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RESUMO

A asma representa um problema de saude publica, e tradicionalmente
é classificada como uma doenca atOpica, onde o contato ao alérgeno pode
desencadear sinais clinicos como inflamacdo das vias aéreas,
hiperresponsividade brénquica e obstrucdo reversivel do fluxo aéreo. Apés a
instalagdo do processo inflamatorio caracteristico da asma, ocorre a migracao
de células inflamatérias para o pulméo e vias aéreas, estudos demonstram a
presenca de Linfocitos T auxiliar no pulmdo de pacientes com asma, estas
células estdo envolvidas na producdo de citocinas que regulam a sintese de
imunoglobulinas como a IgE. Sabendo que a interacdo de células do sistema
imune e contato com antigenos representam um ponto crucial na fisiopatologia
de doencas inflamatorias, o proposito do presente estudo é avaliar o potencial
antiinflamatério do Canabidiol (CBD) neste cenario, por ja ter sido relatado o
seu papel como efeito anticonvulsivante, antiinflamatério, sedativo,
imunomodulador, analgésico e antioxidante. Para tal avaliagcdo, utilizamos
Ratos Wistar com 8 semanas de vida, e estes foram imunizados com OVA
(Ovalbumina) (10mg/kg), apdés 14 dias foram novamente imunizados com a
mesma dose, ao passar 7 dias os animais foram submetidos a 30 minutos de
nebulizacdo por 3 dias seguidos com OVA (1%). Os animais do grupo controle
foram imunizados com 100 pl hidroxido de aluminio nos mesmos dias, e
submetidos a nebulizacdo somente com salina. Nos dois ultimos dias de
nebulizagcdo os animais receberam por via intraperitoneal o tratamento com
Canabidiol na dose de 5mg/kg, e ap6s 24 horas da ultima sesséo de inalacéo,
os animais foram mortos por decapitacéo, e o sangue foi coletado para analise
de citocinas no soro. Foram determinados os niveis de IL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-
10, e TNF-a, e os resultados se apresentaram significativamente menores
quando utilizamos o CDB como tratamento, comparado aos animais que
receberam somente salina como tratamento, exceto para os niveis de IL-10.
Diante de toda exacerbacado inflamatdria encontrada durante a asma, muitos
estudos apostam na modulacdo de ativacdo de citocinas como um potencial
terapéutico. O CBD demonstrou ser um candidato promissor em controlar a
resposta inflamatéria na asma.

Palavras-Chaves: Asma, Interleucinas, Ovalbumina, Canabidiol



Abstract

Asthma represents a public health problem and, traditionally is classified as an
atopical, where contacting the allergen can initiate clinical signs like airway
inflammation, bronchial hyperresponsiveness and reversive obstruction of
airways. After installation of the inflammatory process characteristic of asthma,
occurs the migration of inflammatory cells to the lung and airways. Studies have
demonstrated presence of T-Helper 2 lymphocytes in the lung of patients with
asthma, as known, this cells are involved in cytokine production that regulates
imunoglobins synthesis like IgE. Knowing that interaction of immune system
cells and allergen contact represents a crucial point in inflammatory diseases
physiopathology, the aim of this study is to evaluate the anti-inflammatory
potential of cannabidiol (CBD) in this setting, because it's already known
antiseizure, anti-inflammatory, sedative, immunomodulatory, analgesic and
antioxidant effects. For this evaluation, we used 8 week old wistar rats, that
were immunized with ovalbumin (OVA) (10mg/kg), 14 days after they were
immunized again (OVA, 10mg/kg), after 7 days, animals were submitted to 30
minute nebulization, for 3 consecutive days using OVA 1%. Control group
animals were immunized with 100uL aluminum hydroxide in the same days, and
were submitted to nebulization only with saline. In the last 2 days of nebulization
animals received intraperitonially the CBD treatment, 5mg/kg, and after 24
hours of the last inhalation session, animals were decapitated and the blood
was collected to cytokine analysis using serum. Levels of IL-4, IL-5, IL-13, IL-6,
IL-10 and TNF-a were determinate, and the results achieved were significantly
lower when CBD was used as treatment, compared to animals who only
received saline as treatment, except for the IL-10 levels. Against of the
inflammatory exacerbation found during asthma, many studies believe in the
modulation of citokyne activation as having therapeutic potential. CBD
demonstrated being an promising substance to control inflammatory response
on asthma.

Key-words: Asthma, interleukin, ovalbumin, cannabidiol.



LISTA DE ABREVIATURAS

CBD- Canabidiol

Fc- proteina receptora presente na superficie das células

GM-CSF- Fator estimulador de colénias de macrofagos

IgE- Imunoglobulina E

IL-10- Interleucina 10

IL-13- Interleucina 13

IL-25- Interleucina 25

IL-4- Interleucina 4

IL-5- Interleucina 5

IL-6- Interleucina 6

IL-9- Interleucina 9

LTB4- Leucotrieno B4

MRNA- RNA Mensageiro (RNA- acido ribonucleico)

OVA- Ovalbumina

Tho- Linfocito T Auxiliar

TNF- a- Fator de necrose tumoral
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1 Introducéo

1.1 Aspectos epidemiolégicos da asma

A asma é um grave problema de saulde publica em todo o mundo.
Individuos de todas as idades em todos os continentes e paises sdo afetados
por essa doenca crbnica das vias aéreas, que quando ndo controlada pode
interferir diretamente nas atividades de vida diaria, limitar a qualidade de vida,
podendo inclusive ser fatal. H4 uma estimativa que a asma afete cerca de 300

milhdes de pessoas ao redor do mundo (Global Iniciative for Asthma, 2009).

A crescente preocupacao com as doencas respiratorias foi formalizada
no Férum da Sociedade Internacional de Respiracdo, que declarou 2010 como
o “Ano do Pulmao”, com o objetivo de enfatizar a pesquisa, a conscientizagao
da populacdo e fomentar politicas publicas a respeito das doencas
respiratorias. No Brasil, estima-se que a prevaléncia da asma seja em torno de
10%, atingindo cerca de 16 milhdes de pessoas de todas as idades. Estudo
realizado nas cidades de Recife, Salvador, Itabira, Uberlandia, Sdo Paulo,
Curitiba e Porto Alegre concluiu que 13,3% das criancas na faixa etaria de 6 a
7 anos e 13 a 14 anos eram asméticas. Em 2008 a asma foi a terceira causa
de internacdo pelo SUS (Sistema Unico de Saude), conforme dados do
DATASUS (Departamento de Informatica do SUS), com cerca de 300 mil
hospitalizagbes ao ano (Datasus, 2008), e desde de 2006 o pais é considerado
o 8° no mundo em prevaléncia de asma (Sole et al., 2006). Sole e

colaboradores em 2006 estimaram uma porcentagem de 24% e 19%, entre
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criancas e adolescentes, respectivamente, possuem sintomas indicativos de

asma (Sole et al., 2006).

Apesar de serem apenas 5-10% dos casos, pacientes com asma grave
apresentam maior morbimortalidade relativa e s&o responsaveis por um
consumo desproporcionalmente alto dos recursos de salude em relacdo aos
grupos de menor gravidade. Portadores de asma grave n&o controlada
procuram 15 vezes mais as unidades de emergéncia médica e s&o
hospitalizados 20 vezes mais do que os asméaticos moderados (Serra-Batlles et

al., 1998; Jardim Jr, 2007; Ponte et al.,2007).

1.2 Definicéo e Fisiopatologia

A asma alérgica é uma doenca inflamatéria complexa caracterizada
pela dificuldade na ventilacdo das vias aéreas superiores que
espontaneamente se contraem muito ou sdo obstruidas facilmente em resposta
a uma grande variedade de estimulos. O termo asma néo se refere a um Unico
tipo de desordem orgéanica, mas sim a um grande grupo de patologias que tém
caracteristicas fenotipicas em comum, tais como obstrucéo reversivel das vias
aéreas e sintomas associados (Holgate, 2008). As diferentes manifestacoes
clinicas de asma envolvem varios fatores ambientais que interagem com as
vias aéreas causando inflamacéo aguda e/ou crbnica. Sendo assim, 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 (Beasley et al., 2001; Abbas et al., 2007).
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Como a asma € uma doenca heterogénea iniciada por uma variedade
de agentes, ndo hd um esquema de classificacdo universalmente aceito. Cerca
de 70% dos casos sao ditos como “extrinsecos” ou “atdpicos” e sdo causados
por respostas imunes mediadas pelo IgE (Imunoglobulina E) e Th, (Linfécito T
auxiliar) a antigenos ambientais. Nos 30% restantes dos pacientes, a asma €
dita como ‘“intrinseca” ou “ndo-atopica” e € iniciada por estimulos nao-
imunolégicos como a aspirina; infec¢cdes pulmonares, especialmente aquelas
causadas por virus; resfriados; estresse psicoldgico; exercicio; e irritantes
inalatérios. Esta distincdo € util do ponto de vista fisiopatolégico, na clinica

pratica nem sempre € possivel classificar a asma (Robbins, 2008).

Uma caracteristica fundamental da asma é a capacidade das vias
aéreas para reconhecer comuns alérgenos ambientais e gerar uma resposta de
citocinas Th, a eles, onde a exposi¢cao continuada a alérgenos pode resultar
em sinais clinicos da doenca como: inflamacdo das vias aéreas,
hiperresponsividade bronquica, e obstrucdo reversivel do fluxo aéreo.
Pesquisadores chamam a atencéo para o fato de que 40% da populacéo é
atopica (isto €, tém elevado IgE a alérgenos ambientais comuns), mas apenas

7% expressam sua atopia sob a forma de asma (Beasley et al., 2001).

Existem evidéncias de que o diagnostico recente de pacientes
asmaticos sugere que o processo inflamatoério possui papel fundamental na
fisiopatologia da asma (Laitinen et al., 1993; Stumbles et al., 1998). A literatura
ainda evidencia, seja em estudos experimentais ou humanos, que 0 processo
inflamatorio da asma nao se restringe as grandes vias aéreas, sendo possivel

observa-la nas vias aéreas pequenas (Balzar et al., 2002; Tulic, Hamid, 2003),
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no parénquima pulmonar (Xisto et al., 2005; Lancas et al., 2006) e nos vasos

pulmonares (Sur et al., 1999, Singh et al., 2005).

Um distarbio crénico das vias aéreas constitui-se de complexas
interagbes entre mastocitos, eosindfilos, linfocitos T, neutréfilos, células
epiteliais e mediadores inflamatorios (Gina, 2006). Esta inflamacdo e suas
consequentes mudancas estruturais nas vias aéreas contribuem para a
obstrucdo das vias aéreas e aumento da hiperresponsividade brénquica. Apos
uma variedade de estimulos, pacientes asmaticos podem apresentar episédios
recorrentes de sibilancia, dispnéia, aperto no peito e tosse, 0S quais sdo
comumente observados a noite e ao despertar, jA que associados as variacdes
circadianas hormonais e/ou chegada e permanéncia no ambiente gatilho para a
crise tém sido teorizados para explicar a intensificacdo da asma nesses
periodos do dia (Djukanovic et al., 1990; Warman et al., 2001; Hargreave, Nair

2009).

Contudo, para se desenvolver um quadro asmatico € necessario que,
primeiramente haja a sensibilizacdo a algum antigeno (Fig. 1), uma
caracteristica fundamental de sensibilizacdo a alérgenos é a captacdo e
processamento de alérgenos, internalizados por células dendriticas, situadas
no epitélio e submucosas das vias aéreas (Von Garnier et al., 2005; Hammad &
Lambrecht, 2006). Essa absorcdo do alérgeno € reforcada pela alta afinidade
de receptores de IgE presentes nas células dendriticas que facilitam a
internalizacdo do alérgeno; de modo a fazer com que as células dendriticas da
mucosa bronquica (atuando como antigenos) interajam com os linfocitos T; e
assim, provocando os linfécitos B a produzirem IgE, a serem liberadas na

circulacdo sanguinea para se unirem aos mastécitos; neste tipo de doenca,
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mastoécitos ligam-se a Ig-E por meio de receptores Fc (proteina presente na
superficie de células) presentes nestas células, o que, por sua vez,

desencadeara um processo inflamatorio (Kitamura et al., 2007).

Recognitian of non-sell (PAMP)

Priming of naive

Elicitation of effecior response

Mature Reviews | Immunology

Figura 1: Reconhecimento do antigeno (Herrick & Bottomly K, 2003)

Subsequentemente a exposicdo dos mastdcitos cobertos por IgE aos
mesmo antigenos causa reacdo cruzada da IgE e liberacdo de mediadores
quimicos. Os mastdcitos na superficie da mucosa respiratoria sao inicialmente
ativados; o mediador resultante liberado abre as juncdes intracelulares da
mucosa, permitindo a penetracdo dos antigenos em um numero maior de

mastécitos na mucosa (Herrick & Bottomly K, 2003; Von Garnier et al., 2005).

Apés essa penetracdo o mastécitos continuam a liberar uma série de
mediadores. A literatura traz com maior evidéncia os leucotrienos C4, D4 € E4
mediadores extremamente potentes que causam uma broncoconstricao

prolongada, aumentam a permeabilidade vascular e a secre¢cao de mucina. O
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leucotrieno B4 (LTB4) é um poderoso quimioatraente para eosinofilos e
neutréfilos (White, 1999); a acetilcolina liberada pelos nervos motores
pulmonares resulta em uma constricdo muscular lisa das vias aéreas por
estimulacdo direta dos receptores muscarinicos; a histamina que causa
broncoespasmos e aumenta a permeabilidade vascular, entretanto ndo é
considerada um mediador importante, ja que drogas anti-histaminicas néo
causam nenhum beneficio; prostaglandina D, que causa a broncoconstricdo e
a vasodilatacdo; e o fator de ativacdo de plaquetaria que causa agregacao de

plaquetas e libera histamina presente em seus granulos (Holgate, 2008).

Os mastécitos também liberam citocinas adicionais que causam o
influxo de outros leucdcitos, e tém a capacidade de recrutar células
secundarias como macroéfagos, basofilos e eosindfilos para o sitio inflamatorio
(Figura 2). Estas células inflamatorias iniciam a reagéo de fase tardia. Uma
variedade de mediadores inflamatdrios tem sido implicada na fase “aguda” ou
“imediata”, embora suas relativas importancias no ataque de asma variem
enormemente. Das citocinas liberadas pelos mastocitos durante o processo
inflamatério da asma destacam-se a IL-13 (Interleucina 13) que €
quimioatraente de basofilos, a IL-4 (Interleucina 4) que estimula a formacéo e
diferenciacdo de IgE; IL-5 (Interleucina 5) que atrai eosinéfilos e basdfilos, e
estimula a proliferacdo e diferenciacdo de eosinoéfilos, e possivelmente retarda
a apoptose de eosinéfilos. Outras citocinas liberadas a partir dos mastocitos
incluem o fator de necrose tumoral (TNF-a), fator estimulador de col6nias de

macrofagos (GM-CSF) (White, 1999; Bousquet et al., 2000).
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Figura 2: Mecanismos inflamatérios na asma (Spertini et al., 2009).

Varios estudos postulam gue pelo menos na asma leve e moderada as
células Th, dominem as vias aéreas, e que estes sejam cruciais para 0
desenvolvimento da inflamacéo observada na asma (Robinson, 1992; Vieira et
al., 2007; Horner, 2010). Estudos demonstram que as células Th, estédo
presentes no pulmdo de pacientes com asma, especialmente pacientes com
asma alérgica. Nos Uultimos anos o foco tem sido tentar desvendar os
mecanismos moleculares envolvidos na alerginicidade e sensibilizacdo a Th,

(Robinson et al., 1992; Vieira et al., 2007; Horner, 2010).

Essas células sdo geradas nos linfonodos regionais e posteriormente
recrutadas para as vias aéreas através de proteinas quimioatraentes de 8 a
10kDa produzidas por diferentes células presentes no pulméo dos individuos
asmaticos. Essas proteinas, denominadas quimiocinas, e seus receptores

especificos, orquestram a migracdo dos linfocitos para os diferentes tecidos
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através do gradiente de quimiocinas presentes no local (James & Carroll,

2000).

ApoGs a instalagdo do processo inflamatorio caracteristico da asma,
ocorre a migracdo de ceélulas inflamatérias para o pulméo e vias aéreas. Uma
vez que essas células sdo recrutadas para os pulmbes causam o
desenvolvimento de inflamacé&o eosinofilica e aumento da responsividade das
vias aéreas. Os eosindfilos desempenham um importante papel na asma
alérgica, estes ndo estdo presentes somente na parede das vias aéreas
durante a asma néo controlada, mas também sdo encontrados em grande
namero no escarro e fluido do lavado broncoalveolar (Kay, 2005; Lemiere,
2006). Embora seja dificil definir funcionalmente, do ponto de vista estrutural,

existem evidéncias de que além da inflamacao das vias aéreas, alteracées nos

elementos figurados dessas vias possam contribuir significativamente para a

fisiopatologia da asma (James & Carroll, 2000).

1.3 Modelo Animal de Asma

A compreensdo do papel das células Th, tem sido beneficiado pela
utilizacdo de modelos animais de asma alérgica. Camundongos podem ser
sensibilizados com uma série de proteinas, como a (OVA) Ovalbumina; extrato
de acaros; Aspergillus fumigatus e pélen, sendo utilizados com adjuvantes
como o aluminio ou baixas doses de endotoxina (ou sem adjuvantes no caso
de alérgenos com endotoxina enddégena ou com atividade de protease). Isso
resulta em uma resposta Th, polarizada e uma producéo de IgE especifica ao

alérgeno. Uma vez que a sensibilizagdo tenha ocorrido, a administragdo
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repetida de alérgeno leva ao desenvolvimento de caracteristicas da asma
alérgica humana, como por exemplo, inflamacéo eosinofilica das vias aéreas,

secre¢do de muco, remodelacéo das vias aéreas (Cohn et al., 1997).

1.4 Farmacos 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
inflamacdo, bem como o aumento nas dosagens dos medicamentos ja
utilizados ou substituicdo dos mesmos. A manutencao dos sinais e sintomas da
doenca 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 B2 seletivos,
os glicocorticéides, os anticolinérgicos, os antagonistas de receptor de
leucotrienos, as metilxantinas e, mais recentemente, o anticorpo monoclonal
anti-lgE (Hoshino et al., 2009). Medicamentos esterdides para o tratamento de
asma apresentam-se como objeto de intenso estudo nas ultimas trés décadas,
seus mecanismos de acéo, sua estrutura, regulacéo e receptores atualmente
sdao muito mais compreendidos e pesquisados (Barnes, 2006). A utilizacdo de
corticosterodides 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

adocao de corticoides como forma de tratamento da doenca, um acentuado
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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 os glicocorticéides modernos apresentam ainda
efeitos colaterais relacionados a sua utilizacao crénica (Barnes, 2006). Assim,
fica claro que os corticdides sdo a maneira mais efetiva de tratamento para
pacientes asmaticos, entretanto seus efeitos adversos exigem esfor¢os para se
desenvolver esterdides com potenciais efeitos colaterais reduzidos e/ou
identificagdo de substancias capazes de substitui-los no tratamento dessa
doenca.

Nesse sentido, tem sido amplamente compreendida sobre a resposta
inflamatéria no pulmdo, mas muitos detalhes moleculares ainda ndo séo
entendidos completamente. A resposta inflamatéria no pulmdo €é um
mecanismo pelo qual o corpo responde e se protege de eventos infecciosos e
nado infecciosos. No pulméo, o mecanismo pode ser inespecifico ou antigeno
especifico. A resposta inflamatéria € geralmente protetora, mas tem potencial
de lesdes no tecido incluindo as vias aéreas e levar alteracdes crbnicas e
irreversiveis. Novas abordagens para a terapia baseiam-se em compreender

fisiopatologia da asma e sao dirigidas para bloquear a resposta inflamatéria.

1.5 Canabindéides

A Cannabis sativa € uma planta didica, pois tem espécimes masculinas
e femininas. A planta masculina geralmente morre ap0s polinizar a planta
feminina. Outros nomes atribuidos aos produtos da Cannabis sdo marijuana,

hashish, charas, bhang, ganja e sinsemila. Hashish (haxixe) e charas sao os
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nomes dados a resina seca extraida das flores de plantas fémeas, que
apresenta a maior porcentagem de compostos psicoativos (de 10 a 20 %). Os
termos ganja e sinsemila sdo utilizados para definir o material seco encontrado
no topo das plantas fémeas, contendo cerca de 5 a 8 % de compostos
psicoativos. Bhang e marijuana sdo preparacées com menor contetdo (2 a 5
%) de substancias psicoativas extraidas do restante da planta (Honério et al.,
2006).

A composicdo quimica da Cannabis tem sido estudada por muitos
anos. Aproximadamente 500 compostos foram identificados na planta
destacando-se: terpenos, acgucares, hidrocarbonetos, esteréides, flavondides,
compostos nitrogenados, aminoacidos, entre outros (Radwan et al., 2008).
Entre os compostos presentes na Cannabis, ressaltam-se os canabindides que
sdo encontrados exclusivamente nesta planta. Os canabindides sdo compostos
terpenofendlicos com 21 atomos de carbono e representam a principal classe
dentre os constituintes da Cannabis. Estes compostos sdo secretados pelos
tricomas da planta. Esses tricomas sdo encontrados em partes especificas das
inflorescéncias nas espécies masculina e feminina, sendo que esta regido
contém as maiores concentracdes dos canabindides, seguido pelas folhas.
Menores quantidades s&o encontradas no caule e raiz e nenhuma nos frutos
(De Backer et al., 2009).

Até o momento, 86 canabinoides foram isolados da Cannabis (Ahmed
et al.,, 2008). O primeiro estudo sobre o isolamento, em forma pura, de um
principio ativo da Cannabis, o A°-tetraidrocanabinol (A°-THC) foi reportado em
1964 por Gaoni e Mechoulam. Devido ao grande interesse nos efeitos

causados pelos compostos extraidos da Cannabis, varios estudos tém sido
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realizados com o objetivo de identificar possiveis relacdes entre a estrutura
quimica e a atividade bioldgica apresentada por estes compostos. Na década
de 70, vérios canabindides foram isolados e sintetizados e as principais rotas
de sintese e biossintese foram elucidadas (Brenneisen, 2007).

Os canabinodides sdo biossintetizados pelo metabolismo da planta na
forma de &cidos carboxilicos. Os tipos mais comuns encontrados sdo o acido
A°-tetraidrocanabindlico A (THCA), &cido canabididlico (CBDA) e o &cido
canabigerolico (CBGA). O CBGA é o precursor direto do THCA, CBDA e o
acido canabinocrendico (CBCA). Como o grupo carboxil é instavel, este é
facilmente perdido na forma de CO,, sob influéncia de luz, calor, estocagem
prolongada ou quando a Cannabis € consumida, resultando em seus analogos
neutros correspondentes: A®-THC, canabidiol (CBD) e canabigerol (CBG). A
conversdo mais importante é a transformacdo do THCA em A®-THC, o qual é o
principal constituinte psicoativo presente na Cannabis (Thakur et al., 2005).

O CBD apresenta significante efeito anticonvulsivante e sedativo, ndo
sendo um componente psicoativo (Thakur et al., 2005). E j& sdo descritos por
exercer um potente efeito antiinflamatério, imunomodulador, e analgésico
(Cunha et al., 1980, Thakur et al., 2005). Também tém sido demonstrados que
seus efeitos como imunomodulador sédo bem tolerados quando administrado
cronicamente em seres humanos (Pertwee, 2004). Além disso, a administracao
de CBD em um modelo animal da doenca de Alzheimer demonstrou um
aumento significativo na sobrevida dos animais, supostamente por uma
combinacéo de acdes neuroprotetoras, antioxidantes e anti-apoptéticas (luvone
et al., 2004). Devido aos seus efeitos benéficos em diversas patologias e sua

baixa toxicidade em seres humanos e outras espécies (Rosenkrantz et al;
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1981) e seu efeito psicoativo ser observado apenas por via intravenosa (Thakur

et al., 2005) o CBD representa um candidato promissor ao tratamento de asma.

Nesse contexto, sabendo que a interacdo entre as células da resposta
imune e o0 contato com antigenos representa um momento crucial da
fisiopatologia de doengas inflamatoérias e define a gravidade das manifestagcdes
clinicas e da propria sobrevida ou ndo do paciente, € de extrema importancia
um estudo dos mecanismos envolvidos no processo inflamatério e o
entendimento de seu equilibrio com uma resposta imune adaptativa do
individuo na busca de desenvolver novas estratégias terapéuticas para a asma.
Nesse sentido, nosso propésito sera, através do presente estudo, avaliar o
efeito do tratamento com CBD em animais submetidos a modelo animal de

asma.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito terapéutico de Canabidiol, em modelo animal de asma

induzido por ovalbumina, sobre parametros inflamatorios.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os niveis das citocinas da imunidade natural: IL-6, IL-10 e TNF-
a, em soro de animais submetidos ao modelo animal de asma induzido por

ovalbumina e tratados com o Canabidiol;

Avaliar os niveis das citocinas da imunidade adquirida: IL-4, IL-13 e IL-
5, em soro de animais submetidos ao modelo animal de asma induzido por

ovalbumina e tratados com o Canabidiol.
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Abstract

Asthma represents a public health problem and, traditionally is classified
as an atopical, where contacting the allergen can initiate clinical signs like
airway inflammation, bronchial hyperresponsiveness and reversive obstruction
of airways. After installation of the inflammatory process characteristic of
asthma, occurs the migration of inflammatory cells to the lung and airways.
Studies have demonstrated presence of T-Helper 2 lymphocytes in the lung of
patients with asthma, as known, these cells are involved in cytokine production
that regulates imunoglobins synthesis like IgE. Knowing that interaction of
immune system cells and allergen contact represents a crucial point in
inflammatory diseases physiopathology, the aim of this study is to evaluate the
anti-inflammatory potential of cannabidiol (CBD) in this setting, because it's
already known antiseizure, anti-inflammatory, sedative, immunomodulatory,
analgesic and antioxidant effects. For this evaluation, we used 8 week old
wistar rats, that were immunized with ovalbumin (OVA) (10mg/kg), 14 days after
they were immunized again (OVA, 10mg/kg), after 7 days, animals were
submitted to 30 minute nebulization, for 3 consecutive days using OVA 1%.
Control group animals were immunized with 100pL aluminum hydroxide in the
same days, and were submitted to nebulization only with saline. In the last 2
days of nebulization animals received intraperitonially the CBD treatment,
5mg/kg, and after 24 hours of the last inhalation session, animals were
decapitated and the blood was collected to cytokine analysis using serum.
Levels of IL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-10 and TNF-a were determined, and the
results achieved were significantly lower when CBD was used as treatment,

compared to animals who only received saline as treatment, except for the IL-
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10 levels. Against of the inflammatory exacerbation found during asthma, many
studies believe in the modulation of cytokine activation as having therapeutic
potential. CBD demonstrated being an promising substance to control

inflammatory response on asthma.

Keywords: asthma, canabidiol, cytokines, inflammatory response, ovalbumin,

serum.
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Introduction

Atopic diseases, including dermatitis and asthma, sharing genetic and
environmental risk factors, have prevalence increased in recent decades, and
now affect approximately 20% of the population in the developed countries

[1,2].

Asthma is a disorder of the conducting airways, which contract too much
and too easily spontaneously and in response to a wide range of exogenous
and endogenous stimuli. This airway hyperresponsiveness is accompanied by
enhanced sensory irritability of airways and increased mucus secretion. The
different clinical expressions of asthma involve varied environmental factor that
interact with the airways to cause acute and chronic inflammation, the others
factor that contribute to asthma is the smooth muscle contraction exacerbate,
edema and remodeling of airways. Heterogeneity of asthma also to be relate to
different therapies responses. Asthma is considered a good example of gene—
environment interactions, although no single gene or environmental factor
accounts by disease. This chapter focuses on the pathophysiologic events

underlying the inflammatory and remodeling response [3].

Asthma is characterized by chronic airway inflammation and remodeling,
hyperresponsiveness and increased of cytokines mediated by T-helper cell 2

levels (Th2) [3].

Cannabinoids are components of the Cannabis sativa (marijuana) plant
and are known to exert potent anti-inflammatory, immunomodulatory, and
analgesic effects through activation of cannabinoid-1 and -2 (CB1 and CB2)

receptors located in the central nervous system (CNS) and immune cells,
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respectively [4]. Additionally, was shown that cannabidiol orally administered
was effective in reducing inflammation in a model of acute carrageenan-induced
paw inflammation [5], and that anti-nociceptive effect was mediated by transient
receptor potential vanilloid (TRPV1) receptor [6]. Moreover, it was shown that

cannabidiol reduced not only acute but also chronic inflammatory responses [7].

The two most cannabinoids important are A9-tetrahydrocannabinol (A9-
THC) and cannabidiol (CBD), the latter being the main non-psychotropic
cannabinoid and reported to have beneficial effects in many pathological
conditions, including neuropsychiatric disorders [8] and brain inflammatory
diseases, without having significant activity on CB1 and CB2 receptors. It has
also been demonstrated that antioxidant, anti-inflammatory and
immunomodulatory effects are well tolerated without significant effects when
chronically administered in humans [9]. Furthermore, the administration of CBD
in an animal model of Alzheimer's disease (AD) significantly had elevated cell
survival, probably by a combination of neuroprotective, antioxidant, and anti-
apoptotic actions [10]. Because of beneficial effects in several pathologies and
low toxicity in humans and other species [11], CBD represents a promising
candidate to asthma treatment. In this regard, the present study to evaluate the
effects of CBD administration in inflammatory parameters (assessed by

cytokines levels) in serum in rats submitted to asthma model.
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Materials and Methods

Animals

Male Adult Wistar rats (8 weeks old) were obtained from UNESC
(Universidade do Extremo Sul Catarinense, Cricima, Brazil) breeding colony.
They were housed five per cage with food and water available ad libitum and
were maintained on a 12 h light/dark cycle (lights on at 7:00 AM). All
experimental procedures involving animals were performed in accordance with
the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, with the approval of

Ethics Committee from Universidade do Extremo Sul Catarinense.

Study design and treatment

The protocol was previously described with details to Zhou and
collaborators. Rats were immunized i.p with 10 ug of chicken OVA in 100 pl of
Alum hydroxide or Alum alone. After 14 days, rats were boosted with OVA or
Alum. Seven days later, rats received aerosol challenges (30 min/for 3 d) with

1% OVA or saline [12].

CBD (THC-Pharm, Frankfurt, Germany, and STI-Pharm, UK) was
suspended in 2% of polyoxyethylenesorbitan monooleate (Tween 80) in saline.
The solutions were prepared immediately before use and were protected from
light during the experimental session. To treatment, CBD was administered i.p.
in the last two days nebulization at the doses of 5mg/kg [8], with either a single
dose. All treatments were administered in a volume of 1 mL/kg of CBD diluted

or vehicle. For this experiment we employed n=21 rats, that randomly divided
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into three groups, as described below: Vehicle (control) (n=7); OVA + Vehicle

(Asthma control) (n=7); OVA + CBD (Asthma + treatment) (n=7).

Serum Cytokine Assay

Cytokines IL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-10, TNF-q, in serum were assayed
with the Luminex xMapTM Technology, briefly, the capture antibodies specific
for each analyte are immobilized the microspheres through covalent bonds not
reversible. After the analytic (sample) binds to the capture antibodies located on
the surface of microspheres, the end detection is done via a third fluorescent
marker, phycoerythrin (PE) connected to the detection antibody. The end result

is a test sandwich through the microspheres.

Statistical analysis

All data are reported as mean +/- SEM. Statistical comparisons between
experimental groups are using one-way ANOVA, post-hoc Newman-Keuls. All
statistical analyzes were performed with the SPSS 17.0 (SPPSS, Chicago, IL).

Differences are considered significant when p< 0.05.

Results

We determined the levels of 6 cytokines implicated in asthma, IL-4, IL-6,
IL-13, IL-10, IL-5 and TNF-a, and our results demonstrate an increase in

cytokine levels when the animals were subjected to induction protocol asthma,
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when compared with the control group that received only vehicle, when we
compare animals with asthma treated to vehicle to asthmatic animals treated to
CBD we observed a significant reduction in these levels [Figures 1,2,3,4,5]. In
opposition, the IL-10 levels, does not present significant increase if compared

asthma to the control group, yet the CBD decreased these levels [Figure 6].

Discussion

Cannabidiol is a major non-psychoactive cannabinoid component of
marijuana (C. sativa) [13]. Recently, has been shown to have potent
immunosuppressive and anti-inflammatory properties. Therefore, we wondered
whether cannabidiol would be effective to inflammatory parameters in a murine
model of asthma induced by OVA to its potent anti-inflammatory property, as it

has been reported in other models of inflammation [14].

Cytokines play a critical role in the development of several chronic
diseases, including asthma. Multiple cytokines and chemokines have been
implicated in pathophysiology of asthma [15] which leads to an intensive
search for most specific therapies to disease, and inhibitors of cytokines and

chemokines, become the key figures in novel therapeutic approach [16].

We observed, then, IL-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-10 and TNF-a level, in
animals submitted to animal model of asthma and treated com CBD. When the
levels of cytokine IL-4 was observed, CBD treatment significantly reduced the
levels compared to non-treated animals. IL-4 is responsible by inhibition of Thl
cells differentiation, Th2 cells differentiation and expansion and has an

important role in IgE production. Some studies have shown a raise in the
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expression of IL-4, in the proteic form and mRNA form, in patients with atopical
and non-atopical asthma [17, 18]. IL-4 seems to be a requisite to T limphocytes
to begin the production of IL-5 [17-19]. Emphasizing the importance of IL-5 on
asthma, it is essential to eosinophils maturation, and it accumulate on the lung
during the inflammation process at the asthma [20]. In our analysis the IL-5
levels were lower in animals treated with CBD, which make us suppose that a
decrease in eosinophilic inflammation may to happen during asthma treatment

with CBD.

Mucus hypersecretion is an important characteristic in bronchial asthma,
which contributes very much to the exacerbation of symptoms, and IL-13 is
considered a stimulation factor for this raise [21]. In our experiments, IL-13 was
also reduced with CBD administration, and we still can take in count that 1L-13
and IL-4 have common receptors, what corroborate with studies which used an
antagonist to this receptor (IL-4R-a), resulted in a prevention in the allergen

induced response [22].

All these findings about cytokines involved in the asthma inflammatory
response, IL-6 also stimulated thymocyte and T-Lymphocyte proliferation,
increasing IgE by dependent IL-4 production, and mediating B cells
differentiation. IL-6 levels are increased in sputum and systemic circulation in
severe asthma patients, which can be responsible for the raise of C-reactive
protein circulation in these patients [23]. In our findings, IL-6 levels also were

reduced when CBD was used.

In order to investigate anti-inflammatory potential, when we evaluated an

very important inflammatory mediator in severe asthma, TNF-a, who has been
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used therapeutically via TNFRs soluble and antibodies against TNF-a [24, 25].
CBD also reduced the levels of TNF-a in the serum of animals submitted to

asthma model.

When was measured the levels of IL-10, an antiinflamatory cytokine, we
do not observed increase of it levels in animals submitted to asthma model
compared to control levels. Some studies suggest that occurred a defect in the
transcription and secretion of IL-10 by macrophages in asthma [26, 27], and this
leads to decrease in release of antiinflammatory cytokines, thereby contributing

to inflammation of the airways of asthmatic patient [28].

In conclusion, this study demonstrated that during the induction of
asthma in an animal model induced by OVA, causes release of inflammatory
cytokines involved in the disease. Then evaluated CBD reduce the inflammatory
response as has been described perform this function. We then suggest that
administration of CBD during exposure can reverse these cytokine levels by
controlling the exaggerated inflammatory response and may be a therapeutic
potential. Some recent hypotheses about antiinflammatory CBD effects have
demonstrated that it action may be occur by inhibition to adenosine receptor in
model of pulmonary inflammation [29] leading to increase in adenosine
signalization [30] what can almost in part, explain this anti-inflammatory effect
find in our results. Furthermore, a long search to discover the mechanism by

which CBD exerts its potent antiinflammatory effect.
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Figure Legends

Figure 1: Effects of administration of CBD on cytokine levels IL-4 levels in
serum. Bars represent meanszSD of 7 rats. *p<0.05 vs. Control Vehicle,

#p<0.05 vs. Asthma Control. ANOVA, post-hoc Newman-Keuls.

Figure 2: Effects of administration of CBD on cytokine levels IL-5 in serum. Bars
represent means+SD of 7 rats. *p<0.05 vs. Control Vehicle, #p<0.05 vs. Asthma

Control. ANOVA, post-hoc Newman-Keuls.

Figure 3: Effects of administration of CBD on cytokine levels IL-13 in serum.
Bars represent means+SD of 7 rats. *p<0.05 vs. Control Vehicle, #p<0.05 vs.

Asthma Control. ANOVA, post-hoc Newman-Keuls.

Figure 4: Effects of administration of CBD on cytokine levels IL-6 in serum. Bars
represent means+SD of 7 rats. *p<0.05 vs. Control Vehicle, #p<0.05 vs. Asthma

Control. ANOVA, post-hoc Newman-Keuls.

Figure 5: Effects of administration of CBD on cytokine levels TNF-a in serum.
Bars represent means+SD of 7 rats. *p<0.05 vs. Control Vehicle, #p<0.05 vs.

Asthma Control. ANOVA, post-hoc Newman-Keuls

Figure 6: Effects of administration of CBD on cytokine levels IL-10 in serum.
Bars represent means+SD of 7 rats. *p<0.05 vs. Control Vehicle, #p<0.05 vs.

Asthma Control. ANOVA, post-hoc Newman-Keuls.
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Figure 3

Figure 4
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Figure 5

Figure 6
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Discussao

As citocinas desempenham um papel critico no desenvolvimento da
inflamacé&o cronica em diversas doencas, incluindo a asma (Chung & Barnes,
1999) o que leva a uma busca intensiva para terapias mais especifica a
doenca, e inibidores de citocinas e quimiocinas, tornam-se figuras chaves
nessa nova abordagem terapéutica (Barnes, 2000).

Existem vérias abordagens possiveis para inibir citocinas especificas
(Barnes, 1999; Barnes, 2000). Como a inibicdo da sintese de citocinas
(glicocorticoides, ciclosporina A, tacrolimos, inibidores seletivos para Thy),
anticorpos blogueadores para citocinas ou seus receptores, antagonistas de
receptores solluveis, ou drogas que bloqueiam a transducdo de sinal de vias
ativadas por citocinas (Barnes, 1999). Os linfocitos Th, desempenham um
papel chave na resposta eosinofilica durante a resposta inflamatéria na asma,
0 gue sugere que o bloqueio ou efeito destas citocinas possam ter um potencial
terapéutico (Barnes, 2000).

Assim, buscamos verificar o efeito da administracdo do CBD que
possui importante papel na modulacdo da resposta inflamatdria em modelo
animal de asma, onde os animais foram sensibilizados através da exposicédo a
OVA.

A ativacdo de linfécitos T apds a provocacdo com alérgeno causa a
secrecdo de citocinas Thy;, como IL-4, IL-5 e IL-13, o que pode ser um
mecanismo importante para a resposta tardia. A fase tardia é considerada um
modelo de estudo dos mecanismos da inflamacgéo croénica da asma (Bousquet

et al., 2000). Célula T, IgE e citocinas IL-4 e IL5 tem papel fundamental no
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inicio e sustentacdo da resposta em asmaticos por regular o recrutamento e/ou
ativacdo de mastocitos e eosindfilos na via aérea (Foster et al., 1997).

Antes que a resposta Th; seja iniciada, linfocitos T CD4 * auxiliares (em
inglés helper) se subdividem em duas categorias fenotipicas, Th; e Thy, e 0
fator determinante para essa diferenciacdo pode estar relacionado a acdo das
citocinas do ambiente circulante do linfocito. A IL-4 apresenta esse tipo de
caracteristica, proveniente de mastoécitos, baséfilos, células natural killer como
j& mencionado, estimulando linfécitos a desenvolverem um padrdo Th, com
expressao de citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, e IL-25. Quando
mensuramos os hiveis de IL-4 em animais submetidos a exposicdo de OVA e
tratados com o CBD, esses valores foram diminuidos (Figura 1), essa
diminuicdo pode estar envolvida na diminuicdo da liberagdo de outras citocinas

presentes na resposta inflamatdria na asma.

Estudos realizados através de bidpsia brénquica evidenciaram ao nivel
do epitélio e subepitélio, 0 aumento na expressao da IL-4, tanto sob a forma
proteica como sob a forma de mRNA, em pacientes com asma atépica e nao-
atopica, o que nado foi demonstrado em controles ndo-asmaticos (Humbert et
al., 1996; Kotsimbos et al., 1996; Ying et al., 1997). A IL-4 parece ser um pré-
requisito para que os linfécitos T iniciem a producédo de IL-5. (Humbert et al.,

1996; Kotsimbos et al., 1996; Ying et al., 1997).

Existe uma forte evidéncia do papel da IL-5 na asma, por ser essencial
no mecanismo de maturagdo do precursor de eosinofilos na medula éssea, e
estes eosindfilos se acumulam no pulmao durante um processo inflamatorio

pulmonar (Tae, et al.,2012).
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A asma brénquica € caracterizada por uma inflamacédo eosinofilica da
mucosa brénquica. A IL-5 esta implicada principalmente no desenvolvimento
desta inflamacdo porque promove 0 crescimento, maturagcdo, migracao,
infiltracdo local, ativacdo e sobrevida dos eosinodfilos. Além de ser a citocina
predominante em lavado broncoalveolar obtido de pacientes com asma. A
concentracdo de IL-5 em soro de pacientes com asma sintomatica é diminuida
com terapia de corticoides orais (Eagan et al., 1996; Lalani et al., 1999). Assim
um interesse particular tem sido dado ao estudo da IL-5 devido a sua eminente
importancia no controle da funcdo de eosindfilos. Experimentos in vitro, tem
demonstrado que a IL-5, aumenta a adesdo do eosindfilo na célula epitelial,
aumenta o numero de eosindfilos remanescentes, estimula eosinopoiese e

aumenta a atividade citotoxica do eosindfilo (Egan et al., 1997).

Assim, quando administramos o CBD como tratamento em animais
submetidos ao modelo de asma, podemos observar uma diminuicdo
significativa nos niveis de IL-5 (Figura 2), este se demonstra um potencial
terapéutico para tal inflamacdo exacerbada; estudos ainda enfatizam que a
inibicdo da IL-5 mostrou um bloqueio do precursor de eosindfilos e remove
posteriormente uma das maiores causas da asma (Egan et al.,, 1997).
Recentemente, eosindfilos tem sido referido na sintese e armazenamento de
uma série de proteinas reguladoras em seus granulos secretores (eosinas).
Estes mediadores séo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Lacy &
Mogbel, 1997). Acredita-se entdo, que 0s eosindéfilos tém um importante papel
nas respostas inflamatdrias das vias aéreas, e a eosinofilia do tecido € uma

caracteristica da via aérea de asmaticos, portanto, os eosinéfilos tém sido
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demonstrados como causadores da injuria da mucosa e provavelmente

contribuem para alterag@es fisiolégicas do pulmé&o.

A IL-13 ainda € considerada o fator estimulante da hipersecrecdo de
muco na asma (Park et al., 2009), essa hipersecrecdo de muco € uma
caracteristica importante na asma brénquica, contribuindo para exacerbacao da
doenca (DiGiovanni et al., 2009). E em nosso estudo, quando analisamos a
citocina IL-13 que se liga IL-4Ra, um receptor comum para IL-13 e IL-4,
podemos perceber a mesma diminuicdo em seus niveis (Figura 3), isso vem de
encontro a estudos que usaram um antagonista do receptor IL-4Ra, resultando
em uma prevencao significativa na resposta induzida pelo alérgeno (Wenzel et
al., 2007), reforcando ainda a importancia da IL-13 no processo fisiopatolégico
da asma o tratamento com anti-IL-13 melhorou as pontuacdes pulmonares em
paciente com asma (Corren et al., 2011). O bloqueio da IL-13 em
camundongos preveniu o desenvolvimento de hiperreatividade das vias aéreas,
producdo de muco, e inflamacéo das vias aéreas, durante a inducdo de asma
(Wills-Karp et al.,1998), reforcando a importancia da IL-13, sua sobre-
expressao foi suficiente para aumentar a hiperresponsividade e metaplasia de
muco, um aumento na producao de quimiocinas e inflamacdo das via aéreas

(Zhu et al., 1999; Kuperman et al., 2002).

Vindo ao encontro de todos esses achados de citocinas envolvidas na
resposta inflamatdria na asma, a IL-6 ainda estimula a proliferagéo de timocitos
e linfocitos T, aumentando a producgéo de IgE dependente da IL-4, e mediando
a diferenciacdo de células B. Niveis de IL-6 estdo aumentados no escarro e na

circulacdo sistémica de pacientes com asma severa, esta pode ser uma das
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responsaveis pelo aumento dos niveis circulantes de proteina C reativa nestes
pacientes (Van Snick, 1990). E os niveis de IL-6 também estiveram diminuidos
quando administramos CDB nos animais (Figura 4). Seguindo ainda um perfil
pro-inflamatorio, existem também varios estudos, que sugerem que o TNF-a se
constitua em um importante mediador inflamatério na asma severa. Duas
modalidades terapéuticas utilizam esta nova via, utilizando os TNFRs solUveis
recombinantes e anticorpos monoclonais contra o TNF-a. Os TNFRs soluveis
recombinantes mimetizam a atividade dos TNFRs naturais e quando de sua
ligagdo com o TNF previnem a interagdo com o TNFR da membrana celular
(Schawingshackl et al., 1999; Erzurum, 2006). E podemos observar em nossos
resultados que o CBD teve o perfil de diminuir a liberacdo de TNF-a em ratos
submetidos ao modelo de asma, reforcando seu perfil antiinflamatorio (Figura,

5).

Em contrapartida, quando observamos os niveis da citocina IL-10, um
citocina com papel antiiflamatério, podemos concluir que ndo houve um
aumento significativo nos animais submetidos ao modelo de asma em
comparacao ao controle (Fig. 6), isso se deve ao fato de que a IL-10 € um fator
inibidor de citocinas com acdo inibitoéria sobre a inflamacéo. A IL-10 € produzida
pelos linfocitos Thy e Th, (Yssel et al., 1992; Del Prete et al., 1993) e IL-10 atua
inibindo a producao de citocinas pré-inflamatérias por fagocitos mononucleares,
células natural killer e linfécitos Th,. Na verdade, alguns trabalhos sugerem um
defeito na transcricdo e secrecdo de IL-10 pelos macrofagos durante a asma
(Borish et al., 1996; Calhoun et al., 1996; John et al., 1998) e isso leve a uma
menor liberacéo de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo dessa forma para a

inflamacéo das vias aéreas do paciente (Calhoun et al., 1996).
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Quando avaliamos essas citocinas envolvidas na resposta inflamatoria
na asma e observamos a diminuicdo que o CBD provocou, reforcando seu
efeito antiinflamatorio trabalhos mostram que este provocou uma diminuicdo na
migracdo de leucdcitos para os pulmdes (Ribeiro et al., 2012), visto que a
migracao de leucdcitos para o local da inflamacao é extremamente importante
na leséo tecidual. Além disso, os neutrofilos sdo altamente especializados em
suas fungdes primarias, que sdo a fagocitose e destruicdo de microrganismos
(Klebannof, 2005), Ribeiro e colaboradores também mostraram no mesmo
estudo que o CBD diminui a atividade da mieloperoxidase, e a producdo de
quimiocinas, como a MCP-1 e MCP-2 no modelo de lesdo pulmonar aguda
induzido pela administracdo de LPS (Ribeiro et. al., 2012)

Na busca de desvendar qual o mecanismo que leva o CBD exercer
este potente efeito antiinflamatério, muito vem se especulando a respeito.
Cunha e colaboradores (1980) mencionaram a possivel ativacdo dos
receptores canabindides (CB1 e CB2) localizados no SNC e células imunes
para explicar seu efeito como antiinflamatério e analgésico (Cunha et al., 1980).
Contudo, recentemente pesquisadores usaram um inibidor do receptor de
adenosina A;a no modelo de inflamacdo pulmonar, e observaram um possivel
envolvimento na potencializacao do efeito de CBD inibindo tal receptor (Ribeiro
et al.,, 2012); o CBD possui um amplo espectro de acdes farmacoldgicas
(Mechoulam et al.,, 2002; Zuardi, 2008), incluindo a inibicAo de um
transportador de nucleosideo, que por sua vez conduz ao aumento de
adenosina extracelular (Carrier et al., 2006). 1zzo e colaboradores acreditam
gue o aumento na sinalizacdo de adenosina possa ser o principal mecanismo

pelo que o CBD diminui a inflamacéo (Izzo et al., 2009).
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Em concluséo, o presente estudo demonstrou que durante a indugéo
de asma através do modelo animal induzido por OVA, provoca a liberagdo de
citocinas envolvidas na resposta inflamatéria dessa doenca. Avaliamos entdo
se 0 CBD diminuiria essa resposta inflamatéria como tem sido descrito exercer
tal funcdo. Sugerimos entdo que a administracdo do CBD durante a exposi¢cao
pode reverter tais niveis de citocinas, controlando essa resposta inflamatoria
exacerbada, podendo assim ser um potencial terapéutico. Ainda assim, a uma
longa busca em descobrir por qual mecanismo o CBD exerce seu potente

efeito antiinflamatério.
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