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RESUMO

Introdugdo: A asma € uma doenca inflamatdria complexa e os corticoides sdo a
principal classe de medicamentos utilizada no seu tratamento. Estas drogas
apresentam diversos efeitos colaterais e 0 seu uso ndo foi eficiente em alguns
pacientes cuja causa do Obito foi consequente a doenca. Assim, o efeito terapéutico
da quercetina, na concentragdo de 20 mg/kg, foi investigado num modelo animal de

asma brénquica. Materiais e Métodos *

: camundongos das linhagens C57BI/6 e
BALB/c foram imunizados subcutaneamente e desafiados com inalacdo de
ovalbumina. Posteriormente, grupos de animais das duas linhagens foram tratados
com quercetina, durante cinco dias consecutivos, no periodo que antecedia a
inalacdo com ovalbumina®. Resultados: o tratamento com quercetina reduziu a
eosinofilia no lavado brénquio-alveolar. Nos bronquiolos, diminuiu a infiltracdo de
células inflamatérias apenas na linhagem de camundongos BALB/c. Adicionalmente,
nesta linhagem, o nivel de producdo de muco foi reduzido no grupo de animais
tratados com o fitotergpico e a diminuicdo dos parametros inflamatérios foi similar ao
grupo controle tratado com dexametasona®. Os marcadores inflamatérios avaliados
no grupo de camundongos que usou quercetina na linhagem C57BI/6 ndo sofreram
alteracOes significativas com relagdo ao grupo ndo tratado. Conclusdes: Nas
condicbes do presente trabalho conclui-se que a quercetina atenuou
significativamente as caracteristicas inflamatorias da asma experimental apenas em
camundongos da linhagem BALB/c, embora 0s mecanismos de acdo desse

fitoterapico ndo tenham sido efetivamente evidenciados.

Palavras-chave: quercetina, asma experimental, imunizacdo, desafio com OVA,

linhagens de camundongos.



ABSTRACT

Background: Asthma is a complex inflammatory disease and corticosteroids are the
major class of drugs used in treatment. These drugs have several side effects and its
use was not effective in some patients whose cause of death was attributed to this
disease. Thus, the therapeutic effect of quercetin was investigated in an animal
model of asthma. Materials and methods: mice of strains C57BL/6 and BALB/c
were immunized subcutaneously and challenged with inhaled ovalbumin. Later,
groups of animals from both strains were treated with quercetin for five consecutive
days in the immediately period preceding inhalation of ovalbumina. Results:
Treatment with quercetin reduced eosinophilia in broncho-alveolar lavage. In the
bronchioles, we observed decreased infiltration of inflammatory cells only in the
strain BALB/c. Besides, in this strain, the level of mucus production was reduced in
animals treated with herbal medicine and the decline in inflammatory parameters was
similar to the control group treated with dexametasona. The inflammatory markers
did not chain significantly in the group of mice that used quercetin in strain C57BL/6
compared with the untreated group. Conclusions: In this present study it was
concluded that quercetin significantly attenuated the inflammatory characteristics of
asthma only in experimental mice of BALB/c, although the mechanisms of action of

this herbal medicine have not been effectively demonstrated.

Keywords: quercetin, experimental asthma, immunization, OVA challenge, mice

strains.?
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INTRODUCAO

A asma é uma doenca inflamatoria das vias aéreas e sua expansdo tem
causado uma preocupacdo crescente em nivel mundial. No Brasil, a asma ¢é a
terceira causa de hospitalizacdo no SUS e o pais é considerado o 8°no mundo em
prevaléncia de asma (ISAAC, 1998; Ministério da Saude, 2006).

O tratamento tradicional para o controle dos sinais e sintomas da asma inclui
a utilizacdo de corticoides. Embora esses medicamentos levem a uma reducao
visivel e apreciavel do mal-estar, dos sinais e sintomas nos pacientes, a terapia
prolongada com corticéides® ocasiona efeitos colaterais que trazem danos
irreparaveis ao organismo (BARNES, 2006). Assim, uma busca por um tratamento
efetivo e sem efeitos adversos é ainda a alternativa para estes antiinflamatorios
esteroidais; entretanto, a efetividade desses tratamentos continua sendo
questionada.

No processo de desenvolvimento da asma, as citocinas produzidas pelos
mastocitos e pelos linféticos T levam ao recrutamento de eosinofilos, baséfilos e por
fim, mais recrutamento de linfécitos Th2, causando o recrudescimento do processo
inflamatério® .

A quercetina é um fitoterdpico com propriedades antioxidantes e
antiinflamatdrias bem demonstradas e a sua utilizacdo com efeito terapéutico eficaz
para uma série de enfermidades tem sido proposta por diversos estudos (MISHRA &
FLORA, 2008; AUGER et al.,2005; HERTOZ, et al.; 1993). Os trabalhos acerca dos
beneficios na utilizacdo desse fitoquimico como tratamento para a asma ainda nao
forneceram resultados conclusivos. Porém, a sua utilizagdo demonstra que, pelo
menos para 0os marcadores inflamatorios investigados, a quercetina foi capaz de
diminuir a reacdo aguda do organismo decorrente de um processo de asma induzida
em modelos experimentais (ROGERIO et al., 2010).

Outro ponto que ainda permanece inconclusivo na literatura é o fato de néo
haver uma avaliacdo funcional ndo invasiva nos modelos experimentais de asma. Os
mecanismos utilizados envolvem geralmente a ventilacdo pulmonar artificial, que
implica no sacrificio dos animais ou um periodo de sobrevida com animais em

estado grave.
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Assim, o escopo do presente estudo foi investigar o potencial terapéutico do
tratamento com quercetina em modelo experimental de asma aguda induzido em
camungondos machos C57BI/6 e BALB/c, bem como a aplicacdo de uma avaliacao
funcional de esforco maximo antes do periodo de inducdo de asma, e no periodo
mais agudo de indugao dos camundongos da linhagem C57BI/6, para se verificar se
existe uma associacdo do processo inflamatério com uma diferenca de rendimentos

nos dois momentos.
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A REVISAO DA LITERATURA

Epidemiologia da asma

A Organizagdo Mundial de Saude estima que cerca de 150 milh6es de
pessoas sofram com asma em todo o mundo. A crescente preocupacao com as
doencas respiratérias foi formalizada no Forum da Sociedade Internacional de
Respiracéo, que declarou 2010 como o “Ano do Pulm&o”, com o objetivo de enfatizar
a pesquisa, a conscientizagdo da populacao e fomentar politicas publicas a respeito
das doencas respiratorias.

No Brasil, de acordo com os estudos epidemioldgicos do Datasus (2006), a
asma é a terceira causa de hospitalizacdo pelo SUS. De acordo com a PORTARIA
N°1021 de 2002 do Ministério da Saude, a asma provo cou 350 mil hospitalizacdes
por ano e em todo o mundo o numero de individuos acometidos por essa doenca
vem aumentando. Esses dados colocam o Brasil como o oitavo pais no mundo em
prevaléncia de asma (ISSAC, 1998). Baseado nestes numeros, a Sociedade
Brasileira de Pneumologia e Tisiologia calcula que entre 7% a 10% dos brasileiros
tém asma, perfazendo uma populacdo de 14 a 20 milhdes de individuos e esta
doenca causa cerca de duas mil mortes por ano (Ministério da Saude, 2006).

Asma

A asma alérgica é uma doenca inflamatéria complexa caracterizada pela
dificuldade na ventilagdo das vias aéreas superiores que espontaneamente se
contraem muito ou sao obstruidas facilmente em resposta a uma grande variedade
de estimulos. O termo asma nao se refere a um Unico tipo de desordem organica,
mas sim a um grande grupo de patologias que tém caracteristicas fenotipicas em
comum, tais como obstrucdo reversivel das vias aéreas e sintomas associados
(HOLGATE, 2008). As diferentes manifestacdes clinicas de asma envolvem varios
fatores ambientais que interagem com as vias aéreas causando inflamacdo aguda

e/ou cronica. A asma é considerada um bom exemplo de interacdo entre fatores
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genéticos e ambientais, embora um Unico gene ou condicdo ambiental especifica
sejam per si incapazes de causar a doenca (ABBAS et al., 2007).

No nivel tissular a asma gera uma resposta multicelular que ocasiona
hipersecrecdo de muco pelas células caliciformes, alteracbes nas vias aéreas
(células epiteliais, fibroblastos, células musculares lisas) com ou sem sinais de
remodelamento e um aumento da presenca de células inflamatérias, tais como
linfécitos, neutrofilos, células dendriticas e mastocitos, com um recrudescimento
exacerbado no numero de eosindfilos na regido, bem como um aumento da
presenca dessas células no sangue. No caso da asma ndo ser controlada, ocorre
uma presenca macica também de eosindfilos no lavado brénquio alveolar (LBA)
(KEY, 2010; British Thoracic Society — GUIDELINES, 1993).

O remodelamento consiste num conjunto de alteracdes das vias aéreas
asmaticas, causando perda de funcao ventilatéria. Neste processo, diversos tecidos
séo danificados, havendo lesdo extensa do epitélio com descamacéo celular dentro
do lumen da via aérea, com prejuizo na formacado ciliar e alteracdo na matriz
extracelular. Também ocorrem alteracdes nas fibras do sistema elastico, mudancas
vasculares, hipertrofia e hiperplasia das glandulas submucosas e hipertrofia e
hiperplasia das células musculares lisas em bronquios de asmaticos (MAUAD et al.,
2000).

Sob o ponto de vista imunoldgico, a asma € caracterizada como uma reacao
de hipersensibilidade do tipo 1. Neste tipo de doenca, mastdcitos ligam-se a
Imunoglobulina E (Ig-E) por meio dos receptores Fc presentes nestas células. Uma
vez que a substancia alergénica entra em contato com a IgE ligada aos mastécitos,
ela induz a liberacdo de mediadores que produzem as reacdes atopicas (ROITT,
BROSTOFF, MALE, 2001).

Variados sinais e sintomas estao presentes na asma e isto causa dificuldades
para obtencdo do diagnéstico diferencial com relacdo a outras doencas do trato
respiratorio superior. Entretanto, como sinais e sintomas comuns dessa doenca,
podemos citar: tosse, sibilo durante a respiracdo, sensacdo de “aperto” no peito e
falta de ar (NHLBIWHO Workshop Report, 1995). Esses sintomas estdo também
associados a variavel limitacdo de fluxo aéreo que pode ser revertido
espontaneamente ou por meio de tratamento. Os periodos do dia onde a asma se
manifesta com mais intensidade sdo a noite e no inicio da manha, ja que fatores

associados as variagdes circadianas hormonais e/ou chegada e permanéncia no
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ambiente gatilho para a crise tém sido teorizados para explicar a intensificacdo da
asma nesses periodos do dia. (BRITISH THORACIC SOCIETY, 1993).

A FIGURA 1 sumariza a etiologia da asma, principais drogas para o
tratamento, bem como sinais, sintomas e mecanismos de acédo da doenca.

REMODELAMENTO
Drogas

CRONIFICACAO
(?)

INFLAMACAO

Brénquio |....
dilatadores
4 REVERTER

\ J
|

* Tosse;

Sibilo;

* Sensagao de aperto no peito;
* Sensacgdo de falta de ar.

mMmagzm=-923 p
PO—--AMz2mqg

Contragdo da musculatura lisa
peribronquica.

ImHdxxm< M=o

OIr—=2>0 b

Figura 1. Diagrama da ASMA. Etiologia, mecanismos de a¢do e drogas associadas ao
tratamento da doenca.

Medicamentos para o tratamento da asma

O controle da asma inclui cinco passos, estes consistem num sistema de
vigilancia crescente onde a exacerbacdo da doenca inclui a utilizacdo de novos
medicamentos de combate ao bronco espasmo e controle da inflamacéo, bem como
0 aumento nas dosagens dos medicamentos j& utilizados ou substituicdo dos
mesmos. A manutencdo dos sinais e sintomas da doeng¢a por um periodo de pelo
menos trés meses da direito ao paciente regredir a utilizacdo de medicamentos de
combate para o passo anterior. Os medicamentos para o tratamento da asma

incluem os agonistas beta2 seletivos, os glicocorticoides, os anticolinérgicos, 0s
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antagonistas de receptor de leucotrienos, as metilxantinas e, mais recentemente, o
anticorpo monoclonal anti-Ige (HOSHINO et al., 2009).

Medicamentos esteroides para o tratamento de asma apresentam-se como
objeto de intenso estudo nas ultimas trés décadas, seus mecanismos de agao, sua
estrutura, regulacdo e receptores atualmente sdo muito mais compreendidos e
pesquisados (BARNES, 2006). A utilizacdo de corticosterdides figura como a
principal classe de medicamentos empregada por seus beneficios antiinflamatérios
para o tratamento da asma. Entretanto, além de uma parcela importante de
pacientes asmaticos apresentar resisténcia a adoc¢do de corticoides como forma de
tratamento da doenca, um acentuado grau de remodelamento esta presente em
individuos cuja causa de Obito foi a asma e faziam regularmente o uso destes
medicamentos (KAY, 2005). Ademais, mesmo o0s glicocorticoides modernos
apresentam ainda efeitos colaterais relacionados a sua utilizagédo crénica (BARNES,
2006). Assim, fica claro que os corticoides sdo a maneira mais efetiva de tratamento
para pacientes asmaticos, entretanto seus efeitos adversos exigem esfor¢cos para se
desenvolver esterdides com potenciais efeitos colaterais reduzidos e/ou identificacéo

de substancias capazes de substitui-los no tratamento dessa doenca.

Modelos animais para o estudo da asma

Estudos de inflamacg&o brénquio-pulmonar alérgica em modelos animais tém
facilitado a identificacdo de varios mediadores chaves e tém aumentado a
compreensao de varios mecanismos regulatorios da asma. E embora eles néo
sejam a Unica maneira de se constatar modelos de intervencéo terapéutica, trazem
sem duvida uma série de vantagens sobre outras formas de investigacao cientifica
(KUMAR, 2001). Entretanto, tais modelos ndo oferecem uma contrapartida razoavel
para se estudar as fases cronicas da doenca, tendo em vista que a manifestacéo de
uma funcédo pulmonar danificada exige um periodo de anos para se desenvolver, 0
que ndo se reflete adequadamente nesses modelos animais (NAKAMURA et. al,
1999).
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Apesar de nenhum modelo com roedores conseguir replicar perfeitamente os
mecanismos da asma em humanos, esses modelos experimentais oferecem uma
compreensao dos mecanismos de remodelamento, assim como o potencial efeito de
drogas terapéuticas sobre o0s mecanismos inflamatorios associados com
remodelamento na asma cronica (NAKAMURA et. al, 1999). Além disso, dois
modelos em roedores sdo particularmente Uteis no estudo de asma inflamatdria
devido as muitas formas de avaliacdo especificas disponiveis para essas duas
linhagens de camundongos: BALB/c e C57BI/6. As duas linhagens apresentam uma
grande proliferacdo de eosindéfilos no pulméo, embora a distribuicdo dessas células

no tecido seja diferente entre os dois tipos de linhagens (LU et al., 2010).

Quercetina

A quercetina (3,3",4",5,7-pentahidroxoflavona) € um bioflavondide polifendlico
de ampla distribuicdo em vegetais tais como maca, cebola, batata, brocolis, chas e
etc. (HERTOG et al., 1993). Ela tem se destacado pelo seu amplo efeito antioxidante
e citoprotetor sendo, por isso, utilizada em diversos estudos que procuram
estabelecer uma relacdo causa-efeito entre a dosagem usada de quercetina e as
concentragdes de enzimas e agentes antioxidantes (AMALIA et al., 2007). Contudo,
embora os flavondides apresentem inuUmeras propriedades farmacolégicas, o seu
uso terapéutico ainda é empirico, tendo em vista que essa classe de fitoquimicos é
mais antiga que o desenvolvimento das analises farmacologicas modernas; além
disso, a eficiéncia de seus metabdlitos e os mecanismos de acdo in vivo ndo sao
plenamente estabelecidos e compreendidos (DORTA, 2007). Também, o seu
processo de absorcdo ao longo do trato digestério e a sua biodisponibilidade ainda
sdo questionaveis quando essa molécula € dada na forma aglicona (WALLE, 2004;
LEE et al., 2010). Assim, uma maneira de aumentar a capacidade de absor¢cédo da
quercetina € a formulacdo de microemulsdes (ROGERIO et al., 2010a). As
microemulsdes e sistemas relacionados representam formulacoes
farmaceuticamente versateis para diversas aplicacdes. Sao definidas como
dispersdes, com uma fase de 6leo e uma de agua, surfactante (s) e co-surfactante,

formando uma solucédo termodinamicamente estavel, liquida, com um diametro de
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goticula geralmente na faixa de 1-10 nm (SINTOV, A.C. & SHAPIRO, 2004). A

estrutura quimica da quercetina pode ser vista na FIGURA 2.

A

—HH L

Figura2. Férmula estrutural da quercetina. (3,3’, 4’, 5,7-pentahidroxiflavona). (DORTA,2007)

Além dos trabalhos que buscam analisar a eficiéncia e a viabilidade na
utilizacdo deste bioflavonoide como terapia para diferentes doencas, tais como
esteatose hepatica ndo alcodlica, alguns tipos de cancer e diabetes experimental;
outros buscam beneficios adicionais da quercetina quando utilizada como
tratamento adjuvante ou sinergista para uma determinada doenca e/ou disfungéo
organica (MISHRA & FLORA, 2008; ZHOU et al., 2010; DU et al., 2010). Ademais, €
importante ressaltar a ampla utilizacdo deste fitoterdpico em estudos que envolvem
diferentes 6rgdos em diferentes sistemas (CHOI et al., 2007; AUGER et al., 2005;
ROGERIO et al., 2007; DU et al., 2010).

Como antiinflamatorio, os efeitos desse fitoterapico também séo descritos por
uma série de trabalhos que explicam a eficacia de sua aplicacdo por anadlises
laboratoriais (AUGER et al.,2005; ROGERIO et al., 2007; NICKEL et al., 2010;
WANG et al.,, 2006). Nesse sentido, pesquisas tem sido realizadas para se
determinar a eficiéncia da quercetina para minimizar os efeitos causados pela asma
em modelos animais, bem como nos processos inflamatdrios onde se verifica a
presenca macica de eosinofilos. (ROGERIO et al., 2007; LEE et al., 2010; ROGERIO
et al., 2010a; ROGERIO et al., 2010b).
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Avaliacao funcional nos modelos experimentais

Outro aspecto que ainda permanece inconclusivo na literatura é o fato de ndo
haver uma avaliacdo funcional ndo invasiva nos modelos experimentais de asma. Os
mecanismos utilizados envolvem geralmente a ventilacdo pulmonar artificial, que
implica no sacrificio dos animais ou um periodo de sobrevida com animais em
estado grave.

Com relacéo a resposta funcional dos camundongos com asma induzida, os
protocolos de estresse fisico utilizados visam levar 0os animais a executar atividades
moderadas com o intuito de avaliar os beneficios causados pelo emprego de
exercicios (LOWDER et al., 2010; HEWITT et al, 2009). Os mecanismos envolvidos
na melhoria dos animais exercitados englobam regulacdo de citocinas, os efeitos da
atividade sobre a liberacéo de corticoide e alteracdes no balanco hormonal, ou ainda
mecanismos que envolvem a bioenergética celular (VIEIRA et al., 2009). Entretanto,
o protocolo de esforco fisico desenvolvido no trabalho, denominado Avaliacao
Funcional, teve o intuito de comparar se havia uma diferenca de rendimento
estatisticamente significante quando os animais eram submetidos a um protocolo de
exaustdo maxima em esteira ergométrica antes do periodo de inducdo de asma, e
ao final do periodo de inducdo, onde os animais se encontravam no apice do
processo inflamatario.

Portanto, sabendo-se da relevancia da asma como um problema de saude
publica grave em nivel mundial, e da auséncia de um tratamento eficiente e isento
de efeitos colaterais para esta doenga, 0 nosso trabalho visou investigar o possivel
efeito terapéutico da quercetina em camundongos das linhagens BALB/c e C57BI/6

com asma aguda induzida por ovalbumina.
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OBJETIVO GERAL

Identificar o efeito da administragdo com quercetina sobre os marcadores
fisioloégicos de inflamacdo pulmonar em camundongos das linhagens C57BI/6 e

BALB/c ap0s a inducdo de asma por ovalbumina (OVA).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da microemulsdo de quercetina testada sobre a alteracdo da
celularidade, eosinofilia e producdo de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 no lavado

broncoalveolar (LBA);

- Avaliar o efeito da microemulsdo de quercetina testada na diminuicdo da

inflamacgéo no pulméo e da producdo de muco nos bronquiolos;

- Comparar os efeitos da aplicacgdo do mesmo protocolo de inducdo de asma
experimental entre as linhagens de camundongos C57BI/6 e BALB/c, bem como os

efeitos da quercetina, se houverem, em cada linhagem.
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MATERIAIS E METODOS

Local da realizac&o do estudo

O presente trabalho de intervencdo experimental foi executado em dois
estudos, Estudo piloto e Estudo principal, e teve sua parte pratica, incluindo todos os
seus testes, andlises histoldgicas, imunoldgicas e laboratoriais, realizada no Biotério
e no Laboratorio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI) da Fundacao
Oswaldo Cruz (BA) — FIOCRUZ, sob a supervisdo e cooperacdo da doutoranda
Juliana Fraga Vasconcelos, co-orientacdo da Professora e POs Doutora Simone
Garcia Macambira e orientacdo da Professora e Doutora Rosangela Passos de

Jesus.

Animais

Levando-se em consideracédo a ampla indicacdo da literatura para a utilizagao
dessas linhagens de camundongos para o estudo de asma experimental, a
facilidade do manuseio para esse experimento, 0 custo operacional, a
disponibilidade dos animais e os procedimentos realizados, optou-se pela utilizacao
de camundongos das linhagens C57BI/6 e BALB/c do género masculino.

No Estudo piloto a amostra foi composta por cinqienta (n=50) camundongos
C57Bl/6 do género masculino, com 24 semanas de vida, em média. Todos 0s
animais foram criados e mantidos em caixas com temperatura 22C+2 e umidade
55+10% controladas, com suprimento de ar continuo e renovado. Os animais foram
mantidos num ciclo claro-escuro de 12 horas (7-19hr) e alimentados com racao
prépria e agua ad libitum.

No Estudo principal, 21 camundongos BALB/c e 21 comundongos C57BI/6
foram utilizados. Todos os camundongos deste Estudo foram também do género

masculino, mantidos exatamente sob as mesmas condi¢cdes dos animais do Estudo
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piloto, a excecdo que nenhum dos animais do Estudo principal fez qualquer tipo de
exercicio, além de terem um tempo médio de vida de 15 semanas no inicio do

experimento.

Aspectos éticos

Todos os procedimentos foram realizados, respeitando-se a Lei Federal n°
11.794 e as especificacdes e diretrizes elaboradas pelo COMITE DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA/CPQGM - FIOCRUZ). O trabalho encontra-se
devidamente aprovado pelo Comité de Etica do CPgqGM sob nimero 004/2011
(ANEXO 1).

Sob penalidades discriminadas, todas as recomendacdes para 0 manuseio de
animais seguiram o regime exigido por lei e o tratamento disponibilizado aos animais
seguiu a conduta de infligir a menor possibilidade de sofrimento possivel. A diretriz
basica da pesquisa baseia-se na obtencéo de resultados mediante um tratamento
condizente com todas as determinacbes do CONSELHO NACIONAL DE
CONTROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL.

Divisdo dos grupos

No Estudo piloto , os 50 camundongos da linhagem C57BI/6 foram divididos
aleatoriamente em seis grupos denominados GRUPO A, GRUPO B, GRUPO C,
GRUPO D, GRUPO E e Grupo F.

O GRUPO A (n=7), também denominado grupo controle negativo.

e Imunizados normalmente com OVA na dosagem de 0,1ml (10ug, GRADE V;
>98% de pureza; Sigma, St. Luis, MO) diluida em agua destilada com

2mg/mL de hidroxido de aluminio (Alumimject; Pierce, Rockford, IL);
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e Os animais foram desafiados a partir do dia 28, durante cinco dias
consecutivos. Cerca de 1 hora antes de cada desafio, os animais receberam
apenas 0,1ml de propilenoglicol e agua destilada (50:50 v/v) via
intraperitoneal (i.p.) para simular os efeitos estressores nos animais tratados

com quercetina ou dexametasona.

O GRUPO B (n=7), também denominado grupo controle positivo.

Esse grupo realizou todos os procedimentos descritos para o grupo A, com a
diferenca que, em todos os cinco dias de desafio, os animais foram desafiados com
solucdo salina contendo OVA a 1% (GRADE V; >98% de pureza; Sigma, St. Luis,

MO) para desenvolverem asma.

O GRUPO C (n=7), também denominado tratamento padrao.

Esse grupo de animais seguiu todos os procedimentos do grupo B, a excegao
de que os camundongos desse grupo sao tratados com dexametasona via i.p.
(30mg/kg diluida em 0,1 ml de salina) ministrada cerca de uma hora antes dos

desafios.

O GRUPO D (n=9), também denominado grupo comparativo da intervencao.

 Esse grupo fez os mesmos procedimentos de imunizacdo e desafio dos
GRUPOS B, C,EeF;

» Para se verificar os efeitos estressores do exercicio sobre os animais com a
asma induzida por OVA e as possiveis diferencas na distancia percorrida
antes da inducdo de asma e durante o periodo de asma, esse grupo foi
submetido a um protocolo de exercicio estafante (tabela 4) no periodo que
antecede o desenvolvimento da inflamacdo. O mesmo protocolo foi repetido
durante o periodo de desafio e os resultados obtidos pelo grupo foram
comparados em ambas as etapas. Assim como no grupo A, esses animais

receberam apenas 0,1mL de &gua destilada/propilenoglicol (50:50 v:v).

O GRUPO E (n=10), também denominado de grupo quercetina, teve 0s

mesmos procedimentos de imunizacao e desafio dos grupos B, Ce D e F.



33

* Cerca de 1 hora antes de cada desafio, os animais receberam 20mg/kg de

quercetina via i.p. em 0,1ml de agua/propilenoglicol (50:50 v:v).

O GRUPO F, também denominado de grupo quercetina + exercicio, teve os

procedimentos de imunizagéo e desafio dos GRUPOS B, CeDeE.

e Os animais desse grupo foram submetidos ao mesmo protocolo de esforco

sumarizado na tabela 4 e aplicados aos animais do grupo D;

* Os animais desse grupo também receberam via i.p. a mesma solucédo dada

aos animais do grupo E.

Todos os procedimentos realizados em cada grupo do Estudo piloto

(A/B/C/D/E/F) encontram-se sumarizados na tabela 1.

Tabela 1. Procedimentos realizados em cada grupo experimental. ESTUDO

PILOTO.

Grupo
A

Grupo
B

Grupo
C

Grupo
D

Grupo
E

Grupo
F

12 Imunizagéao (TO) e 22
imunizacao (T14)

Desafio com salina

Desafio com OVA a 1%

Veiculo* (propilenoglicol
+ agua)

Dexametasona
(30mg/kg)

Quercetina (20mg/kg +
veiculo*)

Avaliacao funcional em
esteira ergométrica

No Estudo principal , os animais das linhagens BALB/c (N=21) e C57Bl/6

(N=21) foram divididos aleatoriamente em quatro grupos denominados GRUPO A,
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GRUPO B, GRUPO C e GRUPO D. Cada grupo sofreu um tipo diferente e
especifico de intervencdo. Embora cada grupo compreenda animais das duas
linhagens, os resultados encontrados em cada uma delas sé&o, por motivos 6bvios,

apresentados separadamente na discusséo e conclusao deste trabalho.

O GRUPO A (n=11, 6 camundongos BALB/c e 5 camundongos C57BI/6),

também denominado grupo controle negativo.

e Imunizados normalmente com OVA na dosagem de 0,1ml (10ug, GRADE V;
>98% de pureza; Sigma, St. Luis, MO) diluida em agua destilada com
2mg/mL de hidréxido de aluminio (Alumimject; Pierce, Rockford, IL);

e Os animais foram desafiados a partir do dia 28, durante cinco dias
consecutivos. A camara foi ligada a um nebulizador de uso comercial
contendo apenas solucéo salina. Os animais permaneceram sob nebulizacéao
por um periodo de aproximadamente 15 minutos em cada um dos dias de

desafio.

O GRUPO B (n=11, 6 camundongos BALB/c e 5 camundongos C57BI/6),

também denominado grupo controle positivo.

Esse grupo realizou todos os procedimentos descritos para o grupo A, com a
diferenca que, em todos os cinco dias de desafio, os animais foram desafiados com
solucdo salina contendo OVA a 1% (GRADE V; >98% de pureza; Sigma, St. Luis,
MO) para desenvolverem asma. Esses animais também receberam, por meio de
gavagem, uma solucdo de microemulsdo elaborada especialmente para essa fase

de estudo, sem quercetina.

O GRUPO C (n=10, 5 camundongos BALB/c e 5 camundongos C57BI/6),

também denominado tratamento padrao.

Esse grupo de animais seguiu todos os procedimentos do grupo B, a excecao
de que os camundongos desse grupo foram tratados com dexametasona via i.p.
(30mg/kg diluida em 0,1 ml de salina) ministrada cerca de uma hora antes dos
desafios. Durante a inje¢do de dexametasona, um dos camundongos BALB/c veio a

Obito, portanto, o numero final de animais desse grupo foi 10.



35

O GRUPO D (n=9, 4 camundongos BALB/c e 5 camundongos C57BI/6), também

denominado grupo quercetina.

* Esse grupo fez os mesmos procedimentos de imunizacdo e desafio dos
GRUPOS B e C;
* Os animais desse grupo receberam, por meio de gavagem, uma solucao

formulada como microemulsao (100ug a 6% de quercetina).

Nesse grupo, dois animais da linhagem BALB/c e um animal da linhagem
C57BIl/6 vieram a Obito durante a inoculacdo da microemulsdo, totalizando um

numero final de 9 animais.

Todos os procedimentos realizados em cada grupo do Estudo principal
(A/B/C/D) encontram-se sumarizados na tabela 2.

Tabela 2. Procedimentos realizados em cada grupo experimental. ESTUDO
PRINCIPAL.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

12 Imunizagéao (TO) e 22 X X X X
imunizacao (T14)

Desafio com salina X

Desafio com OVA a 1% X X X
Veiculo (microemulsdo X

sem quercetina)

Dexametasona X
(30mg/kg)

Quercetina X
(microemulséo a 6% de
quercetina)
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Imunizacéo

O processo inflamatorio das vias aéreas foi induzido conforme descrito por
Vasconcelos et al. (2008). Os animais foram imunizados com 10ug de OVA (GRADE
V; >98% de pureza; Sigma, St. Luis, MO) no volume final de 0,1ml diluida em agua
destilada com 2 mg/mL de hidroxido de aluminio (Alumimject; Pierce, Rockford, IL).
A imunizacao aconteceu no primeiro dia (TO) com um refor¢co no 14°dia (T14) do
estudo e foi realizada por meio de injecdo subcutanea na regido postero-inferior do
animal, proximo a cauda, seguindo todas as recomendac¢des do PROTOCOLO DE
PROCEDIMENTOS CEUA 004 — 2009 (IMUNIZACAO).

Sensibilizacédo e desafio com OVA

A inalacéo foi executada em caixa de acrilico, tendo sido iniciada no 28°dia,
com exposicao de ovalbumina (OVA), inalada durante 15 minutos por dia, durante
cinco dias consecutivos, a partir do 28°dia até o dia 32. A solucdo salina contendo
uma concentracdo de 1% de OVA foi ministrada por meio de nebulizacdo com o
auxilio de um compressor de ar ligado a um nebulizador (RespiraMax, SN, Brasil).
Os animais que foram sensibilizados, mas n&o desafiados (grupo controle negativo)
receberam solucédo salina sem OVA como nebulizacdo, nos mesmos moldes dos
demais grupos. Um numero nao superior a 25 animais foi colocado na caixa, para
evitar estresse demasiado para os camundongos. As etapas de imunizagdo e
desafio encontram-se sumarizadas na FIGURA 3.
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10ug de OVA +
2mg/mlAIOH

10ug de OVA +
2mg/mLlAIOH

OVA OVA OVA

—

OVA OVA

Figura 3. Diagrama com as etapas de sensibilizacdo e desafio com OVA.

Sacrificio
dos
animais

Tratamento

A quercetina foi cedida pela professora doutora Lidércia Cavalcanti Ribeiro

Cerqgueira e Silva, Professora da Faculdade de Farmacia — UFBA. A concentracao

deste fitoterapico utilizada nos dois estudos foi de 20 mg/kg. O protocolo escolhido

para a aplicagdo de quercetina no Estudo Piloto e Estudo Principal encontra-se

descrito na tabela 3. No presente estudo, os animais recebiam o fitoterapico cerca

de 1 hora antes da nebulizacdo com OVA e a quercetina foi diluida com

propilenoglicol e agua destilada neste estudo (0,1ml, 50:50v/v).

Tabela 3. Protocolo de aplicacdo de quercetina no Estudo piloto e no Estudo

principal. Dosagem utilizada em cada dia de Desafio.

1° dia de 2° dia de 3° dia de 4° dia de 5° dia de
desafio c/ desafio c/ desafio c/ desafio c/ desafio c/
OVA OVA OVA OVA OVA
Quercetina Quercetina Quercetina Quercetina Quercetina
20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg
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Para o Estudo principal, os animais foram tratados com quercetina introduzida
em microemulsdo, ministrada aos camundongos via gavagem. O sistema de
aplicacdo da microemulsdo contendo quercetina seguiu 0 mesmo protocolo dos
animais do Estudo piloto (Tabela 3). A formulacdo da microemuséao foi desenvolvida
como se segue: lecitina (509); palmitato de isopropila (50g), acido ascérbico (19),
polaxamer 407* (20g), sorbato de potassio (0,2g), agua destilada qsp (100mL). Cada
dose de gavagem dada aos animais continha 20mg/kg. A concentracdo de 20mg/kg
foi escolhida baseado no fato de que ndo ha um protocolo padrao estabelecido para
o tratamento de asma experimental e quercetina. Assim, as concentracdes do
fitoterapico e as doses utilizadas variaram nos diferentes estudos pesquisados
(JUNG et al., 2010; JAUARAJ et al., 2007; ROGERIO et al., 2010b). Doses de 0,1mL
foram dadas aos animais em cada gavagem. Em ambos os estudos, os animais do
grupo tratado com o esterdide sintético foram tratados com dexametasona (Sigma,
Aldrich) na concentracao de 30 mg/kg (VASCONCELQOS, 2007).

Avaliacao funcional

O teste de esforco foi desenvolvido a partir de protocolo utilizado no trabalho
de SHE et al. (2010). Para estabelecer o protocolo de analise funcional utilizado no
Estudo piloto, cinco camundongos foram submetidos a alguns testes na esteira
ergomeétrica desenvolvida especialmente para esse trabalho. As especificagbes da
fabricacdo da esteira encontram-se disponiveis no ANEXO 2.

Sumariamente, para se determinar estafa e retirada dos animais, teorizou-se
um critério semi-quantitativo, baseado no fato que os camundongos comecaram a
sinalizar exaustdo quando mudaram o padréo de locomoc¢éao na esteira, ficando mais
tempo do que o habitual na proximidade da plataforma de choque. Assim, mediante
a exaustao, eles passaram a sofrer choques numa freqtiéncia mais elevada e entéo
foi determinado como critério, que mesmo quando o animal ndo permanecesse no
choque, quando ele entrava em contato — mesmo que muito breve — com a
plataforma eletricamente carregada mais do que cinco vezes em quinze segundos,

por dois periodos consecutivos, eles também eram retirados do teste. De outro
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modo, também foram retirados 0s animais que permaneceram continuamente no
choque por periodo igual ou superior a 5 segundos.

Outras conclusdes para o desenvolvimento do protocolo no Estudo piloto
foram baseadas também na observacdo do comportamento de corrida de
camundongos C57BI/6 do género masculino chagasicos, estudados na esteira
ergométrica do CBTC (Centro de Biotecnologia e Terapia Celular) — Hospital Sdo
Rafael — Salvador, BA. A tabela 4 sumariza o protocolo desenvolvido para o Estudo

piloto. A aplicacdo da Avaliacdo Funcional encontra-se sumarizada na FIGURA 4.

Tabela 4. Protocolo de exaustdo fisica em esteira ergométrica para 0s
camundongos — Avaliagao Funcional.

TEMPO Velocidade Distancia acumulada em cada
(minutos) (m/min) tempo
(metros)

0-5 15 75
5-10 15 150
10-15 17 235
15-20 17 320
20-25 19 415
25-30 19 510
30-35 21 615
35-40 21 720
40-45 23 835
45-50 23 950
50-55 25 1075
55-60 25 1200

*Obs.: a aplicacdo do teste ergométrico foi feito com a esteira numa
inclinagéo fixa de aproximadamente 10°
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Figura 4. Diagrama com as etapas de aplica¢dao do protocolo de avalia¢ao funcional nos

animais. Avaliacdo antes da inducdo de asma experimental e durante o auge da inflamacéo.

Eutanasia dos animais

O procedimento de eutanasia seguiu as recomendacdes do PROTOCOLO DE
PROCEDIMENTO CEUA 003/2009 - METODOS PARA EUTANASIA EM
CAMUNDONGOS. Os animais do Estudo piloto receberam uma super dosagem de
anestésico tiopental via i.p. (200 pl/animal); os animais do Estudo principal
receberam uma superdosagem de anestésico (200ul de quetamina/xilazina 3:1
diluidos em salina). A dose de anestésico ndo foi imediatamente letal para os
animais, porém, os procedimentos tiveram que ser feitos em um periodo de tempo
relativamente curto para se evitar a coagulacao sanguinea, sobretudo para o Estudo
piloto. Depois de anestesiados, o sangue dos animais foi extraido via plexo braquial
e colocado em eppendorfs de 0,65ml (PROTOCLO DE PROCEDIMENTO CEUA
001- COLETA DE SANGUE). Em seguida, a cavidade toricica do animal foi

cuidadosamente aberta e a traquéia foi exposta para a etapa seguinte.
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Lavado Brénquio Alveolar (LBA)

Apbs a sedacgdo dos animais, a pele do abdomem e térax foram retiradas para
exposicao da traquéia. Um volume de 1 mL de solucéo tampao fosfato (PBS) gelado
foi injetado na traquéia com uma agulha e aspirado novamente, repetindo-se o
mesmo processo por trés vezes. O liquido recuperado foi colocado em um tubo
plastico Eppendorf em banho de gelo, posteriormente centrifugado a 1500 r.p.m. por
10 minutos & 10° C para coleta de sobrenadante para quantificacdo de citocinas.
Mais 1 ml de PBS gelado foi injetado pela traquéia para repeticdo da lavagem do
pulmé@o e para a contagem de células no LBA, as células do primeiro lavado foram

somadas as do segundo para quantificacéao.

Retirada dos pulmdes

Os pulmdes dos animais foram instilados com formol para melhor fixacdo e
preservacao dos tecidos. O formol foi injetado pela traquéia (cerca de 2ml de formol
a 4%) e os pulmdes foram extraidos. O pulmé&o esquerdo foi seccionado em duas
partes e armazenado em tubos contendo formol a 4% (3ml em cada tubo) para
formatacdo em laminas e analise histopatoldégica do 6rgdo. O pulmdo direito foi
coletado e armazenado em eppendorf de 1,5ml e congelado a -70C para analises

posteriores.

Contagem de leucécitos do LBA

Para se determinar a quantidade de leucécitos no LBA um volume de 200uL
de LBA foi adicionado a 200uL de tampéo fosfato salina, sendo este volume final
citocentrifugado por 5 minutos a 500 rpm. As laminas foram preparadas com corante
hematolégico pandtico (corante rapido para uso hematolégico — Laborclin Produtos

para Laboratorio Itda.) Para a estimativa total de leucécitos foram fotografados cinco
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campos de cada lamina e o numero estimado de células foi integrado por area. Para
a contagem diferencial, 200 leucdcitos foram contados por lamina de acordo com
critérios padronizados para diferenciacdo morfolégica dessas células (LORENZI,
2006). O aumento empregado para a analise diferencial de leucdcitos das laminas

na microscopia foi de 1000x, com auxilio de 6leo de imerséo.

Andlise histopatoldgica

O lobo esquerdo do pulmdo de cada animal foi removido para analise
histopatolégica. O pulméao foi inflado por uma céanula tragueal com formalina
tamponada a 4%, fixada com a mesma solucdo e embebida em parafina. Os
pulmdes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para a quantificacdo das
células inflamatérias no microscépio Optico. Para cada pulmdo, 5 campos foram
analisados por sessdo num aumento de 400x e os dados foram usados para calcular
um nuamero meédio de células por mm2. A producdo de muco foi analisada em
secbes coradas com PAS (Periodic acid-Schiff). Todas as imagens foram
digitalizadas usando uma camara de video digital (CoolSnap cf) adaptada a um
microscopio BX41(Olympus, Toquio, Japéo) calibrado com uma referéncia de slide
de medicdo e utilizando um programa de imagem (Pro image, versdo 6.1, Media
Cybernetics, San Diego, CA, USA).

Quantificacédo de Interleucinas

As concentracdes de interleucinas (IL)-4, (IL)-5 e (IL)-13 no fluido de LBA
foram determinadas por ELISA usando um kit especifico de anticorpos (R&D
System, Minnesota, MN, USA) de acordo com as instrucbes do fabricante.
Brevemente, placas de 96 pocos (NUNC — IMMUNO PLATE Maxisorp Surface)
foram sensibilizadas com 50 pL do anticorpo de captura (anticorpo monoclonal
purificado anticitocina investigada), diluido em PBS, a 4°C durante a noite. As placas
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foram lavadas por 3x com PBS 0,05% Tween 20 (Sigma) e foi adicionado 100 uL da
solucdo de PBS contendo 1% de BSA (Sigma) por 1-2 horas a temperatura
ambiente, a fim de bloquear sitios ndo especificos. As placas foram lavadas mais
uma vez e foram incubadas com 50 pL das amostras/poco em duplicata e da
citocina padrdo em varias concentracdes por 12 horas a 4° C. Apés a lavagem das
placas, foi adicionado o anticorpo anti-citocina biotinilado e as placas foram
incubadas por mais 2 horas a temperatura ambiente. ApOs as lavagens, foi
adicionado 50 pL/poco de estreptoavidina diluida 1:200, por 20 minutos, a
temperatura ambiente. Apds lavagens, a reacdo foi revelada com 50 pL/pogo de
solugéo reveladora contendo 10 mL de tampéo citrato-fosfato 1 M, 2 uL de H202 e
uma pastilha TMB (Sigma). O bloqueio da reacao foi feito através da adicdo de 50
puL/poco de acido fosforico 1:20. A leitura da densidade Optica foi determinada por
espectofotbmetro (Spectra Max 190 - Molecular Devices, aliférnia, EUA), no
comprimento de onda de 450 nm. As andlises foram realizadas no Software Softmax
4.3.1 (Molecular Devices).

Todas as etapas metodoldgicas e os procedimentos de intervencao do Estudo
piloto e do Estudo principal encontram-se resumidos nas Figuras 5 e 6,

respectivamente.
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0Os animais foram

Desafiados com
Ovoalbumina através
de 15’ de inalacao
por dia, num periodo
de 5 dias
consecutivos (T 28 a
T 32). Os animais
tratados com
quercetina
receberam-na através
dei.p. (na
concentragdo de
20mg/kg) cerca de 1
hora antes de cada
desafio. Os animais
exercitados foram
submetidos ao esforgo
antes dos
procedimentos de
tratamento e desafio

divididos em 6 grupos.

GRUPO A (n=7): desafiado com
solucdo salina - sem asma
Controle negativo.

Grupo B (n=7): desafiado com
OVA e ndo tratado
Controle positivo

Grupo C (n=7): desafiado com
OVA e tratado ¢/ Dexametasona
Tratamento padrao

Grupo D (n=9) desafiado com
OVA e apenas Exercitado
Comparativo da intervencao

Grupo E (n=10) desafiado com
OVA e tratado ¢/ quercetina (Q)
Intervencdo 1

t32 E t28

Grupo F (n=10) desafiado com
OVA e tratado ¢/ (Q). Exercitado
Intervencdo 2
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Figura 5. Desenho esquematico de todas as etapas experimentais do ESTUDO Piloto.
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Figura 6. Desenho esquematico de todas as etapas experimentais do Estudo principal.
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Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.)
de 4 a 6 animais por grupo. Todas as analises das curvas obtidas foram feitas pelo
teste de analise de variancia ANOVA ONE-WAY seguido do Teste Tukey para as
comparagdes multiplas. O nivel de significancia foi de p<0.05.
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RESULTADOS

Apenas o0s resultados encontrados no Estudo principa | serao

apresentados no presente trabalho.

Concentracéo de leucdcitos no LBA dos animais

Tanto para a linhagem de camundongos BALB/c quanto para a linhagem de
camundongos C57BI/6, a quercetina ndo induziu uma diminuicdo estatisticamente
significativa na concentracdo de células leucocitarias totais no lavado broénquico
alveolar (LBA), quando comparamos este grupo aos animais que nao receberam o
fitoterapico e foram desafiados normalmente, ou seja, controle positivo. FIGURA 7 e
FIGURA 8.

Em média, houve uma reducéo de celularidade leucocitaria no LBA do grupo
de camundongos C57BIl/6 de aproximadamente 38,5% quando esses animais
receberam quercetina como tratamento para a inflamacédo, em relacdo ao grupo
controle positivo (FIGURA 8).

Comparando os gréaficos das figuras 7 e 8 podemos notar que a linhagem de
camundongos C57BI/6 foi mais sensivel ao protocolo estabelecido de inducdo da
inflamacé&o do que os camundongos BALB/c com relacdo a quantidade de leucécitos
no LBA. A celularidade de leucdcitos no LBA do controle positivo dos camundongos
C57BI/6 foi de 72x10*, contra aproximadamente 20x10* nos BALB/c, conferindo uma

porcentagem de diferenca na ordem de 360%.
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FIGURA 7. Contagem total de leucdcitos no LBA. Foi analisada a contagem de leucécitos
totais no LBA em diferentes grupos de camundongos BALB/c no Estudo principal. Os
valores representam a Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e
maximo de 6 animais por grupo. *P<0,01 comparando controle negativo com controle
positivo. ¥*P<0,05 comparando controle negativo com grupo quercetina.
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FIGURA 8. Contagem total de leucdcitos no LBA. Foi analisada a contagem de leucécitos
totais no LBA em diferentes grupos de camundongos C57BI/6 no Estudo principal. Os
valores representam a Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e
maximo de 6 animais por grupo. *P<0,01 comparando grupo controle negativo com grupo
controle positivo. #P<0,01 comparando controle positivo com grupo dexametasona.

Contagem diferencial de leucdcitos

Foi executada também a contagem diferencial de leucécitos encontrados no
lavado brénquio-alveolar. Duzentos leucécitos foram contados e, por meio dos seus
aspectos morfolégicos e coloracédo, foram divididos em trés grupos: macréfagos,
linfécitos e eosinofilos.

O grupo de camundongos da linhagem BALB/c ndo tratado com quercetina ou
dexametasona apresentou um aumento na proporcao de leucdcitos eosinofilos de
6,75 vezes com relacdo ao grupo controle negativo. J& os animais do grupo que foi
tratado com quercetina obtiveram um aumento muito semelhante aqueles animais
que foram tratados com dexametasona e, com relagdo ao grupo controle negativo,
apresentaram um aumento de 3,35 vezes no numero de eosinofilos/200 leucocitos
(FIGURA 9).

Com relagédo aos camundongos da linhagem C57BI/6 do Estudo principal, ha
um numero maior de eosindfilos/200 leucécitos em todos o0s grupos de
camundongos dessa linhagem no LBA, comparando esta linhagem com aos
camundongos BALB/c. Entretanto, ndo ha qualquer diferenca nessa proporc¢ao entre
0s animais que foram tratados com quercetina e 0s animais que nao sofreram

gualquer tipo de tratamento (FIGURA 10).
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FIGURA 9. Contagem diferencial de leucécitos no LBA. Foi analisada a contagem
diferencial de leucdticos no LBA em diferentes grupos de camundongos BALB/c no Estudo
principal. Os valores representam a Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo
de 4 e maximo de 5 animais por grupo. *p<0,001 comparando o grupo controle negativo
com o grupo controle positivo. #P<0,05. Comparando o grupo controle positivo com os
grupos dexametasona e quercetina.
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FIGURA 10. Contagem diferencial de leucdcitos no LBA. Foi analisada a contagem
diferencial de leucéticos no LBA em diferentes grupos de camundongos C57BIl/6 na FASE 2
do estudo. Os valores representam a Erro e o Desvio Padrdo dos diferentes grupos. Minimo
de 3 e maximo de 6 animais por grupo. *P<0,01 comparando controle negativo com
controle positivo e grupo quercetina. P<0,05 comparando controle negativo com grupo
dexametasona. 4 P<0,05 comparando grupo dexametasona com grupo quercetina.
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Quantificacédo de interleucinas no LBA

A quantificagdo de interleucinas foi determinada apenas para oS
camundongos da linhagem BALB/c. As células inflamatorias do LBA destes
camundongos tratados no estudo com microemulsdo contendo quercetina
produziram uma concentracdo 37,84% menor de IL-4 do que os animais do grupo
controle positivo. (FIGURA 11).

Podemos observar que os animais tratados com quercetina tém uma reducao
de 37,86% na producao de IL-13 em relacédo aos animais que nao sofreram qualquer
tipo de intervencéo (controle positivo). Entretanto, a concentracédo de IL-13 no LBA
destes camundongos ainda é 5,38 vezes maior do que 0s animais que foram
tratados com dexametasona e 29,6 vezes maior do que aqueles animais que nao
foram desafiados com OVA (FIGURA 12).
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FIGURA 11. Detec¢ao da producdo de IL-4 no LBA. Foi analisada a quantificacdo de IL-4 em
diferentes grupos de camundongos BALB/c no Estudo principal. Os valores representam a
Média e o Desvio Padrao dos diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 6 animais por
grupo. *P<0,001 comparando controle negativo com controle positivo. #P<0,05
comparando controle positivo com grupo dexametasona.
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FIGURA 12. Deteccdo da produgao de IL-13 no LBA. Foi analisada a quantificacdo de IL-13
em diferentes grupos de camundongos BALB/c no Estudo principal. Os valores representam
a Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 5 animais por
grupo. *P<0,001 comparando grupo controle negativo com grupo controle positivo.
#P<0,001 comparando grupo controle dexametasona com grupo controle positivo.

Andlise histopatoldgica do tecido pulmonar

No Estudo principal, os camundongos da linhagem C57BIl/6 tratados com
quercetina apresentaram uma producdo de muco mais elevada do que os
camundongos que nao foram tratados de nenhuma forma e desafiados com OVA.
Também para essa linhagem, a dexametasona diminuiu a produ¢cdo do muco, mas
numa porcentagem muito pequena com relagdo ao controle positivo e sem
significancia estatistica. Mais uma vez, todos os animais desafiados com solucéo
salina nesta linhagem n&o apresentaram nenhuma producdo de muco, comprovando
a eficiéncia do protocolo estabelecido (dados nao apresentados).

Diferente da linhagem C57BI/6, os camundongos BALB/c tratados com
quercetina apresentaram uma reducao na producdo de muco na ordem de 54,31%
com relagdo ao grupo controle positivo, enquanto o0 grupo tratado com
dexametasona teve uma reducao de 68,67% na producdo de muco com relacéo ao
mesmo controle (FIGURA 13).

E possivel observar que os camundongos da linhagem BALB/c, incluidos no

Estudo principal, apresentaram uma redugcdo da celularidade leucocitaria nos
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bronquiolos, sendo que a quercetina foi quase tao eficiente quanto a dexametasona
para promover essa reducdo (FIGURA 14).

A guercetina mostrou-se ineficaz no tratamento dos camundongos C57BI/6 do
Estudo principal. Estes apresentaram exatamente o mesmo nivel de celularidade
leucocitaria nos bronquiolos quando comparados aos animais do grupo controle
positivo, além disso, o tratamento com dexametasona inibiu esse processo na ordem

de 42,86% com relacdo ao mesmo grupo (dados ndo apresentados).

I controle negativo
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FIGURA 13. Detecgdo da produgdao de muco. Foi analisada a quantificacdo da producdo de
muco em laminas de pulm3do coradas com PAS vistas sob um aumento de 400x nos
diferentes grupos de camundongos BALB/c no Estudo principal. Os valores representam a
Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 6 animais por
grupo. *P<0,001 comparando grupo controle negativo com grupo controle positivo.
#P<0,001 comparando grupo controle positivo com grupo dexametasona e quercetina.
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FIGURA 14. Quantificagdo de leucécitos nos bronquiolos. Foi quantificada a infiltragdo de
leucdcitos nos bronquiolos em laminas de pulmao coradas com HE vistas sob um aumento de
400x nos diferentes grupos de camundongos BALB/c no Estudo principal. Os valores
representam a Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 6
animais por grupo. *P<0,001 comparando grupo controle negativo com grupo controle
positivo. #P<0,001 comparando grupo controle positivo com grupo dexametasona e
auercetina.
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DISCUSSAO

O presente estudo procurou determinar o efeito terapéutico da quercetina em
camundongos das linhagens C57BIl/6 e BALB/c com asma induzida por meio da
administracdo de OVA. Também foi desenvolvido um protocolo de Avaliacéo
Funcional (AF) no estudo piloto, para se verificar se os animais com asma induzida
perdem o rendimento fisico quando avaliados em dois momentos deste estudo: no
quinto dia de desafio (T32) e antes do periodo de indugdo de asma experimental.
Em média, os resultados da AF ndo mostraram diferenca porque provavelmente a
esteira desenvolvida para o estudo ndo tenha sensibilidade para detectar a exaustéao
nos animais. Além disso, para melhor critério de avaliacdo, faz-se necessario o
emprego de tecnologia mais avancada, como, por exemplo, a andlise respirométrica
de gases. Sugerimos ainda a aplicacdo de outro protocolo de exaustdo e o
pareamento longitudinal dos animais para efeito de comparacéo, animal a animal.

Em estudos com quercetina envolvendo asma nos modelos experimentais, as
formas de inoculacdo mais comuns do fitoterapico nos animais ocorrem por via oral
(gavagem), por via intraperitoneal (i.p.), ou ainda por inalacdo. Nosso trabalho
escolheu a via i.p. para o estudo piloto e gavagem para o estudo principal. N&o
existe nem uma concentragcdo padronizada nos estudos que envolvem a aplicacao
da quercetina, assim como nao ha disponivel um protocolo padrdo para executar
esta terapia. Os estudos sobre este fitoterapico utilizam concentracées que vao de
10 mg/kg aplicados de maneira Unica (JUNG et al., 2010), até uma concentracdo
elevada de 200mg/kg realizada também em uma unica aplicacdo (JAYARAJ et
al.,2007). Portanto, a concentracdo escolhida para os protocolos do presente
trabalho foi de 20 mg/kg.

Um trabalho sugere que a quercetina administrada por via oral, na forma de
suspensdo, tem uma absor¢do muito limitada no trato digestivo (ROGERIO et al.,
2010b), sendo que, segundo 0s mesmos autores, a quercetina administrada via
gavagem nas mesmas concentracdes, por meio de microemulsdo, produziu os
resultados esperados. Inusitadamente, embora esses autores tenham realizado um
estudo para comprovar essa hipétese, outro trabalho publicado no mesmo ano, com
a aplicacdo desse fitoterapico diluido em suspenséo, via oral, demonstrou bons
resultados (ROGERIO et al., 2010a).
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Os resultados encontrados no estudo piloto realizados com camundongos
C57BI/6, divergem dos trabalhos ja descritos que fizeram a utilizacdo da quercetina
em modelo de asma experimental, portanto, no estudo principal, foi testado um
protocolo similar aquele do estudo piloto, huma linhagem de camundongos com
resultados positivos j& referidos na literatura (BALB/c). Durante este estudo foi
novamente usada a linhagem de camundongos C57Bl/6, para efeitos de
comparacao.

Acrescentamos ainda que o estudo piloto demonstrou resultados nunca antes
descritos nos demais modelos experimentais nas bases de dados pesquisadas, que
testaram o efeito terapéutico da quercetina em modelos de asma experimental.
Brevemente, durante a necropsia dos animais, depdsitos da solucdo contendo
quercetina estavam nitidamente presentes na cavidade peritoneal dos
camundongos, sugerindo que possivelmente a absorcédo do fitoterapico ndo tenha
sido eficiente. Apesar da via de administragcdo e diluente utilizados estarem
devidamente respaldados por outros trabalhos da literatura, fez-se necessario repetir
o Estudo buscando novas alternativas, assim como testar outra forma de
administracdo (gavagem) e outro diluente da quercetina (microemulsdo) nos
animais. Assim, o Estudo principal foi desenvolvido a partir de resultados,
observacbes e conclusdes do Estudo piloto, bem como andlise da literatura
disponivel sobre o assunto.

Embora a quercetina seja absorvida no trato gastrointestinal, um estudo
demonstrou que isso sO acontece de maneira eficiente quando a quercetina é dada
na forma glicosilada e que diferentes alimentos que contém quercetina possuem
concentracOes diferentes do fitoterapico ligado a glicose, assim como também a
porcdo de carboidrato ocupada sitios de ligacdo diferentes com a molécula,
influenciando também na capacidade de absorcdo da mesma (HOLLMAN et
al.,1995). Outro estudo dos mesmos autores também demonstrou que formas de
quercetina nao glicosiladas tém absorcéo deficiente. (HOLLMAN et al., 1997).
Portanto, a utilizacdo da microemulsdo foi uma alternativa encontrada para o
aumento da absorc¢ao do fitoterapico dando um carater anfipatico & molécula.

Dos seis parametros avaliados para se determinar a reducdo da inflamacgéao
causada pelo protocolo de inducdo por meio do desafio com OVA no estudo
principal com camundongos da linhagem BALB/c, todos demonstraram uma

diminuicdo quando o grupo de animais tratados com quercetina foi comparado ao
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grupo controle positivo, o que corrobora com os resultados de Park e colaboradores
(2009). Entretanto, apesar da similaridade nos resultados positivos apresentados em
ambos os trabalhos, adotamos também o tratamento com dexametasona, com o0
intuito de correlacionar a eficiéncia da quercetina mediante um tratamento ja bem
estabelecido na literatura para o controle da asma. Assim, embora alguns dos
parametros inflamatérios analisados no grupo quercetina ndo tenham tido uma
diferenca estatisticamente significativa com relacdo ao grupo controle positivo, 0s
principais parametros inflamatorios como a producdo de muco e infiltracao
leucocitaria pulmonar tiveram, em média, uma reducdo similar aos animais tratados
com dexametasona e até ao proprio grupo controle. Nossos resultados estdo em
consonancia com o trabalho de Rogério et al., (2010b), utilizando a mesma linhagem
de camundongos, o que enfatiza a capacidade do fitoterapico em inibir a eosinofilia e
a producdo de muco nos animais tratados com essa molécula.

A comparacao de um grupo tratado com quercetina e um grupo tratado com
dexametasona na asma induzida experimentalmente por OVA também foi objeto do
trabalho de autores que investigaram o efeito deste flavondide sobre cobaias com
asma induzida tanto nas reac¢des de hiperresponsividade imediata (HRI) quanto na
fase tardia da resposta asmética. Os resultados encontrados demonstraram que,
embora a dexametasona seja mais efetiva do que a quercetina no tratamento da
asma experimental, o fitoterapico foi quase tdo eficaz quando os animais dos dois
grupos comparados. Adicionalmente, enquanto o corticoide ndo apresenta acéo
sobre a resposta imediata, a administracdo do fitoterapico apresentou resultados
estatisticamente significantes nesta fase (JUNG et al.,, 2007). Diferentemente dos
trabalhos ja publicados, nosso trabalho avaliou apenas o efeito da quercetina na
fase tardia da resposta asmatica, que é a principal fase de acédo e intervencdo na
qual atuam os corticoides. O nosso trabalho encontrou resultados mais expressivos
na utilizacdo do fitoterapico do que os autores supracitados quando os efeitos da
quercetina foram comparados diretamente com as fungBes principais destes
antiinflamataorios estereoidais.

Num estudo de Rogério et al. (2010b) realizado para verificar os efeitos da
guercetina em camundongos BALB/c do género feminino, dada aos animais por
meio de microemulsdo, os resultados demonstraram por meio de marcadores
importantes, que o fitoterapico apresenta efeitos similares, e neste estudo até

mesmo superiores, com relacdo ao 1 mg/kg do antiinflamatorio esteroidal
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(dexametasona) administrado via subcutanea. Os autores creditam a diminuicdo do
processo inflamatoério a reducdo da presenca de citocinas dosadas no LBA (IL-4 e
IL-5), reduzindo a resposta inflamatdéria, a eosinofilia e a producdo de muco. Nessa
investigacdo, o possivel mecanismo de reducdo da producdo das interleucinas
dosadas foi proposto por meio da diminuicdo da expressdo do fator NFkB nos
animais tratados com quercetina, levando a supressdo nos mecanismos que
induzem a exacerbacéo na resposta Th2, embora nenhuma variacdo da producao
de Interferon y tenha sido evidenciada neste estudo. Considerando as similaridades
do efeito antiinflamatdrio da quercetina encontradas tanto no nosso estudo como no
desenvolvido por Rogério et al. (2010b), destacamos que o presente trabalho n&o
dosou nem a producéo de IL-5 no LBA e nem a expressédo do fator nuclear kB. Em
compensacao, nés dosamos a IL-13, enquanto os referidos autores nao o fizeram;
ainda sim, a diferenca principal entre o nosso estudo e o trabalho supracitado esta
no fato de que as dosagens de interleucinas encontradas no nosso trabalho ndo nos
permite concluir que a inibicAo da eosinofiia e da producdo de muco sao
decorrentes de uma reducdo significativa da resposta Th2, sugerindo que a
guercetina provavelmente age também em outros mecanismos para minimizar os
efeitos pro inflamatérios provocados pelo desafio com OVA na asma experimental.

Portanto, a reducdo da eosinofilia na linhagem de camundongos BALB/c no
nosso trabalho, assim como a menor producdo de muco nos grupos desafiados com
OVA e tratados com quercetina nessa linhagem, provavelmente pode ser explicada,
apenas em parte, por meio da redugcdo na taxa de secre¢do de IL-4 e IL-13. No
entanto, ressalta-se que a diminuicdo da producdo dessas interleucinas ocorreu de
forma muito mais acentuada no grupo tratado com dexametasona e ainda sim, para
os parametros inflamatoérios avaliados, a quercetina apresentou resultados similares
guando os animais sdo comparados com este grupo considerado padréo ouro.

As interleucinas 4 e 13 estao ligadas a um processo de coordenacao nas vias
de sinalizacéo de resposta Th2 na migracéo dos eosindfilos do leito vascular para o
tecido pulmonar. Esta via provavelmente controla o acumulo de eosinofilos no 6rgao,
modulando vias de adesdo de leucdcitos por meio da regulacdo da producéo local
de eotaxina e IL-5 no pulméo (FOSTER et al., 2001). Isto reitera a necessidade de
trabalhos posteriores envolvendo quercetina dosarem também a IL-5, para que uma

relacdo de interacdo dessas trés citocinas, atuando em conjunto, esclareca a
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influéncia da molécula do fitoterapico sobre a dindmica da resposta imunoldgica na
asma experimental.

A relacdo entre a expressao de uma proteina denominada GATA-3, que é
responsavel por ativar fatores de transcricAo especificos para células T,
diferenciacdo destes linfocitos para um padrdo Th2 e secrecédo das IL-4, IL-5 e IL-13,
com a expressdo de outro fator de transcricdo especifico para a producdo de
interferon y e do fendtipo Thl, conhecido como T-bet (T-box expresso em células T)
foi estabelecida num estudo envolvendo quercetina, nas doses de 8mg/kg/dia e
16mg/kg/dia, e asma induzida por OVA. Os resultados apresentados pelos autores
desse estudo demonstraram uma dose dependéncia na ingestdo desse fitoterapico
ligada a mudanca de padrao imunoldgico de resposta, com diminuicdo da resposta
Th2 e incremento da resposta Thl (PARK et al, 2009). Este estudo reforca a
importancia da possivel relacdo entre o padrao de resposta Th1/Th2 com a melhoria
no quadro da asma experimental causada pela quercetina. Vale ressaltar, que
embora 0 nosso estudo ndo tenha elementos para corroborar essa relacdo de
maneira tao estrita, ela provavelmente se fez presente.

Linfocitos Th2 secretam citocinas que estimulam a mudanca do isétipo de
cadeia pesada da imunoglobulina para IgE nos linfocitos B. O anticorpo IgE é
responsavel por sensibilizar os mastocitos e proporciona o reconhecimento do
antigeno para as reacdes de hipersensibilidade imediata (ABBAS et col., 2005).
Desse modo, também novos estudos devem investigar a hipétese de que os
possiveis efeitos protetores desse fitoterapico na diminuicdo dos parametros
inflamatoérios pode estar associada a diminuicdo na secrecdo de IgE nos animais
tratados com a quercetina, quando comparado aos demais grupos, tendo em vista
gue essa imunoglobulina ocupa um papel central nas reacdes de hipersensibilidade
imediata nos modelos experimentais.

Os resultados do nosso trabalho apontam que um possivel mecanismo que
deve ser investigado esta associado ao receptor das interleucinas IL-4 e IL-13, tendo
em vista que nos modelos de asma induzidos por antigenos soluveis de ovo (ASO),
injecdes de antigenos induzem pico de extravasamento de eosindfilos nas vias
aéreas 48 horas apo0s a inoculacdo. Animais tratados com anticorpos anti IL-4
demonstraram um influxo de eosinofilos para as vias aéreas em cerca de 10 vezes e
uma reducdo total na celularidade de leucocitos nos pulmdes. O excesso de

producdo de muco estd correlacionado com a eosinofilia. Experimentos com
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camundongos geneticamente modificados, com linfécitos Th2 incapazes de produzir
IL-4 (Th2 IL-4 -/-), demonstraram que estes animais ainda sdo capazes de produzir
muco em niveis normais. Entretanto, células Th2 IL-4-/- ndo induzem producéo de
muco em camundongos que nao expressam o receptor celular para IL-4 (IL-4Ra -/-)
e 0 LBA destes camundongos esta ausente de eosindfilos. Na auséncia de IL-4, IL-
13 pode realmente substituir a produgédo de muco e a eosinofilia gerada por IL-4
secretada por ceélulas Th2, demonstrando que IL-4Ra desempenha um papel
essencial na producdo de muco estimulada pelas células Th2 e a importancia da
acdo redundante dessas duas interleucinas em modelos de asma experimental
(OKADA & LOTZE, 2003). Assim, novos estudos devem investigar a hipotese de
que o efeito da quercetina pode estar relacionado com a uma possivel capacidade
de modulacdo na expressdo dos receptores IL-4Ra, ou até mesmo devido a
modulacdo de processos pos acionamento do receptor.

A importancia dos eosindéfilos na asma esta associada também a um grande
namero de evidéncias demonstrando que a gravidade desta doenca depende do
acumulo destas células e sua ativagcdo no interior das vias aéreas. Eosinofilos
contém um grande numero de substancias que quando liberadas diretamente nas
mucosas causam danos e contribuem para os disturbios fisiolégicos no pulmé&o. Os
produtos dos eosindéfilos incluem proteina basica principal, proteinas catibnicas,
neurotoxinas derivadas de eosindfilos, eosinofilo peroxidase, assim como
metabdlicos de oxigénio e nitrogénio (ROITT et al.,2001). Estas células também
liberam mediadores lipidicos, incluindo fatores ativadores de plaquetas, leucotrienos
B4 e C4, quimiocinas e citocinas que sdo capazes de amplificar a resposta
eosinofilica. Nesta cascata de eventos, participam também células estruturais que
liberam ainda mais fatores de amplificacdo da resposta inflamatoria (OLIVEIRA &
LUCAS, 2003). Portanto, sabendo-se das inimeras propriedades anti-oxidantes e
citoprotetoras encontradas em diversos estudos envolvendo a quercetina (DORTA,
2007; HERTOG et al. 1993; JAYARAJ et al. 2007), ha a necessidade de se
investigar as propriedades desse fitoterapico sobre as diversas substancias
catabolicas e inflamatorias liberadas pelos eosinofilos no processo de inflamacéao
induzida por OVA em modelos experimentais e, tendo em vista a moderna teoria de
que essas células ndo sdo o produto final e plenamente diferenciado de uma
linhagem celular, mas um conjunto capaz de diferenciagdo e acionamento de

diversos mecanismos inflamatorios e de regulacdo, é necessario se investigar
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diretamente o efeito que esse fitoterapico produz nessa linhagem de células. Assim,
uma vez que 0 nosso estudo mostrou que ha uma diminuicdo significativa na
presenca de eosindfilos no LBA e uma diminuicdo no infiltrado inflamatorio,
interessante seria investigar os mecanismos de um modelo onde a presenca das
citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 estivessem apenas relativamente diminuidas, mas os
infiltrados leucocitarios estivessem significativamente ausentes.

Embora existam trabalhos na literatura que ressaltem a igualdade no
desenvolvimento de asma seguindo protocolos similares de inducdo entre as
linhagens C57BI/6 e BALB/c, com respostas Th2 similares (LU et al., 2010), outros
enfatizam o maior desenvolvimento de inflamacéao e hipersensibilidade em animais
da linhagem BALB/c, com recrudescimento da eosinofilia e producdo de IgE
(FUKUNAGA et al., 2007). No entanto, outros trabalhos que demonstram justamente
0 oposto, mostrando uma resposta Th2 mais exacerbada em camundongos da
linhagem C57BI/6 quando comparados aos BALB/c (MOROKATA et al.,, 1999).
Diversos modelos experimentais para o estudo da asma utilizam as duas linhagens
de camundongos, C57Bl/6 e BALB/c. No nosso estudo piloto, devido a
disponibilidade de animais, optamos pela utilizacdo da linhagem C57BIl/6. Os
resultados preliminares com essa linhagem de camundongos demonstraram que a
guercetina ndo teve a capacidade de atenuar os parametros inflamatdrios
analisados, tais como, a quantificacdo de leucocito nos bronquiolos, quantificacdo da
producdo de muco e, por fim, deteccdo da producao de IL-4 e IL-5 pelas células do
LBA (dados ndo apresentados). Embora os camundongos desse estudo tenham
desenvolvido asma quando desafiados normalmente com OVA, até mesmo o0s
animais tratados com dexametasona em alta dosagem (30mg/kg) tiveram uma
resposta antiinflamatéria aquém com relacédo aos camundongos da linhagem BALB/c
tratados exatamente da mesma maneira no estudo principal. Entretanto, mesmo
com a resposta a dexametasona diminuida, os resultados do tratamento tradicional
foram estabelecidos em ambas as linhagens na maioria dos parametros avaliados.
Os dados com C57BI/6 do estudo principal confirmaram os resultados preliminares
do estudo piloto.

Nosso trabalho ndo demonstrou respostas similares quando comparamos 0S
controles positivos das duas linhagens, com uma exacerbagcdo maior no niamero de
leucdcitos encontrados no LBA e no tecido pulmonar, com maior presenca de

eosindfilos na contagem diferencial das células do LBA da linhagem C57BI/6.
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Também, os animais desta linhagem apresentaram uma diminuicdo na resposta
antiinflamatdria da dexametasona e, ao contrario da linhagem BALB/c, estes animais
nao tiveram uma reducdo estatisticamente significante em nenhum dos parametros
inflamatorios avaliados no grupo que utilizou a quercetina como terapia. Ainda,
ambos 0s grupos controle negativo ndo apresentaram resultados de inflamacéao, fato
que ratificou o sucesso do protocolo de indugdo empregado. Como Uultima analise,
também a producdo de muco nao foi alterada nos animais C57BI/6 que utilizaram a
guercetina no estudo piloto e no estudo principal.

Os resultados encontrados mostram que as diferentes linhagens de
camundongos estudadas apresentam uma carga genética que provavelmente atua
de maneira especifica mediante 0 mesmo estimulo que induziu asma nos animais.
Embora as duas linhagens tenham manifestado asma experimental, o modelo foi
mais agressivo na exacerbagdo da asma para os camundongos C57BIl/6. Além
disso, embora os camundongos tenham sido pareados por idade e sexo, animais
desta linhagem apresentam um peso consideravelmente menor do que a linhagem
de camundongos BALB/c, fato que pode ter influenciado as diferencas de grau de
inflamacé@o encontradas para o mesmo protocolo de indugdo empregado. Também,
camundongos C57BI/6 tiveram uma diminuicAo menor na atividade antiinflamatoria
do grupo tratado com dexametasona.

Dessa forma, sugerimos gque a quercetina seja empregada em camundongos
C57Bl/6 com um protocolo de inducdo de asma menos agressivo, para que 0S
possiveis efeitos protetores desse fitoterdpico possam ser verificados e

comprovados, se de fato existirem nessa linhagem.
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CONCLUSOES

Os resultados desse estudo sugerem que na asma experimental a producgéo de
muco, a eosinofilia no LBA e o infiltrado leucocitario no nivel dos bronquiolos
ocupam um papel central no processo inflamatério induzido por imunizacdo e
desafio por OVA em camundongos das linhagens BALB/c e C57BI/6. Além disso, os
resultados demonstraram que estes processos se manifestam em intensidades
diferentes mediante um mesmo protocolo de inducdo para as duas linhagens. A
microemulsdo de quercetina foi capaz de reduzir parametros inflamatorios como
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, celularidade, eosindfilia e producdo de
muco, apenas na linhagem de camundongos BALB/c, demonstrando o seu potencial
terapéutico como acdo anti asmética, entretanto, o mecanismo de acdo desse

fitoterapico ainda precisa ser melhor compreendidos.
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ANEXO 2

A esteira foi fabricada com uma plataforma rolante total de 40x45cm. A
plataforma foi dividida por acrilico em cinco baias individualizadas e uma esteira
rolante de borracha gira livremente sobre uma superficie de acrilico.

A esteira gira conectada a uma correia e impulsionada por um motor trifasico de
0,3 cavalos de poténcia e 220 volts de tensédo. Sobre a plataforma rolante, encontra-
se uma superficie metalica que sustenta um choque ajustavel (0 a 2 mA, 0 a 80 volts
de tensao) conectado a um transformador, as dimensdes da plataforma de choque
séo de 10x35cm.

Um potencidometro foi regulado e calibrado para que a cada aumento de 5 hertz
no painel digital correspondesse a um incremento de velocidade na ordem de 1

km/h. A esteira desenvolve uma velocidade méaxima de 10 km/h.
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Resumo

Introducdo: A asma € uma doenca inflamatéria complexa e os corticéides sao a
principal classe de medicamentos utilizada no seu tratamento. Estas drogas
apresentam diversos efeitos colaterais e a sua eficacia foi questionada em alguns
pacientes cuja causa do 6bito foi a asma. Assim, o efeito terapéutico da quercetina,
na concentracdo de 20 mg/kg, foi investigado num modelo experimental de asma
bronquica onde camundongos BALB/c foram imunizados subcutaneamente e
desafiados com inalacdo de ovalbumina dias apds a imuniza¢do. Resultados: O
tratamento com quercetina reduziu a eosinofilia no lavado brénquio-alveolar, nos
bronquiolos e diminuiu a infiltracdo de células inflamatorias neste tecido.
Adicionalmente, também o nivel de producdo de muco foi reduzido no grupo de
animais tratados com o fitoterapico em relagdo ao grupo controle. Os resultados
para esses parametros inflamatérios foram similares aos apresentados pelos
animais tratados com dexametasona. A microemulsdo de quercetina foi capaz de
reduzir parcialmente os niveis das interleucinas 4 e 13. Conclusfes: Nas condicfes
da presente pesquisa a quercetina atenuou as caracteristicas inflamatdrias da asma
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experimental em camundongos BALB/c, embora seus mecanismos de acdo nao
tenham sido evidenciados. Novas investigacfes usando este fitoterapico em
modelos desenvolvidos com técnicas mais avancadas podem contribuir para o

desenvolvimento de novas drogas no tratamento da asma.
Palavras-chaves: asma experimental; OVA; quercetina
Abstract

Background: Asthma is a complex inflammatory disease and corticosteroids are the
major class of drugs used in treatment. These drugs have several side effects and its
effectiveness was questioned in some patients whose cause of death was asthma.
Thus, the therapeutic effect of quercetin, 20 mg / kg was investigated in an
experimental model of asthma where BALB/c mice were immunized subcutaneously
and challenged with inhaled ovalbumin days after immunization. Results: Treatment
with quercetin reduced eosinophilia in broncho-alveolar lavage, in the bronchioles
and decreased infiltration of inflammatory cells in this tissue. Moreover, the level of
mucus production was reduced in animals treated with herbal medicine in relation to
the control group. Results for these inflammatory parameters were similar to those of
the animals treated with dexamethasone. The microemulsion of quercetin was able
to reduce partially the levels of interleukins 4 and 13. Conclusions: Under the
conditions of the present study, quercetin attenuated the inflammatory characteristics
of asthma in mice BALB / c, although its mechanisms of action have not been
disclosed. Further investigations using this herbal medicine in the developed models
with more advanced techniques can contribute to the development of new drugs to
treat asthma.
Keywords: experimental asthma, OVA; quercetin
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Introducéo

A asma alérgica é uma doenca inflamatéria complexa caracterizada pela
dificuldade na ventilacdo das vias aéreas superiores, que espontaneamente se
contraem muito ou sédo obstruidas facilmente em resposta a uma grande variedade
de estimulos. O termo asma nao se refere a um Unico tipo de desordem organica,
mas sim a um grande grupo de patologias que tém caracteristicas fenotipicas em
comum, tais como obstrucdo reversivel das vias aéreas e sintomas associados
(HOLGATE, 2008). As diferentes manifestacdes clinicas de asma envolvem varios
fatores ambientais que interagem com as vias aéreas causando inflamacéo aguda
e/ou cronica. A asma é considerada um bom exemplo de interacdo entre fatores
genéticos e ambientais, embora um Unico gene ou condicdo ambiental especifica
sejam per si incapazes de causar a doenca (ROITT, 2001).

No nivel tissular a asma gera uma resposta multicelular que ocasiona
hipersecrecdo de muco pelas células caliciformes, alteragbes nas vias aéreas
(células epiteliais, fibroblastos, células musculares lisas) com ou sem sinais de
remodelamento e um aumento da presenca de células inflamatérias, tais como
linfocitos, neutrofilos, células dendriticas e mastocitos, com um recrudescimento
exacerbado no numero de eosindfilos na regido, bem como um aumento da
presenca dessas células no sangue. No caso da asma ndo ser controlada, ocorre
uma presenca macica também de eosinofilos no lavado bronquio alveolar (LBA)
(KEY, 2010).

Estudos de inflamacg&o brénquio-pulmonar alérgica em modelos animais tém
facilitado a identificacdo de varios mediadores chave e tém aumentado a
compreensao de varios mecanismos regulatérios da asma e, embora eles ndo sejam
a Unica maneira de se constatar modelos de intervencao terapéutica, trazem sem
davida uma série de vantagens sobre outras formas de investigacdo cientifica
(KUMAR, 2001). Apesar de nenhum modelo com roedores conseguir replicar
perfeitamente os mecanismos de remodelamento da asma em humanos, esses
modelos experimentais oferecem uma compreensdao dos mecanismos de
fisiopatologia da doenca, assim como o potencial efeito de drogas terapéuticas sobre
0s mecanismos inflamatorios (NAKAMURA et. al, 1999).
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Medicamentos esterdides para o tratamento de asma apresentam-se como
objeto de intenso estudo nas ultimas trés décadas, seus mecanismos de acao, sua
estrutura, regulacao e receptores sdo hoje muito mais compreendidos e pesquisados
(BARNES, 2006). Os corticosteroides sdo a principal classe de medicamentos
empregada para o tratamento da asma devido seus beneficios antiinflamatdrios.
Ademais, mesmo os glicocorticdéides modernos apresentam ainda efeitos colaterais
relacionados a sua utilizacdo cronica (BARNES, 2006). Assim, fica claro que os
corticoides sdo a maneira mais efetiva de tratamento para pacientes asmaticos,
entretanto seus efeitos adversos exigem esforcos para se desenvolver esteréides
com potenciais efeitos colaterais reduzidos e/ou identificacdo de substancias
capazes de substitui-los no tratamento dessa doenca.

A quercetina (3,3",4",5,7-pentahidroxoflavona) € um bioflavondide polifendlico
de ampla distribuicdo em vegetais tais como maca, cebola, batata, brocolis, chas e
etc. (HERTOG et al, 1993). Ela tem se destacado pelo seu amplo efeito
antioxidante, antiinflamatorio e citoprotetor sendo, por isso, utilizada em diversos
estudos que procuram estabelecer uma relacéo causa-efeito entre a dosagem usada
de quercetina e as concentracbes de enzimas e agentes antioxidantes (AMALIA et
al., 2007). Contudo, embora os flavondides apresentem inameras propriedades
farmacoldgicas, 0 seu uso terapéutico ainda € empirico, tendo em vista que essa
classe de fitoquimicos €& mais antiga que o desenvolvimento das analises
farmacoldgicas modernas. Aléem disso, a eficiéncia de seus metabolitos e os
mecanismos de acao in vivo ndo sdo plenamente estabelecidos e compreendidos
(DORTA, 2007).

Assim, o0 presente estudo pretende investigar por meio de modelo
experimental de asma aguda com camundongos BALB/c o potencial terapéutico da

microemulsao de quercetina na dosagem de 20mg/kg administrada por gavagem.

Materiais e métodos
Animais

A amostra foi composta por 21 camundongos BALB/c (n=21) do género
masculino com aproximadamente 15 semanas de vida. Todos os animais foram

criados e mantidos no Centro de Pesquisa Gongalo Muniz, (CpQGM — FIOCRUZ,
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BA). Os animais foram alimentados com racao propria e agua ad libitum. O trabalho
encontra-se devidamente aprovado pelo Comité de Etica do CPgGM sob ndmero
004/2011

Divisdo dos grupos

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos denominados
GRUPO A, GRUPO B, GRUPO C e GRUPO D. Cada grupo sofreu um tipo diferente

e especifico de intervencéo.

O GRUPO A (n=06), também denominado grupo controle negativo.

e Imunizados normalmente com OVA na dosagem de 0,1ml (10ug, GRADE V;
>98% de pureza; Sigma, St. Luis, MO) diluida em agua destilada com
2mg/mL de hidréxido de aluminio (Alumimject; Pierce, Rockford, IL);

. Os animais foram desafiados a partir do dia 28, durante cinco

dias consecutivos apenas com solugao salina.

O GRUPO B (n=06) também denominado grupo controle positivo.

Esse grupo realizou todos os procedimentos descritos para o grupo A, com a
diferenca que, em todos os cinco dias de desafio, os animais foram desafiados com
solucéo salina contendo OVA a 1% (GRADE V; >98% de pureza; Sigma, St. Luis,
MO) para desenvolverem asma. Esses animais também receberam, por meio de
gavagem, uma solucdo de microemulsdo elaborada especialmente para essa fase

de estudo, sem quercetina.

O GRUPO C (n=05), também denominado tratamento padréo.

Esse grupo de animais seguiu todos os procedimentos do grupo B, a excegao
de que os camundongos desse grupo sao tratados com dexametasona via i.p.
(30mg/kg diluida em 0,1 mL de salina) ministrada cerca de uma hora antes dos

desafios.

O GRUPO D (n=04), também denominado grupo guercetina.
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 Esse grupo fez os mesmos procedimentos de imunizacdo e desafio dos
GRUPOS B e C;
* Os animais desse grupo receberam, por meio de gavagem, uma solucao
formulada como microemulséo (100ug a 6% de quercetina).
Todos os procedimentos realizados em cada grupo (A/B/C/D) encontram-se
sumarizados na TABELA 1.

Imunizacao

O processo inflamatorio das vias aéreas foi induzido conforme descrito por
VASCONCELOS et al. (2008). Os animais foram imunizados com 10ug de OVA
(GRADE V; >98% de pureza; Sigma, St. Luis, MO) no volume final de 0,1ml diluida
em agua destilada com 2 mg/mL de hidréxido de aluminio (Alumimject; Pierce,
Rockford, IL). A imunizac&o aconteceu no primeiro dia (TO) com um refor¢co no 14°
dia (T14) do estudo.

Sensibilizacédo e desafio com OVA

A inalacéo foi executada em caixa de acrilico, tendo sido iniciada no 28°dia,
com exposicao de ovalbumina (OVA), inalada durante 15 minutos por dia, durante
cinco dias consecutivos, a partir do 28°dia até o dia 32. A solucdo salina contendo
uma concentragao de 1% de OVA foi ministrada por meio de nebulizagdo com o
auxilio de um compressor de ar ligado a um nebulizador (RespiraMax, SN, Brasil).
Os animais que foram sensibilizados, mas nédo desafiados (grupo controle negativo)
receberam solucédo salina sem OVA como nebulizacdo, nos mesmos moldes dos

demais grupos.

Tratamento

Os animais recebiam o fitoterapico cerca de 1 hora antes da nebulizacdo com
OVA. Eles foram tratados com quercetina introduzida em microemulséo, ministrada

aos camundongos via gavagem. A formulacdo da microemusao foi desenvolvida
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como se segue: lecitina (509); palmitato de isopropila (50g), acido ascérbico (19),
polaxamer 407* (20g), sorbato de potassio (0,2g), agua destilada qsp (100mL). Cada
dose de gavagem dada aos animais continha 20mg/kg. Doses de 0,1mL foram

dadas aos animais em cada gavagem.

* Observacdo: POLAXAMER 407: Sinonimo: Pluronic F127; Polyethylene-
polypropyleneglycol;  Polyoxyethylene-Polyoxypropylene Block  Copolymer;
Poly(Ethylene oxide-co-Polypropylene oxide), Block; Block Copolymer of Ethylene
Oxide and Propylene Oxide.Chemical Name: Pluronic F127. (C3-H6-0.C2-H4-O)x

Eutanasia dos animais

Os animais receberam uma superdosagem de anestésico via i.p. (200ul de
guetamina/xilazina 3:1 diluidos em salina). Depois de anestesiados, o sangue dos

animais foi extraido via plexo braquial e colocado em eppendorfs de 0,65ml.

Lavado Brénquio Alveolar (LBA)

A pele do abdome e torax foi retirada para exposicédo da traquéia. Um volume de
1 mL de solucdo tampédo fosfato (PBS) gelado foi injetado na traquéia com uma
agulha e aspirado novamente, repetindo-se o0 mesmo processo por trés vezes. O
liquido recuperado foi colocado em um tubo plastico Eppendorf em banho de gelo,
posteriormente centrifugado a 1500 r.p.m. por 10 minutos a 10° C para coleta de
sobrenadante para quantificacdo de citocinas. Mais 1 ml de PBS gelado foi injetado
pela traquéia para repeticdo da lavagem do pulmé&o e para a contagem de células no
LBA, as células do primeiro lavado foram somadas as do segundo para

quantificacao.

Retirada dos pulmdes

Os pulmdes dos animais foram instilados com formol para melhor fixacdo e

preservacao dos tecidos. O pulmao esquerdo foi seccionado em duas partes e
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armazenado em tubos contendo formol a 4% (3ml em cada tubo) para formatacéo
em laminas e analise histopatoldgica do érgao.

Contagem de leucécitos do LBA

Para se determinar a quantidade de leucécitos no LBA um volume de 200uL
de LBA foi adicionado a 200uL de tampéo fosfato salina, sendo este volume final
citocentrifugado por 5 minutos a 500 rpm. As laminas foram preparadas com corante
hematolégico pandtico (corante rapido para uso hematolégico — Laborclin Produtos
para Laboratorio Itda.) Para a estimativa total de leucécitos foram fotografados cinco
campos de cada lamina e o numero estimado de células foi integrado por area. Para
a contagem diferencial, 200 leucocitos foram contados por lamina de acordo com

critérios padronizados para diferenciacdo morfologica dessas células.

Andlise histopatoldgica

Os pulmdes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para a
quantificacdo das células inflamatdrias no microscépio optico. Para cada pulméao, 5
campos foram analisados por sessdo num aumento de 400x e os dados foram
usados para calcular um nimero médio de células por mmz2. A producdo de muco foi
analisada em secdes coradas com PAS (Periodic acid-Schiff). Todas as imagens
foram digitalizadas usando uma camara de video digital (CoolSnap cf) adaptada a
um microscopio BX41(Olympus, Téquio, Japao) calibrado com uma referéncia de
slide de medicdo e utilizando um programa de imagem (Pro image, verséo 6.1,
Media Cybernetics, San Diego, CA, USA).

Quantificagéo de Interleucinas (IL) 4 e (IL) 13

As concentracdes de interleucinas (IL)-4 e (IL)-13 no fluido de LBA foram
determinadas por ELISA usando um kit especifico de anticorpos (R&D System,

Minnesota, MN, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante.
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Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdao da média (e.p.m.)
de 4 a 6 animais por grupo. Todas as analises das curvas obtidas foram feitas pelo
teste de analise de variancia ANOVA ONE-WAY seguido do Teste Tukey para as

comparacdes multiplas. O nivel de significancia foi de p<0.05.

Resultados

Concentracao de leucocitos e contagem diferencial destas células no LBA dos

animais

A FIGURA 2 mostra que a quercetina ndo induz uma diminuicdo significativa
na concentracdo de células leucocitarias totais no LBA, quando comparado aos
animais que nao receberam o fitoterapico e foram desafiados normalmente (grupo
controle positivo). A redugcao nao foi significativa para os camundongos. Entretanto,
o numero de leucécitos dos animais dessa linhagem, tratada com dexametasona,
também tiveram uma reducdo da concentracdo no LBA inferior aguela esperada
(apenas 30,24%).

Foi executada também a contagem diferencial de leucécitos encontrados no
lavado brénquio-alveolar. Duzentos leucocitos foram contados e, através de seus
aspectos morfolégicos e coloracédo, foram divididos em trés grupos: macréfagos,
linfocitos e eosindfilos.

O grupo de camundongos nédo tratados com quercetina ou dexametasona
apresentou um aumento na proporcdo de leucécitos eosinofilos de 6,75 vezes com
relacdo ao grupo controle negativo. Ja os animais do grupo que foram tratados com
quercetina tém um aumento muito semelhante aqueles que foram tratados com
dexametasona e, com relacdo ao grupo controle negativo, apresentaram um
aumento de 3,35 vezes no numero de eosino6filos/200 leucocitos. Os dados estdo

apresentados na FIGURA 3.
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Quantificacao de interleucinas no LBA

As células inflamatdrias do LBA dos camundongos BALB/c tratados no estudo
com microemulsdo contendo quercetina produziram uma concentracdo de IL-4
37,84% menor do que os animais do grupo controle positivo (FIGURA 4).

Quantificada a IL-13 no LBA, podemos observar que os animais tratados com
quercetina tém uma reducgéo de 37,86% em relagdo aos animais que nao sofreram
qualquer tipo de intervencado (controle positivo). Entretanto, a concentracdo de IL-13
no LBA destes camundongos ainda é 5,38 vezes maior do que os animais que foram
tratados com dexametasona e 9,6 vezes maior do que aqueles animais que nao
foram desafiados com OVA (FIGURA 5).

Andlise histopatoldgica do tecido pulmonar

Os camundongos tratados com quercetina apresentaram uma reducdo na
producdo de muco na ordem de 60,31% com relacdo ao grupo controle positivo, este
resultado é similar aquele encontrado para o grupo de animais tratados com
dexametasona (FIGURA 6).

A partir da analise da FIGURA 7, é possivel observar que os camundongos
apresentaram uma reducgdo da celularidade leucocitaria nos bronquiolos na ordem
de 52,68%.

Discussao

Em estudos com quercetina envolvendo asma nos modelos experimentais, as
formas de inoculacdo mais comuns do fitoterapico nos animais ocorrem por via oral
(gavagem), por via intraperitoneal (i.p.), ou ainda por inalacdo; Nosso trabalho
escolheu a via gavagem. Nao existe nem uma concentracdo padronizada nos
estudos que envolvem a aplicacdo da quercetina, assim como nao ha disponivel um
protocolo padrdo para executar esta terapia. Os estudos sobre este fitoterapico
utilizam concentra¢ges que vao de 10 mg/kg aplicados de maneira Unica (JUNG et
al., 2010), até uma concentracao elevada de 200 mg/kg realizada também em uma
Gnica aplicacdo (JAYARAJ et al.,2007). Portanto, a concentracao escolhida para os

protocolos do presente trabalho foi de 20 mg/kg.
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Um trabalho sugere que a quercetina administrada por via oral, na forma de
suspensdo, tem uma absor¢do muito limitada no trato digestivo (ROGERIO et al.,
2010b), sendo que, segundo 0s mesmos autores, a quercetina administrada via
gavagem nas mesmas concentracdes, por meio de microemulsdo, produziu os
resultados esperados.

Embora a quercetina seja absorvida no trato gastrointestinal, um estudo
demonstrou que isso sO acontece de maneira eficiente quando a quercetina € dada
na forma glicosilada e que diferentes alimentos que contém quercetina possuem
concentragdes diferentes do fitoterapico ligado a glicose, assim como também a
porcdo de carboidrato ocupada sitios de ligacdo diferentes com a molécula,
influenciando também na capacidade de absor¢do da mesma (HOLLMAN et
al.,1995). Outro estudo dos mesmos autores também demonstra que formas de
quercetina ndo glicosiladas tém absorcdo deficiente. (HOLLMAN et al., 1997). A
microemulsdo € uma alternativa para 0 aumento da absorcao do fitoterdpico dando
um carater anfipatico a molécula.

Dos seis parametros avaliados para se determinar a reducdo da inflamacéao
causada pelo protocolo de indugdo por meio do desafio com OVA, todos
demonstraram uma diminui¢do quando o grupo de animais tratados com quercetina
foi comparado ao grupo controle positivo, 0 que corrobora com os resultados de
Park e colaboradores (2009). Entretanto, apesar da similaridade nos resultados
positivos apresentados em ambos os trabalhos, adotamos também o tratamento
com dexametasona, com o intuito de correlacionar a eficiéncia da quercetina
mediante um tratamento j& bem estabelecido na literatura para o controle da asma.
Assim, embora alguns dos parametros inflamatérios analisados no grupo quercetina
nao tenham tido uma diferenca estatisticamente significativa com relacdo ao grupo
controle positivo, os principais parametros inflamatorios como a produgdo de muco e
infiltrac&@o leucocitaria pulmonar tiveram, em média, uma reducdo similar aos animais
tratados com dexametasona e até ao proprio grupo controle. Nossos resultados
estdo em consonancia com o trabalho de Rogério et al., (2010b).

A comparacao de um grupo tratado com quercetina e um grupo tratado com
dexametasona também foi objeto do trabalho de autores que investigaram o efeito
deste flavonsdide sobre cobaias com asma induzida tanto nas reacfes de
hiperresponsividade imediata (HRI) quanto na fase tardia da resposta asmatica. Os

resultados encontrados demonstraram que, embora a dexametasona seja mais



82

efetiva do que a quercetina no tratamento da asma experimental, o fitoterdpico foi
eficaz quando os animais dos dois grupos foram comparados. Adicionalmente,
enquanto o corticoide ndo apresenta acdo sobre a resposta imediata, a
administracdo do fitoterapico apresentou resultados estatisticamente significantes
nesta fase (JUNG et al., 2007).

Num estudo de Rogério et al. (2010b) realizado para verificar os efeitos da
quercetina em camundongos BALB/c, dada aos animais por meio de microemulsao,
os resultados demonstraram que o fitoterapico apresenta efeitos similares, e neste
estudo até mesmo superiores, com relacdo ao 1 mg/kg do antiinflamatorio esteroidal
(dexametasona) administrado via subcutanea. Os autores creditam a diminuicdo do
processo inflamatério a reducdo da presenca de citocinas dosadas no LBA (IL-4 e
IL-5), reduzindo a resposta inflamatéria, a eosinofilia e a producdo de muco. Nessa
investigacdo, o possivel mecanismo de reducdo da produgcdo das interleucinas
dosadas foi proposto por meio da diminuicdo da expresséo do fator NFkB nos
animais tratados com quercetina, levando a supressdo nos mecanismos que
induzem a exacerbacéo na resposta Th2, embora nenhuma variacdo da producao
de Interferon y tenha sido evidenciada neste estudo. Considerando as similaridades
do efeito antiinflamatdrio da quercetina encontradas tanto no nosso estudo como no
desenvolvido por Rogério et al. (2010b), destacamos que o presente trabalho n&o
dosou nem a producéo de IL-5 no LBA e nem a expresséao do fator nuclear kB. Em
compensacao, nés dosamos a IL-13, enquanto os referidos autores nao o fizeram;
ainda sim, a diferenca principal entre o nosso estudo e o trabalho supracitado esta
no fato de que as dosagens de interleucinas encontradas no nosso trabalho ndo nos
permite concluir que a inibicAo da eosinofiia e da producdo de muco sao
decorrentes de uma reducdo significativa da resposta Th2, sugerindo que a
guercetina provavelmente age também em outros mecanismos para minimizar os
efeitos pro inflamatérios provocados pelo desafio com OVA na asma experimental.

Portanto, a reducdo da eosinofilia na linhagem de camundongos BALB/c no
nosso trabalho, assim como a menor producdo de muco nos grupos desafiados com
OVA e tratados com quercetina nessa linhagem, provavelmente pode ser explicada,
apenas em parte, por meio da redugcdo na taxa de secre¢do de IL-4 e IL-13. No
entanto, ressalta-se que a diminuicdo da producdo dessas interleucinas ocorreu de

forma muito mais acentuada no grupo tratado com dexametasona e ainda sim, para
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os parametros inflamatérios avaliados, a quercetina apresentou resultados similares
guando os animais sdo comparados com este grupo considerado padréo ouro.

A relacdo entre a expressao de uma proteina denominada GATA-3, que é
responsavel por fatores de transcricdo especificos para células T, atuacdo na
diferenciacdo destes linfocitos para um padrdo Th2 e secrecdo das IL-4, IL-5 e IL-13;
com a expressdo de outro fator de transcricdo especifico para a producdo de
interferon y e do fendtipo Thl, conhecido como T-bet (T-box expresso em células T)
foi estabelecida num estudo envolvendo quercetina, nas doses de 8mg/kg/dia e
16mg/kg/dia e asma induzida por OVA. Os resultados apresentados pelos autores
desse estudo demonstraram uma dose dependéncia na ingestdo desse fitoterapico
ligada a mudanca de padrao imunoldgico de resposta, com diminuicdo da resposta
Th2 e incremento da resposta Thl (PARK et al, 2009). O estudo destes autores
reforga a importancia da relacéo entre o padréo de resposta Th1/Th2 com a melhoria
no quadro da asma experimental causada pela quercetina; embora 0 nosso estudo
nao corrobore com essa relacdo de maneira tao estrita, ela provavelmente se fez
presente.

Os resultados do nosso trabalho apontam que um possivel mecanismo que
deve ser investigado esta associado ao receptor das interleucinas IL-4 e IL-13, tendo
em vista que nos modelos de asma induzidos por antigenos soluveis de ovo (ASO),
injecbes de antigenos induzem pico de extravasamento de eosindfilos nas vias
aéreas 48 horas ap0s a inoculacdo. Animais tratados com anticorpos anti IL-4
demonstraram um influxo de eosindfilos para as vias aéreas em cerca de 10 vezes e
uma reducdo total na celularidade de leucocitos nos pulmdes. O excesso de
producdo de muco esta correlacionado com a eosinofilia. Experimentos com
camundongos geneticamente modificados, com linfocitos Th2 incapazes de produzir
IL-4 (Th2 IL-4 -/-), demonstraram que estes animais ainda sdo capazes de produzir
muco em niveis normais. Entretanto, células Th2 IL-4-/- ndo induzem producéo de
muco em camundongos que nao expressam o receptor celular para IL-4 (IL-4Ra -/-)
e 0 LBA destes camundongos esta ausente de eosinofilos. Na auséncia de IL-4, IL-
13 pode realmente substituir a produgédo de muco e a eosinofilia gerada por IL-4
secretada por células Th2, demonstrando que IL-4Ra desempenha um papel
essencial na producdo de muco estimulada pelas células Th2 e a importancia da
acdo redundante dessas duas interleucinas em modelos de asma experimental
(OKADA & LOTZE, 2003). Assim, novos estudos devem investigar a hipotese de
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qgue o efeito da quercetina pode estar relacionado com a uma possivel capacidade
de modulacdo na expressdo dos receptores IL-4Ra, ou até mesmo devido a
modulacdo de processos pos acionamento do receptor.

A importancia dos eosinofilos na asma esta associada também a um grande
namero de evidéncias demonstrando que a gravidade desta doenca depende do
acumulo destas células e sua ativagdo no interior das vias aéreas. Eosinofilos
contém um grande numero de substancias que quando liberadas diretamente nas
mucosas causam danos e contribuem para os disturbios fisioldgicos no pulméo. Os
produtos dos eosindéfilos incluem proteina basica principal, proteinas catibnicas,
neurotoxinas derivadas de eosindfilos, eosindfilo peroxidase, assim como
metabdlicos de oxigénio e nitrogénio (ROITT et al.,2001). Estas células também
liberam mediadores lipidicos, incluindo fatores ativadores de plaquetas, leucotrienos
B4 e C4, quimiocinas e citocinas que sdo capazes de amplificar a resposta
eosinofilica. Nesta cascata de eventos, participam também células estruturais que
liberam ainda mais fatores de amplificacdo da resposta inflamatoria (OLIVEIRA &
LUCAS, 2003). Portanto, sabendo-se das iniUmeras propriedades anti-oxidantes e
citoprotetoras encontradas em diversos estudos envolvendo a quercetina (DORTA,
2007; HERTOG et al. 1993; JAYARAJ et al. 2007), ha a necessidade de se
investigar as propriedades antioxidantes desse fitoterapico sobre as diversas
substancias catabdlicas e inflamatorias liberadas pelos eosinéfilos no processo de
inflamacéo induzida por OVA em modelos experimentais.

Os resultados desse estudo sugerem que na asma experimental a producgéao de
muco, a eosinofilia no LBA e o infiltrado leucocitario no nivel dos bronquiolos
ocupam um papel central no processo inflamatério induzido por imunizacdo e
desafio por OVA em camundongos da linhagem BALB/c. A microemulsdo de
quercetina foi capaz de reduzir parametros inflamatérios como liberacao de citocinas
pro-inflamatérias, celularidade, eosindfilia e producdo de muco, demonstrando o seu
potencial terapéutico como acdo anti asmatica, entretanto, 0 mecanismo de acao

desse fitoterapico ainda precisa ser melhor compreendidos.



85

Bibliografia

ABBAS, AK.; LICHTMAN, A.H.; PILLAI, S. Hipersensibilidade tardia. In: Imunologia
celular e molecular. Rio de Janeiro: Elsevier 2007. Pag. 441-462.

AMALIA, P.M.; POSSA, M.N.; AUGUSTO, M.C.; FRANCISCA, L.S. Quercetin
prevents oxidative stress in cirrhotic rats. Dig Dis Sci, 2007. 52: 2616-2621.

AUGER, C.; TEISSEDRE, P.L.; GERAIN, P.; LEQUEUX, N; BORNET, A,;
SERISIER, S.; BESANCON, P.; CAPORICCIO, B.; CRISTOL, J.P.; ROUANET, J.M.
Dietary wine phenolic cathecin, quercetin, and resveratrol efficiently protect
hypercholesterolemic hamsters against aortic fatty streak accumulation. Journal
Agricultural and Food Chemistry. 2005. 53: 2015-2021.

BARNES, P.J. Corticosteroids: the drug to beat. European Journal of Pharmacology.
2006. 533:2-14.

British Thoracic Society (1993). Guidelines for the management of asthma: a
summary. Br Med J. 306:776-782.

CHOI, E. J.; CHEE, K.W.; LEE, B. H. Anti- and prooxidant effects of chronic quercetin
administration in rats. European Journal of Pharmacology. 2003. 281-285.

CHOI, I.; SEOG, H.; PARK, Y.; KIM, Y; CHOI, H. Suppressive effects of germinated
buckwheat on development on fatty liver in mice fed with high-fat diet.
Phytomedicine. 2007: 563-567.

DORTA, D.J. Efeitos citoprotetor e/ou citotoxico dos flavonoéides: estudo estrutura-
atividade envolvendo mecanismos mitocondriais, com énfase na apoptose. 2007.
134 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

DU, G.; LIN, H.; YANG, Y.; ZHANG, S.; WU, X.; WANG, M.; JI, L.; LU, L.; YU, L;
HAN, G. Dietary quercetin combining intratumoral doxorubicin injection synergistically
induces rejection of established breast cancer in mice. International
immunopharmacology. 2010. 1-8.

FOSTER, P.S.; MOULD, AW.; YANG, M.; MACKENZIE, J.; MATTES, J.; HOGAN,
S.P.; MAHALINGAM, S.; MACKENZIE, A.N.; ROTHENBERG, M.E.; YOUNG, I.G;



86

MATTHAEI, K.l.; WEBB, D.C. Elemental signals regulating eosinophil accumulation
in the lung. Immunological Reviews. 2010. 179: 173-181.

FUKUNAGA, J.; MASAYOUSHI, A.; MURAI, A.; AKITAKE, Y.; HOSOKAWA, M.;
TAKAHASHI, M. Comparative study to elucidate mechanism underlying the
difference in airway hyperresponsiveness between two mouse strains. International
Immunopharmacology. 2007. 7:1852-1861.

HERTOG, M.G.; FESKENS, E.J.; HOLLMAN, P.C.; KATAN, M.B.; KROMHOUT, D.
Dietary antioxidant flavonoids and risk of coronary heart disease: the Zutphen Elderly
Study. Lancet. 1993. 342:1007-1011.

HEWITT, M.; CREEL, A.; ESTELL, K.; DAVIS, |.C.; SCHWIEBERT, L.M. Acute
exercise decreases airway inflammation, but not responsiveness, in a allergic asthma
model. American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology. 2009. 40:83-89.

HOLGATE, S.T. Pathogenesis of asthma. Clinical and Experimental Allergy. 2008.
38:6: 872-897.

HOLLMAN P.C.; VRIES, J.H.; LEEUWEN, S.D.; MENGELERS, M.J.; KATAN, M.B.
Absorption of dietary quercetin glycosides and quercetin in healthy ileostomy
volunteers. American Journal of Clinical Nutrition. 1995. Vol. 62:6: 1276-1282.

HOLLMAN, P.C.; TRIJP, J.M.; GAAG, M.S.; MENGELERS, M.J.; VRIES, J.H.;
KATAN, M.B. Relative bioavalability of the antioxidant flavonoid quercetin from
various foods in man. Febs Letters. 1997. Vol. 418: 152-156

HOSHINO, T.; TODA, R.; AIZAWA, H. Pharmacological treatment in Asthma and
COPD. Allergology International. 2009. 58: 341-346.

JAYARAJ, R.; DEB, U.; BHASKAR, A.S.B.; PRASAD, G.B.K.S.; RAO, P.V.L.
Hepatoprotective efficacy of certain flavonoids against microcystin induced toxicity in
mice. Inter Science. 2007. 472:479.

JUNG, C.H.,; LEE, J.Y.; CHO, C.H.; KIM, C.J. Anti-asthmatic action of quercetin and
rutin in conscious guinea-pigs challenged with aerosolized ovalbumin. Archives of
Pharmacal Research. 2007. 30: 1599-1607.



87

JUNG, WY; PARK, SJ; PARK, DH; KIM, JM; KIM, DH; RYU, JH. Quecetin impairs
learning and memory in normal mice via suppression of hippocampal phosphorylated
cyclic AMP response elemente-binding protein expression.Toxicology Letters. 2010.
10:1016.

JUNGSUWADEE, P.; DEKAN, G.; STINGL, G.; EPSTEIN, M.M. Inhaled
dexamethasone differentially attenuates disease relapse and established allergic
asthma in mice. Clin. Immunol. 2004. 110:13-21.

KAY, A.B. The role play of eosinophils in the pathogenesis of asthma. Trends in
Molecular Medicine. 2005. 11:4: 148-152.

KOK, C.C.; SCHWENGER, G.T.; OSMOND, R.l.; URWIN, D.L.; SANDERSON, C.J.
Chapter 11: Interleukin — 5. In: The cytokine handbook. Ed. Academic press. 2003.
Vol. 1: 268.

KUMAR, R.K. Understanding airway wall remodeling in asthma: a basis of
improvements in therapy? Pharmacology & Therapeutics. 2001. 91:2: 93-104.

LEE, F.P.; SHIH, C.M.; SHEN, H.Y.; CHEN, C.M.; CHEN, C.M.; KO, W.C. Ayanin, a
non-selective phosphodisterase 1-4 inhibitor, effectively suppress ovalbumin-induced
airway hyperresponsivness without affecting xylazine/ketamine-induced anesthesia.
Pulmonary, Gastrointestinal and Urogenital Pharmacology. 2010. 635:198-203.

LORENZI, T.F. Manual de hematologia — propedéutica e clinica. ed. Guanabara
Koogan — 42edig&o. 2006.

LOWDER, T.; DUGGER, K.; DESHANE, J.; ESTELL, K.; SCHWIEBERT, L.M.
Repeated bouts of aerobic exercise enhance regulatory T cell responses in a murine
asthma model. Brain Behavior, and Immunity. 2010. 24:153-159.

LU, Y.; SJOSTRAND, M.; MALMHALL, C.; RADINGER, M.; JEURINK, P.; LOTVALL,
J.; BOSSIOS, A. New production of eosinophils and the corresponding TH1/TH2
balance in the lungs after allergen exposure in BALC/c and C57BL/6 mice.
Scandinavian Journal of immunology. 2010. 71:3:176-185.

MAUAD, T.; SOUZA, A.S.; SALDIVA, P.H.; DOLHNIKOFF, M. Remodelamento
broénquico na asma. Jornal de Pneumologia. 2000. 26:2:91-98.



88

MISHRA, D; FLORA, S.JS. Quercetin administration during chelation therapy
protects arsenic-induced oxidative stress in mice. Biol Trace Elem Res. 2008.
122:137-147.

MOROKATA, T.; ISHIKAWA, J.; IDA, K.; YAMADA T. C57BI/6 mice are more
susceptible to antigen-induced pulmonary eosinophilia than BALB/c mice.
Immunology. 1999. 98:3:345-351.

NAKAMURA, H.; WEISS, S.T.; ISRAEL, E.; LUSTER, A.D.; DRAZEM, J.M.; LILLY,
C.M. Eotaxin and impaired lung function in asthma. Am. J. Respir Crit Care Med.
1999. 160:1952-1956.

NICKEL, T.; HANSSEN, H.; SISIC, C.; PFEILER, S.; SUMMO, C.; SCHMAUSS, D.;
HOSTER, E.; WEIS, M. Immunoregulatory effects of the flavonol quercetin in vitro
and in vivo. Eur. J. Nutr. 2010. 23.

OLIVEIRA, S.H.; LUKACS, N.W. The role of chemokines and chemokine receptors in
eosinophil activation during inflammatory allergic reaction. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research. 2003. 36:1455:1463.

OKADA, H.; BANCHEREAU, J.; LOTZE, M.T. Chapter 10: Interleukin — 4. In:
THONSON, AW.; LOTZE, M.T. The cytokine handbook. Ed. Academic press. 2003.
Vol. 1: 245-246.

PARK, H.; LEE, C.M.; JUNG, I.D.; LEE, J.S.; JEONG, Y.; CHANG, J.H.; CHUN, S.H.;
KIM, M.J.; CHOI, LW.; AHN, S.C.; SHIN, Y.K.; YEOM, S.R.; PARK, Y.M. Quercetin
regulates Th1/Th2 balance in a murine model of asthma. International
immunopharmacology. 2009. 9:261-267.

ROGERIO, A.P.; KANASHIRO, A.; FONTANARI, C.; SILVA, E.V.; VALIM, Y.M.;
SOARES, E.G.; FACCIOLI, L.H. Anti-inflammatory activity of quercetin and
isoquercetin in experimental murine allergic asthma. Inflamation research. 2007.
56:402-408.

ROGERIO, A.P.; DORA, C.L.; ANDRADE, E.L.; CHAVES, J.S.; SILVA, L.F.; SENNA,
E.L.; CALIXTO, J.B. Anti-inflammatory effect of quercetin-loaded microemulsion in
the airways allergic inflammatory model in mice. Pharmacological Research. 2010a.
61: 288-297.



89

ROGERIO, A.P.; NUNES, A.S.; FACCIOLI, L.H. The activity of medicinal plants and
secondary metabolites on eosinophilic inflammation. Pharmacological research.
2010b. 62:298-307.

ROITT, I.; BROSTOFF, J.; MALE, D. Hipersensitivity — type I. In: Immunology.
Edinburgh: Mosby 2001. Pag. 324-344.

SHE, P.; ZHOU, Y.; ZHANG, Z.; GRIFFIN, K.; GOWDA, K.; LYNCH, C.J. I.
Disruption of BCAA metabolism in mice impairs exercise metabolism and endurance.
J. Appl Physiol. 2010. 4: 941-949.

SINTOV, A.C.; SHAPIRO, L. New microemulsion vehicle facilitates percutaneous
penetration in vitro and cutaneous drug bioavailability in vivo. J. Control Release,
200. 95:173-183.

VASCONCELOS, J.F.; TEIXEIRA, M.M.; BARBOSA-FILHO, J.M.; LUCIO, A.S.S.C.;
ALMEIDA, J.R.G.S.; QUEIROZ, L.P.; RIBEIRO DOS SANTOS, R. The triterpenoil
lupeol attenuates allergic airway inflammation in a murine model. Immunopharmacol.
2008. 8:1216-1221.

VASCONCELOQOS, J.F. Avaliacdo da atividade farmacologica de substancias
purificadas a partir de plantas do semi-arido brasileiro no modelo de asma
brénquica. 2007. 55 f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos Graduagcédo em
Biotecnologia — Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana.

VIEIRA, R.P.; DUARTE, A.C.; SANTOS, A.B.; MEDEIROS, M.C.; MAUAD, T.;
MARTINS, M.A.; CARVALHO, C.R.; DOLHNIKOFF, M. Exercise reduces effects of
creatine on lung. International Journal Sport Medicine. 2009. 30:684-690.

The International study of asthma and allergy in childhood (ISSAC) steering
committee. Worldwide variation in prevalence of asthma symptoms: The International
study of asthma and allergy in Childhood (ISSAC). Eur Respir J 1998;12:315-35.

WALLE, T. Absorption and metabolism of flavonoids. Free Radical Biology Medicine.
2004. 36:829-837.

WANG, L.; TU, Y.C,; LIAN, T.W.; HUNG, J.T.; YEN, J.H.; WU, M.J. Distinctive
antioxidant and anti-inflammatory effects of flavonols. Journal of Agricultural and
Food Chemistry. 2006. 9798-9804.



90

ZHOU, W.; KALLIFATIDIS, G.; BAUMANN, B.; RAUSCH, V.; MATTERN, J.;
GLADKICH, J.; GIESE, N.; MOLDENHAUER, G.; WIRTH, T.; BUCHLER, M.W;
SALNIKOV, A.V.; HERR, I. Dietary plyphenol quercetin targets pancreatic cancer
stem cells. International Journal of Oncology. 2010. 37: 551-556.

NHLBI/WHO Workshop Report (1995). Global Strategy for Asthma Management and
Prevention, Publication Number 95-3659. Bethesda: National Institutes of Health.



91

30+ . _
- 1 Controle negativo
o Il Controle positivo
— i
< 20 Dexametasona
—E' E= Quercetina
)
8
‘© 10+
O
S —_
Q@

0

FIGURA 2. Contagem total de leucdcitos no LBA. Foi analisada a contagem de leucécitos
totais no LBA em diferentes grupos de camundongos do estudo. Os valores representam a
Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 6 animais por
grupo. *P<0,01 comparando controle negativo com controle positivo. **P<0,05
comparando controle negativo com grupo quercetina.
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FIGURA 3. Contagem diferencial de leucécitos no LBA. Foi analisada a contagem
diferencial de eosindfilos no LBA em diferentes grupos de camundongos do estudo. Os
valores representam a Média e o Erro Padrdao dos diferentes grupos. Minimo de 4 e
maximo de 5 animais por grupo. *P<0,001 comparando controle negativo com controle
positivo. #P<0,05. Comparando controle positivo com grupos dexametasona e quercetina.
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FIGURA 4. Deteccao da producao de IL-4 no LBA. Foi analisada a quantificacdo de IL-4 em
diferentes grupos de camundongos. Os valores representam a Média e o Erro Padrdo dos
diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 6 animais por grupo. *P<0,001 comparando
controle negativo com controle positivo. #P<0,05 comparando controle positivo com grupo
dexametasona.
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FIGURA 5. Deteccdo da produgao de IL-13 no LBA. Foi analisada a quantificacao de IL-13
em diferentes grupos de camundongos BALB/c na FASE 2 do estudo. Os valores
representam a Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 5
animais por grupo. *P<0,001 comparando grupo controle negativo com grupo controle
positivo. #P<0,001 comparando grupo controle dexametasona com grupo controle
positivo.
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FIGURA 13. Deteccdo da producao de muco. Foi analisada a quantificacdo da producdo de
muco em laminas de pulmao coradas com PAS vistas sob um aumento de 400x nos
diferentes grupos de camundongos BALB/c na FASE 2 do estudo. Os valores representam a
Média e o Erro Padrao dos diferentes grupos. Minimo de 4 e mdximo de 6 animais por
grupo. *P<0,001 comparando controle negativo com controle positivo. #P<0,001
comparando controle positivo com grupo dexametasona e quercetina.
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FIGURA 7. Quantificacdo de leucdcitos nos bronquiolos. Foi quantificada a infiltragdo de
leucdcitos nos bronquiolos em Iaminas de pulmao coradas com HE vistas sob um aumento de
400x nos diferentes grupos de camundongos BALB/c na FASE 2 do estudo. Os valores
representam a Média e o Erro Padrdo dos diferentes grupos. Minimo de 4 e maximo de 6
animais por grupo. *P<0,001 comparando controle negativo com controle positivo. #P<0,001
comparando controle positivo com grupo dexametasona e quercetina.




Tabela 1. Procedimentos realizados em cada grupo experimental.

Grupo A

Grupo B

Grupo C

Grupo D

12 Imunizacgéao (TO) e 22
imunizacao (T14)

X

X

X

Desafio com salina

Desafio com OVA a 1%

Veiculo (microemulséo
sem quercetina)

Dexametasona
(30mg/kg)

Quercetina
(microemulséo a 6% de
quercetina)




98

Tabela 2. Protocolo de aplicacdo de quercetina.

1° dia de 2° dia de 3° dia de 4° dia de 5° dia de
desafio c/ desafio c/ desafio c/ desafio ¢/ desafio ¢/
OVA OVA OVA OVA OVA
Quercetina Quercetina Quercetina Quercetina Quercetina
20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg 20mg/kg




