas
pelo A23187 quando comparada ao controle, os resultados mostraram-se com uma producao
aumentada, embora ndo significativa, de perdxido de hidrogénio. Além disso, no grupo Uvaol
10 uM + A23187 5 uM foi observada uma reducio,também ndo significativa, na produgdo de

peroxido de hidrogénio quando comparada com o grupo controle (Figura 10).
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Figura 10. Producdo de espécie reativa de oxigénio (ERO) marcada com DCFH-DA
pelas células epiteliais A549 sobre o tratamento do Uvaol seguido do estimulo de
A23187. Barras indicam o erro padrdao. Producdo de ERO detectada através da Intensidade
Mediana de Fluorescéncia (MFI) nos grupos: Controle (apenas as células epiteliais A549);
Uvaol 10 uM (A549 5 uM + Uvaol 10 uM); A23187 5 uM (A549 5 uM + A23187 5 uM);
Uvaol 10 uM + A23187 5 uM (A549 5 uM+ Uvaol 10 uM + A23187 5 uM).



6. Discussao

A asma alérgica € um processo complexo envolvendo diferentes tipos de moléculas e
células. Dentre estas células podemos destacar as células epiteliais que se localizam entre a
interface do individuo e do ambiente. Em estudos sobre a asma existem evidéncias que a
barreira e a fungdo do epitélio das vias aéreas sdo prejudicadas devido a sua capacidade de se
moldarem de acordo com as variagdes ambientais, causadas por exemplo, pelos alérgenos, ¢ a
partir disso podem responder de diferentes maneiras a esse encontro.

Sdo diversas as maneiras as quais os alérgenos podem causar danos as células
epiteliais e, assim, resultar na produ¢do de varios sinais que podem propagar e amplificar as
respostas inflamatérias e remodeladoras caracteristicas da asma (JAIRAMAN et al., 2016;
JACQUETA., 2010). Na asma muitos desses sinais sdo gerados em resposta a abertura dos
canais de calcio na membrana plasmatica (JAIRAMAN et al., 2016; SAMANTA; PAREKH,
2016). Em estudo realizado por Jairaman e colaboradores (2016) foi observado que os
aeroalergenos aumentam o célcio intracelular e desempenham um papel importante na
inducao das citocinas inflamatorias.

Ademais, um conhecido indutor de aumento de céalcio intracelular € o ionoforo de
calcio (A23187) (FLEISCH; HAISCH, 1982) o qual, inclusive, foi utilizado no presente
trabalho. Chander e colaboradores (2003) mostraram que o A23187 facilita o aumento da
estimulagdo da secrecdo de surfactante por células epiteliais das vias aéreas. Assim,
inicialmente foi verificado a viabilidade das células A549 sobre o estimulo de A23187 pela
técnica de MTT a qual ¢ uma metodologia de triagem para otimizar dos ensaios posteriores.
Em nosso estudo observamos que o tratamento por 2 horas com 5 uM de A23187 mostrou ser
a mais interessante para a utilizagdo dos ensaios seguintes por apresentar uma viabilidade
média de 50 % visto que a relacdo custo-beneficio de concentragdo e tempo. Corroborando
com nossos dados, um estudo prévio utilizando cardidmiocitos mostrou que a viabilidade
celular foi significativamente reduzida em 40 % quando tratadas com 5 pM de A23187 por
um periodo de 3 horas (PRZYGODZKI et al., 2005).

Ao ser determinada a dose e o tempo do A23187 fomos verificar se o uvaol, um
composto derivado do azeite de oliva, poderia ser toxico para as células epiteliais A549. Em
nosso estudo o teste de viabilidade celular por MTT foi realizado com diferentes
concentracoes de uvaol (10 uM, 50 uM e 100 uM), e os resultados mostram que o tratamento

com 1 hora uvaol ndo alterou significativamente a viabilidade celular. Esse resultado foi



similar a outro estudo do nosso grupo mostrando que células trofoblasticas tratadas com uvaol
nas mesmas concentragoes nao diminuiram sua viabilidade (BOTELHO; TENORIO et al.,
2019). Assim, neste trabalho mostramos que o uvaol nao foi toxico para as células epiteliais
AS549.

Visto que a exposicdo a aeroalérgenos podem diminuir a viabilidade de células
epiteliais do pulmado ao induzir a morte celular (TSAI et al., 2018; LIN et al., 2015) fomos
verificar se o uvaol poderia ter um efeito citoprotetor na linhagem A549 e qual seria a dose
para tal efeito. Em nosso modelo observamos que pré-tratamento com uvaol foi capaz de
reverter parcialmente a redugdo da viabilidade celular na concentracdo de 10 uM e 50 uM. A
dose escolhida para os proximos ensaios foi de 10 uM a qual se mostrou ser a mais
interessante em relagao custo-beneficio. Portanto, o uvaol mostrou ser capaz de exercer um
efeito citoprotetor, diminuindo a morte das células epiteliais frente ao estimulo do A23187.

O ensaio de MTT ¢ uma metodologia muito utilizada para a triagem de citotoxidade de
moléculas na qual se faz a mensuragao de atividade mitocondrial que eventualmente podem
conduzir a morte celular (TOLOSA et al., 2015). Uma outra metodologia para analisar a
morte celular ¢ através da citometria de fluxo utilizando por exemplo os compostos Anexina
V e P.I. Esta metodologia ¢ muito mais sensivel e especifica, pois pode distinguir o tipo de
morte celular: apoptose (anexina V positivo) ou necrose (P.1. positivo) (WLODKOWIC et al.,
2011). Em nosso estudo verificamos a apoptose pela porcentagem de marcagdo positiva por
anexina V. Diante disso, nossos resultados mostraram que houve uma tendéncia, embora nao
significativa, que no grupo pré-tratado com uvaol e estimulado com A23187 a porcentagem
de células mortas por apoptose foi similar quando comparado ao grupo sé com estimulo.
Evidéncias cientificas mostraram que o uvaol possui efeitos pro-apoptoticos em
miofibroblastos cardiacos (MARTIN et al., 2012) entretanto em altas contracdes.

Ainda, muitos processos fisiologicos tenham sido implicados na patogénese da asma,
evidéncias mostram que ERN e EROS podem modular a fungdo das vias aéreas e induzir a
asma (SUGIUR; ICHINOSE, 2011; ZUO et al., 2014; QU et al., 2017; CHAN et al., 2017).
Em nosso estudo observamos que ndo houveram diferengas significativas da producdo de
nitrito entre nenhum dos grupos. Concordando com os nossos resultados Chan e
colaboradores (2017) mostraram que embora os niveis de nitrito produzidos por células
epiteliais bronquicas tenham aumentado frente a exposi¢do a concentragdes crescentes de
aeroalérgenos, eles ndo foram capazes de atingirem um nivel significativo de nitrito. Uma

possivel explicacdo para tais resultados seria um tempo longo de estimulo: em nosso estudo



analisamos apos 2 horas e no estudo de Chan e colaboradores (2017) a analise foi realizada
apds 6 horas. Em um estudo utilizando queratinécitos foi possivel verificar a produgao de
oxido nitrico de maneira dose-dependente em um periodo de 1 hora estimulados por diversos
alérgenos (MEHROTRA et al., 2005). Sendo assim, ¢ necessaria a realizagdo de mais
experimentos com um tempo de estimulo reduzido, para a detec¢do de nitrito e o possivel
efeito do uvaol sobre as células epiteliais A549.

Baseado em tais resultados e que também EROs s3o produzidas de forma rapida,
diminuimos o tempo em que as células ficaram sob acao do estimulo A23187, passando de 2
horas para 30 minutos. A partir disso, foi possivel observar no grupo estimulado com A23187
um aumento, embora ndo significativo, da produ¢do ERRO ao ser comparado ao grupo
controle. Somado a isso, varios estudos mostram que diferentes aeroalergenos sdo capazes de
induzir a produ¢do de ERO em diferentes tipos celulares epiteliais das vias respiratorias
(BOLDOGH et al., 2005, QU et al., 2017).Em nosso estudo quando pré-tratamos as células
A549 com uvaol e depois estimulamos com A23187 ndo foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa na producdo ERO quando comparada com o grupo estimulado
apenas com A23187. Corroborando com os nossos resultados, o estudo realizado por Agra e
colaboradores (2016) utilizando um modelo in vivo de alergia mostrou que o uvaol ndo foi
capaz de interferir na produgdo de ERO em leucdcitos.

Portanto, impedir ou reduzir o dano de células epiteliais das vias respiratorias e a
consequente secre¢cdo de moléculas inflamatérias € uma boa maneira para realizar uma
possivel reducao dos efeitos causados pela asma alérgica. Embora em nosso estudo o uvaol
ndo apresentou grandes efeitos, ainda € preciso que sejam realizados mais estudos para
descobrir quais sdo os possiveis alvos do uvaol com a finalidade de obter melhor

entendimento acerca da acao deste fitonutriente.



7. Conclusao

O presente trabalho buscou avaliar in vitro os efeitos do uvaol sobre a ativacao de células
epiteliais A549. Foi possivel concluir que o estimulo A23187 na concentragao de 5 uM por 2
horas diminuiu quase pela metade a viabilidade das células epiteliais e que o uvaol na
concentracdo de 10 uM foi capaz de restaurar em parte essa viabilidade celular. Além disso, o
uvaol ndo foi capaz de interferir na morte celular por apoptose e na producdo de espécies

reativas de nitrogénio e oxigénio pelas células epiteliais A549.
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