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Resumo

A asma ¢ uma doenca inflamatoria de prevaléncia global, caracterizada por sintomas
como falta de ar, chiado e aperto no peito, decorrentes de uma complexa interacdo entre
inflamacdo cronica e fun¢do desordenada das vias aéreas. Na asma alérgica inclui-se a
sensibilizagdo do organismo por um antigeno, que ocasionam alteracdes nos parametros
respiratdrios, constricdo bronquiolar, producao elevada de anticorpos IgE especificos e niveis
elevados de eosinofilos e fosfolipase A2 (PLA2). Em virtude disso, neste estudo investigamos
se um peptideo que mimetiza o inibidor da PLA2 poderia imitar seu efeito imunomodulador,
governando o processo inflamatério no trato respiratdrio e servir como uma nova estratégia
terapéutica. O peptideo (PF7), um bacteriofago (fF7) e dexametasona (DEXA) foram
administrados como tratamentos a camundongos Balb/C machos via intranasal, apods
sensibiliza¢do e desafios antigénicos por ovalbumina. Apds 48 horas do Ultimo desafio e
tratamento, os parametros eletrofisiologicos respiratorios dos camundongos foram analisados,
o liquido de lavagem broncoalveolar (BAL), soro e pulmdes foram coletados para analise
posterior. Camundongos asmaticos tratados com peptideo (PF7) tiveram redugdes
significativas no nimero de eosinofilos no BAL e niveis de IgE no soro, indicando atenuagao
do processo inflamatorio. Os pardmetros eletrofisiologicos apresentaram melhora no fluxo de
nos pulmoes. Também foi possivel observar na analise ATR-FTIR a presenca de amida I e
amida II, como potenciais biomarcadores de asma alérgica. Dessa forma, nossos resultados
demonstraram que o tratamento com o peptideo (PF7) atenua o desenvolvimento de inflamagao
das vias aéreas na asma induzida por ovalbumina, sustentando a conclusdo de que estratégias
envolvendo peptideos podem ser utilizadas como abordagens terapéuticas atraentes no

tratamento da asma.

Palavras-chave: Asma; Modelo Animal; Ovalbumina; Peptideo mimético; Fosfolipase Ao.



Abstract

Allergic asthma is an inflammatory disease of global prevalence, characterized by
symptoms as shortness of breath, wheezing and chest tightness, arising from a complex
interaction between chronic inflammation and disordered airway function. Allergic asthma
includes an organism sensitization by an antigen, which leads to respiratory parameters
alterations, bronchiolar constriction, elevated production of specific IgE antibodies and
elevated levels of eosinophils and phospholipase A2 enzymes (PLAz2). Therefore, in this study,
we investigated whether a peptide that mimics PLA2 inhibitor could mimetize its
immunomodulatory effect, governing the inflammatory process in the respiratory tract and
serve as a new therapeutic estrategy. These peptide (PF7), a bacteriophage (fF7) and
dexamethasone (DEXA) were administered as tretaments to male Balb/C mice via intranasal,
after ovalbumin sensitization and antigenic challenges. After 48 hours of the last challenge and
treatment, mice respiratory electrophysiological parameters were analyzed, the
bronchoalveolar lavage fluid (BAL), serum and lungs were collected for further analysis.
Asthmatic mice that received PF7 had significant reductions in number of BAL eosinophils
and serum IgE levels, indicating an attenuation of the inflammatory process.
Electrophysiological parameters presented a significant improvement in pulmonary airflow. It
also was observed by ATR-FTIR analysis the presence of amide I and amide II as potential
biomarkers of allergic asthma. Our results demonstrated that treatment with peptide (PF7)
attenuates the development of airway inflammation in ovalbumin-induced asthma, supporting
the conclusion that strategies using peptides might be developed further as an attractive

therapeutic approach in asthma treatment.

Keywords: Asthma; Animal Model; Ovalbumin; Mimetic Peptide; Phospholipase A.
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1. INTRODUCAO

A asma ¢ uma doenca cronica das vias aéreas que afeta cerca de 339 milhdes de pessoas
em todo o mundo (Figura 1) e pode ser caracterizada por sintomas tipicos, como falta de ar,
tosse, chiado e aperto no peito, que surgem de uma interagdo complexa entre inflamagao
cronica e funcao desordenada das vias aéreas. (Brigham et al., 2015; Global Asthma Network,
2018; GINA, 2019). Na asma alérgica, ocorre uma sensibilizagdo por um mecanismo
desconhecido, envolvendo uma apresentacio de antigeno ao sistema imunologico e
ocasionando um aumento na produgdo de anticorpos IgE especificos e no numero de
eosinofilos nos pulmdes, os quais tem a capacidade de atuar como células efetoras durante o
processo inflamatorio (Kool et al., 2008; Akuthota et al., 2011; Possa et al., 2013; Abbas et al.,
2015; Weissler et al., 2017).

A analise das fungdes pulmonares facilita a quantificagdo da severidade da obstrucao
das vias aéreas na asma e pode ser feita a partir do diagnostico do paciente, no qual inclui-se a
espirometria, uma técnica que avalia os parametros eletrofisioldgicos respiratorios, como
volume corrente, frequéncia respiratoria e volume minuto (volume corrente x frequéncia
respiratoria), nos quais observa-se a limitacdo do fluxo aéreo, que pode ser provocada pela
constri¢cdo bronquiolar e pelas alteracdes no tecido epitelial dos pulmoes (Jacobsen et al., 2014;

Fergeson et al., 2017).

B 0-25%

Bl 2% 50%
»5.0% - 7.5%
+7.5%- 10.0%

B 00

] No sandardized data available

Figura 1. Prevaléncia mundial de asma clinica. Fonte: TO ez al., 2012.
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Os modelos experimentais animais de doencas respiratorias alérgicas induzidas por
ovalbumina (OVA) tem sido amplamente utilizados afim de demonstrar a eficicia terap€utica
de farmacos e elucidar mecanismos imunoldgicos envolvidos na patologia da asma (Aun et al.,
2017). Camundongos tem se tornado a espécie mais utilizada nesses modelos, que buscam
imitar no animal as patofisiologias apresentadas nos pacientes asmaticos e incluem duas fases:
a sensibilizagdo e o desafio antigénico (Kung et al, 1994). Os parametros respiratorios e
amostras coletadas, como pulmdes, lavado broncoalveolar (BAL), sangue e soro, podem ser
aplicados em experimentos que analisam desde a inflamacdo pulmonar e sua composicao
bioquimica, que pode ser feita através da identificacdo de biomarcadores especificos das vias
aéreas ¢ facilitam a detec¢do de moduladores inflamatorios, até o fluxo respiratdrio pds
tratamento (Moldaver ef al., 2011; Bayes et al., 2016).

Alguns estudos demonstraram que os niveis da enzima fosfolipase A2 (PLA2) se
encontram elevados nos pulmdes de camundongos asmaticos durante o processo inflamatorio
e este, tem sido reconhecido como um fator importante no influxo de células imunes nas vias
aé¢reas (Hurley et al, 2008; Mruwat et al., 2013). Além disso, a enzima secretora PLA2
participa de varios fendomenos biologicos anti-inflamatdrios, atuando na membrana
fosfolipidica e liberando diferentes mediadores lipidicos durante o processo inflamatorio
alérgico, como prostaglandinas e leucotrienos, os quais oferecem uma atrativa abordagem
terapéutica no desenvolvimento de novos agentes para o tratamento de inflamacdes e lesdes
teciduais (Murakami et al., 2014; Dubinin ef al., 2016).

A ativagdo da familia PLA2 ¢ um processo chave na produgdo de precursores da
biossintese de mediadores inflamatorios lipidicos e a inibi¢cdo dessa enzima pode resultar na
supressao de classes importantes de lipidios inflamatorios (Gimenes ef al., 2017). As proteinas
inibidoras da PLA2 sdo denominadas PLIs e podem ser obtidas do plasma de serpentes e
classificadas em diferentes classes: a, B e y, de acordo com as regides que a reconhecem e
inibem suas atividades (Inoue et al., 1991). Uma regido parcialmente semelhante a enzima
PLA:2 foi encontrada na sequéncia primaria da proteina ydCdcPLI e a partir disto, um peptideo
mimético ao inibidor desta (PF7) e um bacteriéfago em fusdo com a mesma sequéncia deste
peptideo (fF7), foram selecionados e utilizados neste trabalho (Gimenez et al., 2014).

Os peptideos sdo produtos de condensacao de dois ou mais aminoacidos e s@o a escolha
preferida da terapéutica para o desenvolvimento de novos medicamentos, devido aos seus
efeitos colaterais reduzidos, toxicidade e metabolismo previsivel (Goyal et al., 2019). Essas

moléculas estdo ganhando cada vez mais atengao, pois sdo capazes de interagir com um grande
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numero de alvos farmacologicos, atuando como moduladores da inflamag@o e permitindo seu
uso em métodos terapéuticos (Molek et al., 2011).

A selegdo dos peptideos de interesse € feita a partir de uma biblioteca de apresentacao
em fagos, uma mistura complexa de clones de fagos que exibem peptideos aleatérios, proteinas
estranhas ou dominios de proteinas geneticamente fundidos com proteinas da superficie (p3 ou
p8) sdo tipicamente utilizados (Bratkovic et al., 2010). De acordo com alguns estudos, grandes
populagdes de fagos podem ser selecionadas por uma técnica chamada biopanning, para
produzir fagos ligantes que exibem o comportamento alvo desejado (Vodnik et al., 2011).
Dessa forma, a sequéncia de interesse selecionada pode entdo ser utilizada para analisar os

efeitos fisiologicos na via de inibi¢do da enzima PLA2 em animais asmaticos.

1.2 OBJETIVO

Como a inflamagdo ¢ um componente-chave que representa a patologia de muitas
doencas pulmonares, nosso objetivo foi investigar a eficacia do peptideo PF7 (peptideo
mimético ao inibidor da PLA2) como uma abordagem terapéutica para a asma, diminuindo o

processo inflamatoério em camundongos saudaveis e asmaticos.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Instilar o camundongo com o peptideo mimético ao inibidor de PLA2 contendo
o peptideo inibidor especifico conjugado em sua superficie para verificar o
efeito do fago como veiculo;

e Analisar a estrutura alveolar e bronquica por meio de hematoxilina e eosina
(HE);

e Determinagao de edema pulmonar por meio de peso seco/peso umido;

e Analisar a presenga de eosindfilos no lavado broncoalveolar;

e Analisar o perfil proteico e lipidico do BAL por meio de espectroscopia ATR-
FTIR;

¢ Quantificar a presenga de citocinas inflamatdrias no BAL.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU - Licenga n® 103/2018),
de acordo com os Principios Eticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo

Animal (COBEA).

2.2 LOCAL DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de

Biotecnologia (IBTEC) e na Rede de Biotérios de Roedores da UFU (REBIR-UFU).

2.3 ANIMAIS

Camundongos Balb/C machos (n = 48) entre 8 - 12 semanas, pesando 20-45g, foram
mantidos no biotério em condigdes padrao (22 + 1 ° C, 12/12 h luz/ciclo escuro com comida e
agua disponiveis ad libitum), conforme recomendado no Guia para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratorio da Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratdrio

(SBCAL).

2.4 CARACTERIZACAO E TAMANHO DA AMOSTRA

O calculo do tamanho da amostra foi realizado de acordo com os dados de andlise de
modelos de estudo em asma no trabalho de Shoseyov (2005), o qual ¢ baseado nos valores
médios e desvio padrdo dos dados da variavel mais instavel a ser medida.

Desta forma, para compor a amostra o nimero de animais foi dividido aleatoriamente
em 8 grupos experimentais:

1) Nao-asmaticos (SAL, n = 6),
2) Asmaticos (OVA + SAL, n = 6),
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3) Nao-asmaticos tratados com peptideo mimético ao inibidor de PLA2 (SAL + PF7,n =
6),

4) Nao asmaticos tratados com fago fF7 (SAL + {fF7, n = 6),

5) Nao asmaticos tratados com Dexametasona (SAL + DEXA, n = 6),

6) Asmaticos tratados com peptideo mimético ao inibidor de PLA2 (OVA + PF7,n = 6)

7) Asmaticos tratados com fago fF7 (OVA + fF7,n = 6),

8) Asmaticos tratados com Dexametasona (OVA + DEXA, n =6).

2.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Nos dias 0, 7 e 14, os animais foram sensibilizados por inje¢des subcutineas de solucao
salina a 0,9% (200 uL) e OVA (50 pg/animal) emulsionada em 0,5 mg/kg de hidroxido de
aluminio (Al(OH3) dissolvidos em 200 pL de solucdo salina a 0,9% para induzir asma
(adaptado de Conrad et al., 2009) 20. A fase de sensibilizagao foi seguida pela administragao
de uma injecdo intraperitoneal (i.p.) de xilazina (12 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg) para
anestesia nos dias 21, 22 e 23 para que fossem realizados os desafios antigénicos através da
instilacdo intranasal (i.n.) de OVA (25 pg / diluida em 25 pL de solugdo salina) ou solucio
salina 0,9% (25 pL). Nos trés dias, apos 60 minutos de cada desafio, os grupos de camundongos
receberam seus respectivos tratamentos por instilagdo intranasal de dexametasona (2 mg/kg),
peptideo mimético inibidor de PLA2 (PF7) (100uM diluido em 25puL de solugdo salina 0,9%)
e fago fF7 (1011 diluido em 25uL de solugdo salina 0,9%). Os animais do grupo controle
negativo (SAL) receberam apenas instilagdo intranasal de solucao salina a 0,9% (25 uL)

(Figura 2).



Tratamentos (i.n.)
F7PLI, SELV, DEXA

(1h apés os desafios)

AU I B
L ]

Dia O 7 14 21 22 23 25

Sensibilizagéo (s.c.) Desafio antigénico
(i.n.)
OVA + Al(OH),
Animais asmaticos OVA

Animais asmaticos
Solugéo Salina (0,9%) ) )
Animais nao-asmaticos Solugéo Salina (0,9%)
Animais nao-asmaticos

Fig. 2. Protocolo experimental utilizado na inducéo e tratamento de asma. Todos os tratamentos (solucao
salina (25 pL); peptideo (PF7) (100uM diluido em 25 pL de solucdo salina); fago (fF7) (1011 diluido em 25 pL
de solugdo salina) ¢ dexametasona (2 mg/kg diluido em 25 pL de solugdo salina) foram aplicados 60 minutos
apos o desafio antigénico, durante 3 dias e a analise respiratoria foi realizada 48 horas ap6s o ultimo desafio e
tratamentos. (adaptado de Conrad et al., 2009).

O peptideo mimético ao inibidor de PLA2 recentemente relacionado e seu uso sao
reivindicados sob o pedido de patente BR1020160309468, 29 de dezembro de 2016, emitido
por Gimenez et al. (2014).

2.6 VIABILIDADE CELULAR

Uma linhagem celular epitelial bronquica humana (BEAS-2B), foi cultivada e usada em
um MTT, uma reducao dependente de mitocondria de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil
tetrazolio (brometo de tetrazolio (MTT)) para formazan, para medir a viabilidade celular em
diferentes concentracdes de tratamento com o peptideo PF7 (1 uM, 10 uM, 100 uM) e fago fF7
(109, 1010, 1011), ambos contendo a mesma sequéncia inibidora de PLA2. 24h, 48h e 72h apos
a adi¢ao da solugdo MTT do composto de teste e as células foram incubadas por mais 4h, a
37°C. Apds remocgdo do sobrenadante, foram adicionados 100 pL de SDS-50% de
dimetilformamida as células para dissolver o formazan. A absorbancia foi medida usando um
leitor de microplacas, com comprimento de onda de 592 nm. O grupo controle consistiu em

células nao tratadas e foi considerado como 100% de células viaveis (CV). Os resultados foram
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expressos como porcentagem de células vidveis quando comparados ao grupo controle. A

estimativa de células viaveis € obtida pela formula:

Células viaveis (%) = (absorbancia teste — absorbancia branco) x 100

(absorbancia CV — absorbancia branco)

Onde a absorbancia de CV ¢ a média dos pocos de veiculo controlado (SDS 50%
formaldeido), a absorbancia do branco ¢ a absorbancia média dos pogos em branco (sem células)

e a absorbancia de teste ¢ a média das absorbancias dos pogos com a substancia em estudo.

2.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS ELETROFISIOLOGICOS
RESPIRATORIOS

Os animais foram submetidos a andlise dos parametros eletrofisiologicos respiratdrios
48 horas ap0s o ultimo desafio e tratamentos (dia 25 do protocolo experimental). Esse processo
avalia a fun¢@o pulmonar através do volume corrente, frequéncia respiratdria € volume minuto
(volume corrente x frequéncia respiratoria) (Barreto & Cavalazzi, 2002). Todos os dados
obtidos foram enviados ao estimulador Power Lab 4/30 (ADInstruments, Brasil) e os registros
dos parametros foram obtidos pelo programa LabChart, descritos em volts e convertidos em

mililitros (10 v - 1 mL).

2.8  ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS PULMOES E RELACAO
PULMONAR PESO UMIDO/PESO SECO

As analises histopatoldgicas das amostras de pulmao foram realizadas por coloragao
com hematoxilina-eosina (HE). A traqueia foi pingada no final da expiracao do lavado
broncoalveolar (BAL) e os pulmdes foram removidos. Para preservar a arquitetura pulmonar,
parte dos lobos inferior ¢ médio do pulmdo direito foram fixados com formaldeido a 4% em
tampdo fosfato (PB) antes da inclusdo em parafina. As se¢des pulmonares foram
desparafinizadas em xilol e reidratadas com uma série graduada de etanol. Para avaliar os

padrdes histopatologicos, os tecidos foram cortados em segdes de 5 um e corados com
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hematoxilina-eosina (HE). As laminas foram examinadas por microscépio 6ptico (Leica ICC50)
e fotomicrografias com ampliagdes de x400 foram obtidas a partir de campos nao sobrepostos

por se¢do. O dano das vias aéreas foi quantificado usando um protocolo de pontuagdo e foram

utilizados escores de 0 a 4 para representar a gravidade da inflamagdo bronquica, com 0

significando nenhum efeito e 4 como efeito maximo da gravidade. Além disso, a extensdo

dessa caracteristica pontuada por campo foi declarada com uma escala entre 0 ¢ 4, com 0

representando nenhuma evidéncia visivel e 4 com envolvimento completo por campo

(quadrantes). Escores especificos para inflamagao bronquica foram calculados como o produto

da gravidade e extensdo da caracteristica e o escore cumulativo de danos nas vias aéreas foi

calculado com base na soma dos escores de inflamagao bronquica.

A relagdo peso umido/peso seco dos pulmoes foi utilizada como indice de acimulo de
agua nos pulmoes apos a instilagdo da OVA. Para medir a quantidade total de d4gua do pulmao,
foram utilizadas partes dos pulmdes removidos para andlise histopatologica. O peso pulmonar
foi medido imediatamente apods sua excisdo (peso umido) e o tecido foi entdo seco em estufa a
37°C por 24 horas e o peso seco foi medido. A razdo de peso imido/peso seco foi calculada

dividindo-se o peso seco pelo peso umido.

2.9 COLETA DE LAVADO BRONCOALVEOLAR (BAL)

A coleta do BAL foi realizada 48 horas apos o ultimo desafio, sob anestesia. A traqueia
dos camundongos foi acessada com uma agulha e 500 pL de solugdo salina a 0,9% foram
injetados lentamente e aspirados trés vezes para coletar ~ 300 pL de lavado broncoalveolar
(Figuras 3A e 3B). O BAL recolhido foi centrifugado a 1500 rotagdes por minuto (rpm) por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi recolhido e aliquotas foram armazenadas em freezer a -
80°C para analises posteriores de células e citocinas inflamatorias. Uma amostra de 50 pL foi
utilizada para contagem diferencial de c€lulas baseado nos critérios normais de morfologia em
uma Camara de Neubauer, coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa e classificando-as

em eosinofilos, com o auxilio de um microscopio Optico com as objetivas de x40 e x100.
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Figura 3. Coleta do lavado broncoalveolar (BAL). (A) Exposicao da traqueia do animal; (B) Inser¢ao da agulha

na traqueia e lavagem dos pulmdes com 500 puL de solugdo salina (0,9%).

2.10 TITULOS DE ANTICORPOS IgE

Ap6s 48 horas apds o ultimo desafio da instilagdo intranasal, quando os animais foram
anestesiados terminalmente, foram coletadas amostras de sangue do coragdo e os niveis de IgE
especifica do OVA foram medidos por um ensaio imunoabsorvente enzimatico (ELISA) no
soro. Resumidamente, a placa de microtitulacdo de 96 pogos de fundo redondo foi revestida
durante a noite a 4 °C com 50 pL de 2000 pg / mL de OVA em tampdo de carbonato-
bicarbonato (pH 9,6). A placa foi lavada trés vezes com 200 pL de PBS a 0,05% de Tween 20
e depois bloqueada por incubagdo com 300 uLL. de PBS-BSA 5% por 1 h a temperatura ambiente
(TA). Apos lavagem 3 vezes com PBS — Tween 20 a 0,05%, 50 uL. de amostras de soro diluidas
a 1: 5 em PBS-BSA 0,1% foram adicionadas as placas e incubadas por 2 h a TA. Em seguida,
a placa foi lavada 6 vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% e 50 pL de Biolegend anti-IgE
biotinilado diluido a 1: 500 em PBS-BSA 0,1%, foram adicionados e incubados por 1 h a TA.
A IgE especifica de OVA foi detectada com Estreptavidina conjugada com HRP (diluida 1:500
em PBS-BSA 0,1%) (AbD, Serotec) por incubacdo durante 30 minutos a TA. Depois disso, a
placa foi lavada 6 vezes com PBS-BSA 0,05% e 50 uLL de OPD e perdxido de hidrogénio foram
adicionados como substrato ¢ incubados a TA por 20 min. A reagdo foi parada com acido
sulfurico 2N e a placa foi lida a 492 nm pelo leitor de placas de ELISA Thermo Electron

Corporation (Finlandia).
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2.11 CONCENTRACAO DE PROTEINAS E CITOCINAS
INFLAMATORIAS NO BAL

A concentracao de proteinas foi analisada pelo método colorimétrico de Bradford, com
base na formagdo de complexos entre o corante Coomassie Brilliant Blue com a cadeia
polipeptidica. Cinco microlitros de amostras de BAL foram colocados em uma microplaca de
96 pogos. A absorbancia foi obtida com um espectrofotometro (GENESYS 10S UV-VIS) no
comprimento de onda de 595nm.

O kit de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) foi usado para medir a
Interleucina-4 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) em amostras de BAL, de acordo com o
protocolo do fabricante. Os resultados foram interpolados a partir de uma curva padrao usando

citocinas recombinantes (pg / mL).

2.12 DETERMINACAO DE BIOMARCADORES PULMONARES USANDO
ATR-FTIR

A analise da composi¢do do BAL usando o espectrofotometro de infravermelho por
transformada de Fourier de reflexdo total atenuada (ATR-FTIR) foi avaliada em regides com
espectro eletromagnético entre 3000 cm-1 e 400 cm-1. Essas técnicas permitem identificar com
grande precisdo as terminagdes C-H, O-H e N-H das proteinas, a composi¢do lipidica e os
compostos glicidicos. Dois microlitros das amostras foram inseridos diretamente no cristal,
secos com jato de ar por 3 minutos e o espectro foi adquirido. Os dados foram normalizados
pelo método vetorial, tiveram suas linhas de base corrigidas e posteriormente a area de bandas
obtida no espectro foi analisada através do programa Opus 6.5 (Bruker) e exportada em formato

txt para uso em graficos, plotada no programa Origin Pro 9.0.

2.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram relatados como média + E.P.M. (Erro Padrio da Média) e as
comparagdes das médias foram analisadas quanto a significancia usando a Analise de varidncia

unidirecional (ANOVA), seguida de comparagdes médias no pds-teste de Student-Newman-
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Keuls (GraphPad Prism Software versdo 7.0, San Diego, CA, EUA). Valor descritivo de

P<0,05 foi considerado estatisticamente significante.

3. RESULTADOS

3.1 VIABILIDADE CELULAR

Na linhagem celular epitelial bronquica humana (BEAS-2B), as concentracdes de
peptideo (PF7) testadas (1uM, 10uM, 100uM) ndo apresentaram citotoxicidade para as células
nos periodos de tempo analisados (24h, 48h e 72h), com morte celular inferior a 5%, quando
comparados ao controle positivo (OVA + SAL) (Figura 4A), além de apresentarem viabilidade
celular de ~ 90,22% (Figura 4A).

Ao analisar a viabilidade celular de BEAS-2B tratada com o bacteriéfago (fF7) com
concentracdes de 109, 1010, 1011, observamos que qualquer uma destas apresentava
citotoxicidade inferior a 15% nos tempos de 24 e 48 horas e viabilidade celular de 85% (Figura
4B). Além disso, no periodo de 72 horas, as concentragdes de 1010 € 1011 de fF7 apresentaram
uma redugao de 16,19% (*) e 13,94% (**), respectivamente, da viabilidade celular, quando

comparadas ao controle positivo (OVA + SAL) (Figura 4B).
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Figura 4. Viabilidade celular na linha celular epitelial bronquica humana. Diferentes concentragdes dos
tratamentos: (A) Peptideo mimético ao inibidor de PLA2 (PF7) (1uM, 10uM, 100uM); (B) Bacteriofago (fF7)
(109, 1010, 1011) tratados por 24h, 48h e 72h. Os dados referem-se a média de duas experiéncias independentes e
desvio padrao (M + DP).
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3.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS ELETROFISIOLOGICOS
RESPIRATORIOS

Na andlise do volume corrente, que ¢ o volume de ar inspirado e expirado
espontaneamente em cada ciclo respiratdrio, os camundongos asmaticos tratados com
dexametasona (OVA + DEXA) e peptideo (OVA + PF7) demonstraram uma diminui¢do no
influxo de ar nos pulmdes com relacdo ao grupo controle negativo (OVA + SAL),
caracterizando uma melhora no fluxo de ar nos pulmoes (Figura 5A). Além disso, o tratamento
com o fago (OVA + fF7) ndo apresentou diferenca estatistica significativa em relacdo aos
grupos controle positivo (OVA + SAL) e negativo (SAL) (Figura 5A).

Os resultados referentes a frequéncia respiratdria, que se referem ao niimero de ciclos
respiratorios que o animal completa em determinado tempo ou respiracdo por minuto,
apresentaram diminui¢do nos animais asmaticos tratados (OVA + DEXA; OVA + {fF7; OVA
+ PF7) com relagdo ao grupo controle positivo (OVA + SAL) (Figura 5B). Contudo, o grupo
controle positivo (OVA + SAL) demonstrou frequéncia respiratéria elevada quando
comparado ao grupo controle negativo (SAL) (Figura 5B).

No volume minuto, que ¢ a quantidade de ar novo que entra nas vias respiratorias a
cada minuto e equivale ao volume corrente multiplicado pela frequéncia respiratoria,
observamos que os animais desafiados por OVA e tratados com peptideo (OVA + PF7),
dexametasona (OVA + DEXA) e fago (OVA + fF7) apresentaram uma melhora significativa
no fluxo de ar nos pulmdes, quando comparado ao grupo controle positivo (OVA + SAL),

caracterizando uma diminuic¢ao do volume minuto de camundongos asmaticos (Figura 5C).
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Figura 5. Parametros eletrofisiologicos respiratorios. (A) Volume corrente (mL); OVA + DEXA vs. OVA +
SAL, *P <0,0001; OVA + PF7 vs. OVA + SAL **P <0,0001. (B) Frequéncia Respiratoria (Batimentos por
minutos - BPM); OVA + DEXA vs. OVA + SAL, *P <0,0001; OVA+ fF7 vs. OVA + SAL, **P <0,0001; OVA
+ PF7 vs. OVA + SAL, ***P <0,0001; OVA + SAL vs. AS, #P<0,0001. (C) Volume minuto; OVA + DEXA vs.
OVA + SAL, *P <0,0125; OVA+ fF7 vs. OVA + SAL, **P <0,0125; OVA + PF7 vs. OVA + SAL, ***P <0,0125;
OVA + SAL vs. AS, #P<0,0125. Os dados referem-se as médias + SEM de 4 animais por grupo.

3.3  ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS PULMOES E RELACAO
PULMONAR PESO UMIDO/PESO SECO

ApoOs a coloragdo com HE, observou-se que os pulmdes do grupo controle negativo
(SAL), que ndo receberam sensibilizacdo alérgica com ovalbumina (Figura 6A), nao
apresentaram alteracdes patoldgicas e estrutura tecidual livre de células inflamatorias, quando
comparados ao grupo controle (OVA + SAL), que indicou presenca de infiltrado inflamatorio
de células nas areas peribronquicas (Figura 6E, 6I). Camundongos asmaticos tratados com fago
(OVA + fF7) (Figura 6G) e peptideo (OVA + PF7) (Figura 6H) também mostraram presenca
de infiltrado inflamatorio, mas em menor intensidade do que o grupo controle (OVA + SAL).

As estruturas alveolares e bronquiolares permaneceram inalteradas. Além disso, os tratamentos
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promoveram alteracdes no infiltrado inflamatdrio, mas ndo tiveram efeito na descamacao
celular no lamen e no espessamento epitelial (Figuras 6F, 6G, 6H).

Quanto a relacdo peso umido/peso seco, os resultados apresentaram um aumento no
teor de agua nos pulmdes dos animais induzidos por OVA (OVA + SAL) (Figura 6J). Além
disso, houve uma diminui¢do na quantidade de 4gua no pulmio de camundongos asmaticos
tratados com peptideo (OVA + PF7) e fago (OVA + fF7) quando comparados com o grupo
controle (OVA + SAL) (Figura 6J). Diferentemente, os ndo-asmaticos tratados com
dexametasona (SAL + DEXA) diminuiram o teor de 4gua nos pulmdes em camundongos nao-

asmaticos, quando comparados com o grupo controle negativo (SAL) (Figura 6J).
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Figura 6. Morfologia do tecido pulmonar e teor de 4gua no pulmio. Visdo histologica do pulmao por nio
asmaticos (SAL; A); ndo asmaticos tratados com Dexametasona (SAL + DEXA; B); ndo asmaticos tratados com
fago fF7 (SAL + fF7; C); ndo asmaticos tratados com peptideo mimético PF7 inibidor de PLA2 (SAL + PF7; D);
asmaticos (OVA + SAL; E); asmatico tratado com Dexametasona (OVA + DEXA; F); asmaticos tratados com
fago fF7 (OVA + {fF7; G); asmaticos tratados com camundongos peptideos miméticos PF7 (OVA + PF7; H) do
inibidor de PLA2; Ampliacdo 40x. (I) Escore de inflamagao peribronquica; #P <0,0001 vs SAL; ## P <0,0001 vs
SAL; * P <0,0001 vs OVA + SAL; ** P <0,0001 vs OVA + SAL; *** P <0,0001 vs OVA + SAL. (J) A razdo de
peso umido / seco foi obtida ao pesar o lobo do pulméo direito coletado no dia 25 do protocolo de indugdo de
asma e pesado novamente apds 24h no fogéo a 37 ° C para estimar o contetido de agua no pulméo. Sal vs SAL +
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DEXA, #P <0,0001; SAL vs OVA + SAL, ## P <0,0001; OVA + {fF7 vs OVA + SAL, * P <0,0001; OVA + PF7
vs OVA + SAL, ** P <0,0001. Os dados sdo representativos de 4 a 7 animais por grupo. ANOVA unidirecional,
pos-teste de Student-Newman-Keuls.

34 CONTAGEM DE EOSINOFILOS NO BAL

Os dados apresentaram aumento significativo do nivel eosinofilico no grupo controle
(OVA + SAL) quando comparado ao grupo controle negativo (SAL) (Figura 7). Além disso,
foi observada uma redug@o nos niveis de eosinéfilos no BAL dos grupos de camundongos
sensibilizados com OVA e que receberam tratamentos (OVA + DEXA, OVA + PF7 e OVA +
fF7), quando comparados ao grupo controle positivo (OVA + SAL), caracterizando uma

melhora na inflamacao das vias aéreas dos animais tratados (Figura 7).

10

Eosindfilos (x105 células/mL)

Figura 7. Contagem de eosindfilos no lavado broncoalveolar (BAL). SAL vs OVA + SAL, #P <0,0001; OVA
+ SAL vs OVA + DEXA, * P <0,0001; OVA + SAL vs OVA + fF7, ** P <0,0001; OVA + SAL vs OVA + PF7,
*** P <0,0001. ANOVA unidirecional seguida pelo pos-teste de Student-Newman Keuls.

3.5 TITULOS DE ANTICORPOS IgE

Como o protocolo experimental foi iniciado com a sensibilizacdo dos animais com
ovalbumina, os niveis séricos de IgE foram medidos. Dessa forma, pode-se observar na Figura
8 um aumento nos niveis de IgE OV A-especifica no soro dos camundongos do grupo controle
positivo (OVA + SAL) quando comparados aos do grupo controle negativo (SAL). No entanto,

os grupos de animais asmaticos que receberam tratamentos (OVA + DEXA, OVA + {fF7 e
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OVA + PF7) apresentaram uma diminuicao significativa nos niveis de IgE OV A-especifico no

soro, quando comparados ao grupo controle positivo (OVA + SAL) (Figura 8).
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Figura 8. Niveis de IgE OVA-especificos no soro. Niveis de IgE OVA-especifico no soro encontram-se
aumentados no grupo controle positivo (OVA + SAL), quando comparados ao grupo controle negativo (SAL) (#P
<0,0001. Os tratamentos com Dexametasona, PF7 e fF7 diminuiram significativamente o nivel de IgE especificos
de OVA em camundongos asmaticos (OVA + DEXA vs OVA + SAL, * P <0,0001; OVA + fF7 vs OVA + SAL,
** P <0,0001; OVA + PF7 vs OVA + SAL, *** P <0,0001). ANOVA unidirecional seguida pelo pos-teste de
Student-Newman Keuls. Os dados representam duplicatas para tratamentos e controles.

3.6 CONCENTRACAO DE PROTEINAS E CITOCINAS
INFLAMATORIAS NO BAL

A Figura 9 mostra a concentragao total de proteinas medida no lavado broncoalveolar.
Os grupos SAL, SAL + DEXA, SAL + fF7 e SAL + PF7 ndo apresentaram alteragdo na
concentragao total de proteinas do BAL dos animais, mas o grupo controle positivo (OVA +
SAL) apresentou elevada concentragdo de proteinas quando comparados ao grupo controle
negativo (SAL) (Figura 9A). Entretanto, os grupos: OVA + DEXA, OVA + fF7 e OVA + PF7,
apresentaram niveis reduzidos de concentragao total de proteinas quando comparados ao grupo
controle positivo (OVA + SAL) (Figura 9A).

Além disso, camundongos asmaticos do grupo controle positivo (OVA + SAL)
apresentaram niveis elevados de interleucina-4 (IL-4) no BAL, quando comparados ao grupo
controle negativo (SAL), assim como os grupos de animais asmaticos tratados (OVA + DEXA,
OVA + fF7 e OVA + PF7) (Figura 9B). Entretanto, quando comparados ao grupo controle
positivo (OVA + SAL), os animais asmaticos tratados (OVA + DEXA, OVA + fF7 e OVA +
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PF7) apresentaram diminuicao dos niveis de IL-4 (Figura 9B). Contudo, quando compara-se o
grupo controle negativo (SAL) com os demais, dos animais nao-asmaticos que receberam
tratamentos (SAL + DEXA, SAL + fF7 e SAL + PF7) somente o grupo SAL + PF7 apresentou
niveis de 1L-4 iguais aos do controle, os demais apresentaram niveis menores (SAL + DEXA,

SAL + fF7) (Figura 9B).

A B
1.00- 250~
4 #
3 0.75 " 2007
=< =
2 . £ 1504
2 0.504 2
[72]
[]
5 0.25
E ]ﬂ-ﬂ Maal] ﬁ ﬁ
o NN - A A oL $
%\”Q;\Y xQQ \:“\Q xq,?y Qj\i X VE‘QQ o.,?' Q;\' ‘(‘ QQ 2 0.‘3;?"8 vf{(
\Y%
g v" & o 04?' Y Q R Vy ro‘?’ ,ov 4v~o o

Figura 9. Concentraciio total de proteinas e citocinas inflamatérias no lavado broncoalveolar. (A)
concentragao total de proteinas; OVA + SAL vs SAL, #P <0,0001; OVA + DEXA vs OVA + SAL, * P <0,0001;
OVA + {fF7vs OVA + SAL, ** P <0,0001; OVA + PF7 vs OVA + SAL, *** P <0,0001. (B) Interleucina-4 (OVA
+ SAL vs SAL, #P <0,0001; OVA + DEXA vs OVA + SAL, * P <0,0001; OVA + fF7 vs OVA + SAL, ** P
<0,0001; OVA + PF7 vs OVA + SAL, *** P <0,0001). Os resultados sdo média = SEM de 5-6 animais. ANOVA
unidirecional seguida pelo pos-teste de Student-Newman Keuls.

3.7 DETERMINACAO DE BIOMARCADORES PULMONARES USANDO
ATR-FTIR

A andlise do espectro obtido a partir do ATR-FTIR em amostras de BAL, contendo
diferentes moléculas como lipidios, proteinas, glicoproteinas e acido nucleico, esta
representada na Figura 10. Esses espectros indicaram vdarias diferencgas entre os grupos de
camundongos asmaticos e ndo asmaticos, em torno de 2961 cm-1. a 799 cm-1. Os demais valores
apresentados no grafico se encontram no material suplementar. A andlise dessas bandas revelou
que essas regides indicam a presenca de amida, um composto organico que pode ser derivado

da liberagdo de radicais livres pelo organismo. Em camundongos asmaticos tratados com
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peptideo (OVA + PF7), a concentracdao de amida I e II diminuiu quando comparada aos niveis

de absorbancia no grupo controle positivo (OVA + SAL) (Figura 10).

© —— SAL
0,48 - 8 —— OVA+SAL
i —— SAL+DEXA
0,16 - —— OVA+DEXA
—— SAL+F7
0,14 - —— OVAHF7
- —— SAL+pF7
T 012 =
" o~
< I
© 0,104
o
c
8 008+
G
-g 0,06
8 008-
0,04 -
0,02 4
0,00 + . T T T T
4000 3500 3000 2500 2000

Wavenumber (cm™)

Figura 10. Determinacio de biomarcadores pulmonares usando espectroscopia ATR-FTIR. Bandas
espectrais: 2961cm-1= vas CH3, 2917 cm-1= alongamento C-H, 2847 cm-i1= alongamento simétrico de metoxi, 1735
cm-1= alongamento C550 (lipidios), 1656 cm-1= Amida I / C2=0O citosina, 1544 cm-i= Amida II (surge do
alongamento CN e vibracdes de flexdo de CHN), 1469 cm-i1= flexdo de CH2 das cadeias acila dos lipidios /
vibragdo de corte CH2 das cadeias acila (fosfolipidios), 1375 cm-1= Alongamento de citosina CN, guanina,
1234cm-1= Composto de amida III e vibragdo de fosfato de &cidos nucléicos / CHe,.2 o, o Tock, 1093 cm-1=
Alongamento PO2- 2 simétrico (fosfato II), vasym (C-O-C) (polissacarideos-celulose), 974 cm-i=OCH3
(polissacarideos, pectina), 922 cm.1= regido das faixas de alongamento do fosfodiéster (para absorbancias devido
ao colageno e glicogénio), 850 cm-1= DNA de hélice esquerda (forma Z), 799 cm-1= vibrag¢des de flexdo fora do
plano.

4. DISCUSSAO

Recentemente, muita atencao tem se voltado aos peptideos, que sdo moléculas capazes
de mimetizar a fun¢ao de mediadores envolvidos em doengas relacionadas a inflamacao. Tendo
isso como base, um modelo experimental murino foi desenvolvido neste estudo para investigar
seus efeitos terapéuticos no tratamento da asma alérgica. As alteragdes fisiologicas e
imunomoduladoras de um peptideo mimético ao inibidor de PLA2 (PF7) foram observadas em
animais asmaticos induzidos por ovalbumina.

Camundongos Balb/C sensibilizados e desafiados por ovalbumina apresentaram
infiltracdo pulmonar acentuada de eosindfilos. A modulagdo da resposta imune parece ser a

principal funcdo dessas células, recrutadas na asma alérgica, e o tratamento com peptideo (PF7)
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apresentou dados que indicaram uma redugao no infiltrado inflamatdrio e, consequentemente,
no numero de eosinofilos, caracterizando sua importancia na doenca, atuando como células
efetoras no processo inflamatorio (Shifren et al., 2012; Trivedi et al., 2007).

Os parametros eletrofisiologicos respiratorios, demonstrados através da andlise da
funcdo respiratoria e medidos pela espirometria, tem sido um dos principais meios de avaliar
os sintomas da asma em pacientes (Rosi et al., 1999). Com base nisso, analisando os resultados
obtidos nos animais, o volume corrente indicou maior quantidade de ar circulante apos o
tratamento com peptideo (PF7); a frequéncia respiratoria também foi menor nos animais
asmaticos tratados com PF7, o que indica que o animal conseguiu respirar sem esforgo,
diferente dos animais asmaticos que ndo receberam tratamento e que apresentaram frequéncia
respiratoria elevada; o volume minuto indicou maior fluxo de ar nos pulmdes por minuto apds
o tratamento com PF7. Portanto, os dados sugerem uma melhora da fungdo respiratdria, pois
ha maior quantidade de ar circulando pelos pulmdes € menor quantidade de ar ficando retida
nos alvéolos (Rana et al., 2016).

Na analise de danos histoldgicos observou-se inflamacao bronquica e danos nas vias
aéreas dos pulmoes dos animais asmaticos, o que consiste com as alteracdes morfologicas
esperadas nos animais asmaticos. Contudo, notamos um aumento na relacdo entre peso
umido/peso seco, indicando maior quantidade de d4gua presente nos pulmdes dos camundongos
asmaticos tratados com solugdo salina (grupo controle positivo). Histologicamente, isso pode
estar associado a agregacdo de células inflamatorias no tecido alveolar, mediadas por
receptores especificos (Matsuyama et al., 2008). Quando tratados com o peptideo (PF7), os
camundongos asmaticos apresentaram uma diminui¢do na quantidade de dgua presente nos
pulmdes, indicando atenuagdo das alteracdes do tecido pulmonar.

Como esperado, os niveis de IgE sérico especificos para ovalbumina refletem a
extensdao da sensibilizacdo nos animais asmaticos, nos quais apresentaram-se elevados, mas
que foram reduzidos nos animais asmaticos tratados com o peptideo (PF7). Esses resultados
corroboram com outros estudos, que afirmam que individuos com niveis de IgE elevados tem
maior predisposi¢do a sofrerem de asma ou a serem diagnosticados com asma no futuro
(Burrows et al., 1989; Tollerud et al., 1991; Beeh et al., 2000). Além disso, a produgdo de
anticorpos IgE em individuos asmaticos depende de uma série de interacdes entre células B e
T, mastdcitos e eosindfilos, bem como o envolvimento de citocinas, tal como IL.-4, nas paredes
das vias aéreas e isso explica a elevagdo dos niveis de IgE especifico no soro dos animais
asmaticos, demonstrada nos resultados, € o porque deste anticorpo atuar como um biomarcador

da doenga (Djukanovic et al., 1990; Razi et al., 2010).
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Outros estudos mostraram que as citocinas de perfil Th2 atuam como mediadores
criticos da inflamacgao alérgica (Steinke et al., 2001; Slager et al., 2012), o que corrobora com
os dados apresentados neste trabalho, os quais demonstraram niveis elevados de interleucina-
4 (IL-4) no lavado broncoalveolar (BAL) dos animais asmaticos tratados com soluc¢do salina e
que diminuiram apds o tratamento com peptideo mimético ao inibidor de PLA2 (PF7). Sabe-
se que essa citocina ¢ um dos principais efetores nas respostas dependentes de Th2 e que esta
crucialmente envolvida na infiltragao local de eosindfilos, incluindo a estimulagdo da sintese
de IgE (Tachdjian et al., 2009; Wong et al., 2001).

A inflamagdo ¢ a caracteristica mais comum em varias doencas pulmonares e pode
causar alteragdes na composi¢ao bioquimica do organismo, afetando a presenga de metabdlitos
no trato respiratorio (Qamar et al., 2014). Dessa forma, técnicas espectroscopicas vibracionais,
incluindo espectroscopia ATR-FTIR, podem ser aplicadas na analise de amostras biologicas
para fornecer informacgdes sobre sua composi¢do bioquimica, como por exemplo seus grupos
funcionais e apoiar investigagdes clinicas relacionadas a detec¢do de biomarcadores em
doencas como a asma (Ami et al., 2012; Talari et al., 2017). Neste trabalho, encontramos em
amostras de BAL a presen¢a de compostos como amida I e II e sua ocorréncia tem sido
associada ao estresse oxidativo e aumento de enzimas de defesa antioxidantes, que participam
na ativacao ou restauragdo do equilibrio entre oxidagdo e antioxidacdo, e que pode resultar do
processo inflamatdrio e da producao de eosinodfilos (Combhair ez al., 2010; Erzurum et al., 2016).

Considerando que a inibi¢do da PLA2 ¢é capaz de reduzir reagdes inflamatodrias,
frequentes em individuos asmaticos e que os mecanismos fisiopatologicos que desencadeiam
essa condicao ainda estdo sendo estudados, é essencial o desenvolvimento de modelos
experimentais para conhecer o funcionamento dessas vias em doencas respiratorias, avaliar a
acdo da enzima fosfolipase A2 neste sistema € 0s mecanismos que provocam reagoes

inflamatorias, visando o desenvolvimento de novos tratamentos para a asma.
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5, CONCLUSOES

Em resumo, no presente estudo mostramos que a administracao do peptideo mimético
ao inibidor da PLA2 atenuou muitas caracteristicas patogénicas importantes da asma alérgica
induzida pela ovalbumina, incluindo inflamag¢ao das vias aéreas e niveis de IgE especificos a
OVA. Esses resultados indicam que peptideos, como o PF7, podem ser utilizados como
estratégias terapéuticas eficazes no tratamento de pacientes asmaticos, aliviando os sintomas

da doenga e melhorando o fluxo de ar nos pulmdes.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Analise fisioldgica dos efeitos
de peptideos miméticos inibidores de PLA2 em modelo
experimental murino de asma alérgica”, protocolo n°® 103/18, sob a
responsabilidade de Luiz Ricardo Goulart Filho — que envolve a
producdo, manutencdo e/ou utilizacido de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 26 de
Abril de 2019.

(We certify that the project entitled “Analise fisiolégica dos efeitos de peptideos miméticos
inibidores de PLA2 em modelo experimental murino de asma alérgica”, protocol 103/18, under
the responsibility of Luiz Ricardo Goulart Filho - involving the production, maintenance and/or
use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of
scientific research - is in accordance with the provisions of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008,
of Decree n° 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control
of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON
ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of April
26th, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 20/05/2019 Término: 22/05/2024

Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Camundongo isogénico BALB/c

Numero de animais 180

Peso / Idade 20 - 459/ 4 - 8 semanas

Sexo Macho

Origem / Local Biotério Central da Rede de Biotérios de
Roedores da UFU (REBIR-UFU)

Local onde ser&o mantidos os animais: Biotério Central da REBIR

Uberlandia, 14 de Maio de 2019.

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA
SEI N2 1201, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2018




