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RESUMO

A asma representa um problema de salde publica, e
tradicionalmente é classificada como uma doenca atOpica, onde o
contato ao alérgeno pode desencadear sinais clinicos como inflamacgéo
das vias aéreas, hiperresponsividade brénquica e obstrucéo reversivel do
fluxo aéreo. Apos a instalacdo do processo inflamatério caracteristico da
asma, ocorre a migracdo de células inflamatdrias para o pulmédo e vias
aéreas. Estudos demonstram a presenca de Linfécitos 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 propdsito do presente estudo foi avaliar o potencial
antiasmatico do Canabidiol (CBD) neste cenario, por ja ter sido relatado
0 seu papel como antiinflamat6rio, imunomodulador e antioxidante.
Para tal, utilizamos dois modelos animais, camundongos Balb/c e ratos
Wistar, ambos expostos a ovalbumina. Os animais foram avaliados
guando a mecanica respiratdria, niveis de citocinas, expressdo de CB1,
CB2, MMP-2 e MMP-9, no pulmao, lavado broncoalveolar e sangue. Os
animais avaliados tratados com o CBD apresentaram grande diminuicdo
no perfil inflamatério pulmonar quando comparados com 0s animais
expostos ao modelo de asma, com a diminuicdo de citocinas (IL-4,IL-5,
IL-13, eotaxina), mostraram também melhora quanto a elasticidade do
pulmédo quando diminuiram a elastancia estatica pulmonar dos animais
que receberam o tratamento, confirmando tal potencial com a
diminuicdo de células polimorfonucleares e da hiperresponsividade das
vias aéreas, reforcando estudos que também apresentam com esse papel
anti-inflamatoério. Contudo, faz-se necessaria a realizacdo de mais
trabalhos para avaliar se essa terapia pode ser realmente estendida para a
prética clinica.

Palavras-chave: Asma, inflamacéo, canabidiol, remodelamento






Abstract
Asthma represents a public health problem, and is traditionally
classified as an atopic disease, which contact the allergen can elicit
clinical signs such airway inflammation, bronchial hyperresponsiveness
and reversible airflow obstruction. After installation of the characteristic
inflammatory process of asthma, there is migration of inflammatory
cells into the lung and airways. Studies demonstrate the presence of
helper T lymphocytes in the lungs of patients with asthma, these cells
are involved in the production of cytokines that regulate the synthesis of
immunoglobulins such as IgE. Knowing that cell interactions of the
immune system and contact with antigens represent a crucial point in the
pathophysiology of inflammatory diseases, the purpose of this study was
to evaluate the anti-asthmatic potential of Cannabidiol (CBD) in this
scenario, because it has been reported its role as anti-inflammatory
immunomodulatory and antioxidant. For this purpose, two animal
models used one in Balb/c another in rats exposed to ovalbumin. After
the animals were evaluated when the respiratory mechanics, cytokine
levels, expression CB1, CB2, MMP- 2 and MMP-9 in lung lavage and
blood. The evaluated animals treated with CBD showed a great decrease
in pulmonary inflammatory profile when compared with the animals
exposed to asthma model, with the decrease of cytokines (IL-4, IL-5,
IL-13, eotaxin) also showed improvement as the elasticity of the lung
decreased static lung elastance of animals will receive treatment,
confirming that potential with decrease of polymorphonuclear cells and
airway hyperresponsiveness, reinforcing studies that also showed the
anti-inflammatory role. However, it is necessary to carry out further
studies to evaluate whether this therapy can actually be extended to
clinical practice.
Key-words: Asthma, Inflammation, cannabidiol, remodeling






Lista de Figuras

1o - T 46
Escala temporal dos procedimentos experimentais
Flgura 2 o 52
Método de Oclusédo ao final da inspiragdo

FIgUIA 3. 54

Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para

guantificacdo de parametros morfometricos

FIgUIA oo 57
Escala temporal de procedimentos experimentais
FigUIa B 59
Porcentagem de aumento das vias aéreas

FlgUIa B 60
Elastancia estatica no pulmdo de camundongos
FIgUIA 7. e 62

Niveis de citocina IL-4 no pulmdo e LBA
Camundongos

FIgUIa 8. 62
Niveis de citocina IL-5 no pulméo e LBA

FigUIa 9. 63
Niveis de citocina IL-13 no pulméo e LBA

FIgura 10. ... 63
Niveis de eotaxina no pulméo e LBA

Figura Ll 64
Niveis de citocina IL-9 no pulmédo e LBA

FIgura 12, . 64

Expressdao de citocinas com perfil Thl em pulmaéo
Ratos Wistar

Figura 13, . 65

Expressdo de citocinas com perfil Th2 em pulméao
Ratos Wistar

FIgUra L. 66

Expressdo de Metaloproteinases MMP-2 e MMP-9
pulméo de Camundongos

Figura 15, 66

Expressdo de Receptores CB1 e CB2 no pulméo
Camundongos

de

de

de

no

de






Lista de Tabelas
TaDEIA L. 60
Fracbes de area de alvéolos normais e colapsados no
parénquima pulmonary.

Razdo do numero de células polimorfonucleares,
mononucleares, e totais por area de tecido no parénquima
pulmonary.






Lista de Abreviaturas
AM251 — Antagonista de receptor CB1
AMG630 — Antagonista do receptor CB2
APC — Célula apresentadora de antigeno
CB1 - Receptor canabinoide tipo 1
CB2 - Receptor canabinoide tipo 2
CBD - Canabidiol
CD80 — Molécula co-estimuladora
Células NK — Células natural Killer
DATASUS - Departamento de Informéatica do SUS/MS
Fc - Proteina receptora presente na superficie das células
FEV1 - Volume expirat6rio maximo no primeiro segundo
GINA - Iniciativa Global para Asma
GM-CSF - Fator estimulador de col6nias de macréfagos
ICAM-1- Molécula de adesdo intracelular
IgE - Imunoglobulina E
IL-10 - Interleucina 10
IL-13 - Interleucina 13
IL-4 - Interleucina 4
IL-5 — Interleucina 5
IL-6 — Interleucina 6
MEC - Matriz Extracelular
MHCI - Complexo principal de histocompatibilidade |
MHCII - Complexo principal de histocompatibilidade 11
OVA — Ovalbumina
P — Diferenca de presséo
PEEP — Pressdo positiva ao final da expira¢éo
Pel,L — Pressdo de retracdo elastica do pulméo.
Pi,L — Ponto de Inflexdo.
PL — Presséo Transpulmonar.
Pmax,L — Pressdo Maxima.
PMN — Polimorfonuclear.
PNS - Pesquisa Nacional de Saude
Ptr — Presséo traqueal
Teff — Linfécitos T Efetores
Thl — Linfdcito T Auxiliar
Th2 — Linfdcito T Auxiliar
TNF-a — Fator de necrose tumoral
Treg — Linfécitos T Reguladores
TGF-B - Fator transformador de crescimento 3


https://pt.wikipedia.org/wiki/Espirometria




V — Medida do fluxo aéreo

V’— Fluxo Aéreo.

VCAM-1 - Molécula de adesdo celular-vascular
VEGF — Fator de crescimento endotelial

V71— Volume corrente






Sumario

LINErOAUGED ..o s 26
1.1 Definig8o e epidemiologia da asma .........ccceeeeereenes vne 26
1.2 Inflamagao Na ASIMA .....ccververereeiesese e 30
1.3 Remodelamento Na ASMA .........ccoervevreneneisesie e 33
1.4 Farmacos para o tratamento na ASmMa.........cccccvvverveenne. 35
1.5 Sistema Endocanabinoide e Receptores CB1 e CB2 .... 37
1.6 Canabidiol...........ccoiiiiiiiiie 39
2 ODjJetiVOS GEIAIS.....ccueeeirierie e 44
2.1 Objetivos ESPECITICOS ......ccevvveierieierierere e 44
3 Materiais € MEOdOS.........cc.ecervreiririree e 45
B L ANIMAIS ... e 45
3.2 Manipulagdo dos ANIMAIS........c.oerriereienneniees e 45
Capitulo I — Avaliagdes em Camundongos Balb/C ........... .... 46
3.3 Indugdo do modelo animal de asma..........c.cccevvenennn.. 46
3.3.1 Sensibilizago ........ccoeerienii s 46
3.3.2 Desafio Intratraqueal ..........cccccevvvvvvevciiiiinee e 46
3.4 Caracterizacao dos grupos experimentais.................... 46
3.5 Tratamentos (Drogas € DOSES)........cccvvvrververvrvnies oeen 48
3.6 Mecanica Respiratoria .........ccoevvverereiinieneieisiene e 48
3.7 RemOGAO0 d0S PUIMBES ......cvvviveiieiieeee e 53
3.7.1 Preparacéo das Laminas para analise morfométrica53
3.7.2 Analise morfometrica .........ccocevevveivrvrerecesinnee oo 54
3.8 Hiperresponsividade ...........ccoeeieneneinieneneiees e .55
3.9 NiVeis de CItOCINGS .......covrveerieeieeeree e 56
3.10 Expressao de CB1, CB2 e Metaloproteinasese ..........56
3.11 Analise eStatiStiCa .........ccovevvrererieierinnereree e 57

Capitulo Il — AvaliagBes em Ratos Wistar............ccceevrerienenn. 57

3.12 Indugdo do modelo animal de asma..........cccccvvvervenenn. 57






3.13 NIVEIS 0 CItOCINGS .vvevveeieeeierrie st eree e s eree e 58

3.14 Analise eStatiStiCa .........ccoeevererereiiri e 58
4 RESUIAUOS ..ottt 59
4.1 FUNGAO PUIMONAN ...t 59
4.2 Morfometria pulmonar............ccooevievievveveniesinseens e 60
4.3 Inflamagdo pulmonar ..........cceveverienieereseseeeene e .61
5 DISCUSSAOD ..e.vvevvevesteereesiesiesieesiestesseesee e seesseeseeseesseeneeseenes 67
6 CONCIUSAD ..o e 73

7 Referencias Bibliograficas...........ccooovverviiienencinicncneen 74









26

1 INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DA ASMA

A asma é um grave problema de salde publica em todo o mundo
(GINA, 2015). Individuos de todas as idades em todos os continentes e
paises sdo afetados por essa doenca cronica das vias aéreas, que quando
ndo controlada pode interferir diretamente nas atividades de vida diéria
e limitar a qualidade de vida, podendo inclusive ser fatal. HA uma
estimativa de que a asma afete cerca de 300 milhdes de pessoas ao redor
do mundo, e esse nimero tem aumentado consideravelmente (Busse,
2001; GINA, 2009). Nos ultimos 20 anos tem se observado um aumento
consideravel no entendimento das bases patoldgicas da asma, celular,
genética e molecular (Busse, 2001; Wilson et al., 2006; Anderson, 2008;
GINA, 2009). A crescente preocupacdo com as doencas respiratérias foi
formalizada no Férum da Sociedade Internacional de Respiracdo, que
declarou 2010 como o “Ano do Pulmio”, com o objetivo de enfatizar a
pesquisa, a conscientizacdo da populacdo e fomentar politicas pablicas a
respeito das doencas respiratorias.

Atualmente, apesar dos crescentes avangos no entendimento de sua
fisiopatologia e da introducdo de novas terapias, a asma persiste como
um importante problema de Salde Publica em todo o mundo, visto que
segundo dados da GINA - Global Initiative of Asthma, que coleta dados
sobre a asma em todo o mundo desde 1989, a asma: 1) acomete cerca de
300 milhdes de pessoas em todo mundo de todas as faixas etarias e
sexos, independentemente da area geografica, sendo causa de
sofrimento tanto para seus portadores quanto para suas familias; 2) é a
principal causa de absenteismo nas escolas, respondendo por muitas
noites perdidas de sono; 3) limita a vida social e a produtividade,
levando a aposentadorias precoces; 4) acarreta grandes despesas em
funcdo dos multiplos atendimentos pelas unidades de salde; e 5) pode
levar a morte. Logo, a asma acarreta custos: humano, social e financeiro
(Gina, 2010).

As taxas de hospitalizacdo por asma em maiores de 20 anos
diminuiram em 49% entre 2000 e 2010. J4 em 2011 foram registradas
pelo DATASUS 160 mil hospitalizagdes em todas as idades, dado que
colocou a asma como a quarta causa de internacdes. A taxa média de
mortalidade no pais, entre 1998 e 2007, foi de 1,52/100.000 habitantes
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(variacgdo, 0,85-1,72/100.000 habitantes), com estabilidade na tendéncia
temporal desse periodo (Datasus, 2015). O nivel de controle da asma, a
gravidade da doenca e os recursos médicos utilizados por asmaticos
brasileiros sdo pouco documentados, pouquissimos estudos trazem o
indice de prevaléncia e incidéncia da asma nos Gltimos anos. Alguns
estudos mais recentes concentram-se documentar incidéncias regionais,
como o de Silva e colaboradores de 2009, que acompanhou criancas
asmaticas da Amazonas durante 12 meses, e pode concluir que as
internagcdes tiveram aumento entre marco e maio, 0S meses mais
chuvosos, e as hospitalizages anuais por asma decresceram de 8,1 para
2,6 internacbes por mil habitantes no decorrer do periodo estudado
(Silva et al., 2009).

Outro estou mostrou que o custo direto da asma (utilizagéo de servigos
de salde e medicacBes) foi o dobro entre pacientes com asma ndo
controlada que entre aqueles com asma controlada, sendo a falta de
controle da asma o maior componente relacionado a utilizagdo dos
servicos de saude. Entretanto, o gasto direto relacionado as medicagoes
foi maior entre os portadores de asma controlada, sendo que 82,2%
desses utilizavam regularmente corticoides inalatdrios. O custo da asma
aumenta proporcionalmente com a gravidade da doenca. O custo
indireto (nimero de dias perdidos de escola e trabalho) foi superior no
grupo com asma ndo controlada (Souza-Machado et al., 2010). Os
gastos com asma grave consomem quase 25% da renda familiar dos
pacientes da classe menos favorecida, sendo que a recomendagdo da
Organizacdo Mundial de Salde é de que esse montante ndo exceda a 5%
da renda familiar (Franco et al., 2009).

Um estudo multicéntrico, o International Study for Asthma and
Allergies in Childhood (Isaac, 1998), realizado em 56 paises evidenciou
gue paises desenvolvidos apresentavam maior prevaléncia de asma do
gue paises ainda em desenvolvimento. Tais resultados estdo de acordo
com a hipétese de higiene, na qual se acredita que o contato precoce
com diversos antigenos estimularia a resposta imune Thl de modo que
durante a resposta atdpica, com exacerbacdo da resposta imune Th2, o
desequilibrio entre ambas seria evitado. Portanto, paises
subdesenvolvidos, que frequentemente possuem infraestruturas e
medidas de saneamento béasico precérias, teriam maior contato com
diferentes antigenos, e, consequentemente, a prevaléncia de asma seria
reduzida (Strachan et al., 2000). Corroborando com esses dados, um
estudo no sul da California demonstrou que a melhoria da qualidade do
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ar esta associado a melhorias clinicamente significativas na fungédo
pulmonar durante a infancia (Gauderman, 2015). No entanto, sugere-se
gue sua prevaléncia aumenta globalmente em torno de 50% a cada
década (Gina 2010).

A asma atinge 6,4 milhGes de brasileiros acima de 18 anos, de acordo
com aPesquisa Nacional de Saide (PNS)do Ministério da
Saude e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). As
mulheres sdo as mais acometidas pela doenca: cerca de 3,9 milhGes
delas afirmaram ter diagndéstico da enfermidade contra 2,4 milhdes de
homens, ou seja, prevaléncia de 39% a mais entre 0 sexo feminino
(Ministério da Saude, 2015). A regido Sudeste apresenta a maior
prevaléncia de asma (21%), e consequentemente, a maior taxa de
mortalidade quando comparada as demais regifes brasileiras
provavelmente devido a maior exposi¢do da sua populacdo a particulas
poluentes no ar ambiente (Chatkin et al., 2003; Campos et al., 2004;
Datasus, 2015).

Solé e colaboradores em 2006 estimaram uma porcentagem de 24% e
19%, entre 12 criancas e adolescentes, respectivamente, possuem
sintomas indicativos de asma (Solé et al., 2006). Apesar de serem
apenas 5-10% dos casos, pacientes com asma grave apresentam maior
morbimortalidade relativa e s3o0 responsaveis por um consumo
desproporcionalmente alto dos recursos de salde em relacdo aos grupos
de menor gravidade. Portadores de asma grave ndo controlada procuram
15 vezes mais as unidades de emergéncia médica e sdo hospitalizados
20 vezes mais do que os asmaticos moderados (Jardim Jr, 2007; Ponte et
al.,2007).

A histdria natural da asma e as condi¢Ges determinantes de evolugéo
para as formas moderadas ou graves ndo estdo completamente
estabelecidas (Xisto et al., 2005). Asma, que no grego significa
respiracdo curta, é definida como uma doenca inflamatdria cronica das
vias aéreas, onde tanto as células inflamatdrias, como as células
estruturais, desempenham importante papel. Caracterizada ainda por
hiperresponsividade brénquica (intensidade da broncoconstricio em
resposta a um estimulo), variavel, pelo menos parcialmente reversivel
espontaneamente ou por intervencdo farmacoldgica (Xisto et al., 2005).
Entretanto, a descoberta de que a inflamagdo na asma se estende para
todo o trato respiratorio se deu ha alguns anos e mudou o escopo da
pesquisa desta doenca (Busse, 2001; Tulic et al., 2003; Xisto et al.,
2005; Corren et al., 2008). Pacientes asmaticos podem apresentar
episodios recorrentes de sibilancia, dispnéia, aperto no peito, e tosse


http://www.pns.icict.fiocruz.br/
http://www.saude.gov.br/
http://www.saude.gov.br/
http://www.ibge.gov.br/
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principalmente a noite ou no inicio da manhd. Assim, sua defini¢do
torna-se bastante geral, pois se baseia em parametros clinicos e
fisiologicos (National Heart, 1997, Wenzel, 2007; Bateman, 2008;
Hargreave & Nair, 2009).

Clinicamente, apesar de serem reconhecidas varias formas distintas de
asma, ela é comumente classificada como Atdpica (evidéncia de
sensibilizacdo a alérgenos) ou Nao Atdpica (sem evidéncia de
sensibilizacdo a alérgenos). Entretanto, tradicionalmente tem sido
considerada como uma doenca atopica, onde a sensibilizacdo e a
exposicdo continuada a alérgenos pode resultar em sinais clinicos da
doenca como: inflamacdo das vias aéreas, hiperresponsividade
brénquica, e obstrucdo reversivel do fluxo aéreo (Pearce, 1999). No
entanto, o contato com alérgenos ocorre em metade da populacéo adulta,
mas a maioria desta, ndo desenvolve asma (Pearce, 1999).

A asma é uma doenca complexa cuja expressdo clinica pode ser
desencadeada por componentes hereditarios, genéticos, ambientais,
(poluicéo, alérgenos, cigarro), obesidade e associada a fatores sexo-
dependentes (Gina, 2010; Antunes et al., 2010). As regifes 5913 e 6p21
do cromossomo, bem como polimorfismos no gene ADAM33 estdo
ligadas ao fenotipo asmatico (Teerlink et al., 2009; Weiss et al., 2009;
Girodet et al., 2010). Adicionalmente, Kim e colaboradores mostraram
que polimorfismos do gene ADCY9 provavelmente afetam a resposta
terapéutica a broncodilatadores de longa duragdo (Kim et al., 2011). Os
fatores ambientais também contribuem de forma significativa para os
episodios de asma (Martinez et al., 2007). Essa influéncia €
fundamentada na grande variagdo da prevaléncia de asma em
populacdes geneticamente semelhantes que habitam ambientes distintos,
assim como em populagdes migratérias, anteriormente saudaveis, que
desenvolveram asma ap6s mudanca de ambiente. Assim, infere-se que
as doencas alérgicas sdo resultantes de uma interacdo genética com
fatores ambientais (Holloway et al., 2010).

Krung e colaboradores, mostraram que o medicamento o SB010,
derivado da enzina ADN especifica para GATA3 pertencente a familia
de fatores de transcricdo GATA, atenuou a tanto a resposta de fase
inicial, quanto a resposta de fase tardia apos provocacdo ao alergeno. A
GATA3 é um importante regulador no desenvolvimento dos linfécitos
T, e induz a secrecdo e interleucinas 4, 5 e 13 pelos linf6citos Th2
(Krung, 2015). Dessa forma, o mapeamento dos genes envolvidos na
asma é fundamental para a identificagdo precoce dos individuos
susceptiveis a mesma, bem como o melhor entendimento de sua
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fisiopatologia e desenvolvimento de novas terapias (Bosco et al., 2010;
Gu & Zhao 2011).

1.2 INFLAMACAO NA ASMA

A inflamagdo brénquica constitui o fator mais importante relacionado
a patogenia da asma. Tal processo inflamatdrio resulta de complexas
interacdes entre diversas células e mediadores inflamatdrios, além de
células estruturais das vias aéreas, dentre elas: mastécitos, linfécitos,
eosindfilos, macréfagos (Pelaia et al., 2012), neutréfilos, fibroblastos,
células endoteliais e musculares (Kay et al., 2005). Este processo pode
causar anormalidades permanentes nas vias aéreas, caracterizando o
processo de remodelamento (Sumi et al., 2007; Holgate et al., 2010).
Uma caracteristica fundamental da asma associada a alergia é a
capacidade de sensibilizacdo das vias aéreas para reconhecer alérgenos
ambientais e gerar uma resposta de células T helper2 (Th2) aos
alérgenos. Observa-se que 40% da populacdo ocidental é atdpica, mas
apenas 7% expressa sua atopia na forma de asma (Beasley et al., 2001).

Primeiramente, em associacdo ao epitélio das vias aéreas e mucosas
existe uma populacdo celular especializada em apresentagdo de
antigenos, sdo as chamadas células apresentadoras de antigenos (APCs).
Estas células expressam receptores do sistema imune e possuem
potencial para capturar e processar alérgenos em pequenos peptideos e,
em seguida, apresenta-los via complexo principal de
histocompatibilidade MHCI e MHCII para o reconhecimento pelos
receptores de célula T (Sallmann, et al.,2011). A absorcdo de alérgenos
nas vias aéreas por células dendriticas (DCs) € um processo ativo e
desempenha papel fundamental no inicio do processo inflamatério da
asma (Hammad & Lambrecht, 2006; Sallmann, et al., 2011). Estas
células estdo estrategicamente localizadas em regifes de entrada de
micro-organismos e antigenos estranhos e em tecidos que podem ser
colonizados por micro-organismo. Tais células, funcionalmente
imaturas, capturam o antigeno e o transportam até a regido das células T
no linfonodo mediastinal, onde promoverdo a diferenciacéo,
proliferacdo e ativacdo de células T CD4* (Upham & Stumbles, 2003).
Este processo pode ser acentuado pela ligagcdo de imunoglobulina IgE a
receptores de alta afinidade presentes nas células dendriticas (Kitamura
et al., 2007). Recentemente, foi demonstrado que os baséfilos também
desempenham importante papel no processo de apresentagcdo do
antigeno e, consequente, proliferacdo e ativacdo de células T CD4* em
um fendétipo Th2 (Nakanishi et al., 2010).
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Os linfécitos T auxiliares CD4+ incluem efetores (Teff), que atuam na
protecdo contra patogenos, e reguladores (Treg), que possuem a fungédo
de suprimir a resposta imune (Cosmi et al., 2011). Recentemente, foi
demonstrado que as células T reguladoras, encontradas em baixo
nimero em asmaticos (Matsumoto et al., 2009), reduzem de maneira
significativa os processos inflamatorio e de remodelamento da asma
(Burchell et al., 2009). Tal efeito pode estar associado a producdo de
interleucina IL-10, visto que em camundongos deficientes nesta citocina
o efeito regulatério das células T ndo foi observado (Katrin et al., 2008).
Os linfécitos contribuem de forma significativa para a imunopatologia
da asma, sobretudo através das células Th2 (Anderson et al., 2002;
Barnes, 2008). Apos o desafio com alérgeno, ha aumento das células T
ativadas e de citocinas Th2, e estudos demonstram que células Th2 estdo
presentes no pulmédo de pacientes com asma, especialmente pacientes
com asma alérgica (Robinson, 1992).

Nos ultimos anos o foco tem sido tentar desvendar os mecanismos
moleculares envolvidos na alergenicidade e sensibilizacdo Th2 (Horner,
2010). As células Th2 produzem citocinas que regulam a sintese de
imunoglobulinas especificas [IgE regulada pela interleucina 4 (IL-4)], o
recrutamento de eosinofilos (IL-5), o recrutamento de crescimento de
mastdcitos (IL-9), secrecdo de muco e diferenciacdo e producédo de IgE
(IL-13) (Holgate, 2010). Na bi6psia brénquica de asmaticos, observa-se
uma ativagdo de mastdcitos e basofilos e infiltracdo eosinofilica,
existindo uma correlagdo positiva entre 0o nimero de linfécitos Th2
presentes nas vias aéreas e a hiperreatividade brénquica e gravidade da
asma (Detoraki et al., 2015). No entanto, 0 mecanismo pelo qual as
células dendriticas participam na diferenciacdo da resposta imune via
Th1 ou via Th2, ndo estd bem estabelecido. Acredita-se que moléculas
co-estimulatorias, como CD80, e de adesdo, expressas na superficie da
celula dendritica influenciam a resposta imune e tém papel essencial na
diferenciacdo da célula Th2, no aumento no nimero de eosinofilos € na
perpetuacdo do processo inflamatério (Schweitzer et al.,1997; Zhu et al.,
2010).

Como ja mencionado, a IL-4 e IL-13 agem sobre os linfécitos B
promovendo sua diferenciacdo e producdo de IgE. Esta, ap6s sua ligacdo
com o0s mastocitos, parece estar envolvida na infiltracdo celular de
eosinofilos e neutréfilos (He & Walls, 1997), e, consequentemente, no
processo inflamatério caracteristico da asma, visto que estimulara tais
células a liberar diversos mediadores tais como: histamina e triptase.
Essa Gltima, além de alterar muitas proteinas da cascata de coagulagdo,
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estimula a proliferacdo de células do mdsculo liso e fibroblastos, sendo
capaz de estimular a sintese de colageno (Bousquet et al., 2000; Kaur et
al., 2006) e de alguns mediadores lipidicos como leucotrienos,
prostandides e citocinas (Bradding et al., 2006).

Apobs a instalagdo do processo inflamatério caracteristico da asma,
ocorre a migracdo de células inflamatérias para o pulméo e vias aéreas.
Uma vez que essas células sdo recrutadas para os pulmdes causam o
desenvolvimento de inflamagdo 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 ndo controlada, mas também sdo
encontrados em grande ndmero no escarro e fluido do lavado
broncoalveolar (Kay, 2005; Lemiere et al., 2006).

Os eosinofilos sdo as principais células inflamatorias envolvidas na
fisiopatologia da asma através da liberacdo de diferentes mediadores:
peroxidase eosinofilica, proteina catidnica eosinofilica, prostaciclinas,
leucotrienos (Kay et al., 2005; Kariyawasam & Robinson et al., 2006;
Uhm et al., 2012), além de diferentes fatores de crescimento como o
derivado de plaquetas (PDGF) (Ohno et al.,1996) e o fator
transformador de crescimento- - (TGF--) (Pincus et al., 1987) que
atuam de forma significativa sobre o processo inflamatorio e,
consequente, remodelamento das vias aéreas. Deste modo, Woodruff e
colaboradores correlacionaram a eosinofilia brénquica tanto a gravidade
da asma quanto a hiperresponsividade bronquica (Woodruff et al.,
2001). Os eosindfilos sdo recrutados para as vias aéreas apds exposi¢do
a um alérgeno, por meio da acdo de diferentes fatores como: citocinas
[IL-3, IL-5 e fator de estimulacdo de colbnias de granuldcitos e
mastdcitos (GM-CSF)], quimiocinas (eotaxina e RANTES) e moléculas
de adesdo [molécula de adesdo intercelular (ICAM-1) e molécula de
adesdo celular-vascular (VCAM-1)] (Lemiere et al., 2006; Siddiqui et
al., 2008) liberados tanto pelas células inflamatérias como pelas
residentes do proprio epitélio das vias aéreas (Zietkowski et al., 2008).
A eosinofilia na asma é estimulada ndo somente por um aumento na
taxa ou frequéncia de divisdo/maturacdo de células progenitoras ja
existentes na circulagdo, mas também por um aumento na producéo de
células progenitoras de eosinéfilos na medula 6ssea, tais como as células
CD34* (Sehmi et al., 2003).
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1.3 REMODELAMENTO NA ASMA

O termo remodelamento foi inicialmente empregado em pacientes
com asma por Huber e Koessler em 1922, que descreveram redugéo
significativa do limen das vias aéreas, hipertrofia mucosa,
espessamento das vias aéreas e grande infiltrado de células inflamatdrias
(Huber & Kaoessler, 1922). Esses achados foram confirmados por
diversos outros estudos que também evidenciaram fibrose subepitelial,
hiperplasia de glandula mucosa, hiperplasia e hipertrofia de
miofibroblastos e desarranjo de células ciliadas (Silva et al., 2008; Li et
al.,2011).

O remodelamento na asma é o termo empregado para descrever o
processo dindmico que leva a mudangas estruturais das vias aéreas e
parénquima pulmonar. Tais alteracbes decorrem de diversos eventos
como proliferacdo e ativacdo celulares, assim como producdo e
degradacdo de matriz extracelular (MEC) (Li et al., 2011). Além das
células inflamatérias recrutadas, elementos mesenquimais como
fibroblastos e miofibroblastos também estdo aumentados em individuos
asmaticos (Gizychki et al., 1997). Embora seja dificil definir
funcionalmente, do ponto de vista estrutural, existem evidencias de que
além da inflamacédo das vias aéreas, alteracdes nos elementos figurados
dessas vias possam contribuir significativamente para a fisiopatologia da
asma (James & Carroll, 2000). Estes parecem desempenhar importante
papel na manutencdo do processo inflamatério e de remodelamento da
asma. Tais tipos celulares sdo capazes de produzir citocinas, fatores de
crescimento, além de diversos componentes da MEC, tais como: fibras
colagenas, elasticas e reticulares, laminina, fibronectina, proteoglicanos
e glicosaminoglicanos. Deste modo, fica evidente que ambos os tipos
celulares contribuem para os processos de fibrose subepitelial e
peribrénquica caracteristicos da asma (Morishima et al., 2001).

Até 0 momento, os fatores que iniciam e perpetuam o remodelamento
das vias aéreas na asma ndo sdo totalmente conhecidos. O
remodelamento inclui danos epiteliais, espessamento da membrana
basal reticular, hiperplasia e hipertrofia da musculatura lisa, hiperplasia
das células caliciformes epiteliais, neoformacgdo vascular e nervosa e
deposicdo de proteinas na matriz MEC (Ko et al.,, 2005). Essas
alteracdes tém atraido interesse devido a observacdo de que sdo
pobremente controladas com estratégias terapéuticas anti-inflamatdrias
(Busse et al., 2004).

Diversos fatores de crescimento e mediadores inflamatorios
participam do processo de remodelamento. Nesse contexto, o TGF-$
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tem o potencial de estimular fibroblastos e induzir a fibrose subepitelial
(Doherty & Broide, 2007). Alguns fatores de transcrigdo como o fator
de transcri¢do nuclear kB (NF-kB) tém papel importante na patogénese
do remodelamento da via aérea. Broide e colaboradores mostraram que
camundongos que possuem reducdo seletiva de quinase inibidora do
IKB (Ikk), necessaria para a ativacdo do NF-xB, apresentaram uma
diminuicéo significativa da fibrose peribrénquica, do nivel de TGF-p no
fluido do lavado bronco-alveolar, da producdo de muco e infiltracdo
eosinofilica (Broide et al., 2005).

As mudancas estruturais e funcionais mais importantes na
microcirculacdo das vias aéreas ocorrem a partir do brotamento em
vasos pré-existentes. A angiogénese é um fendmeno importante presente
no processo de remodelamento (Zanini et al., 2010). O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), também conhecido como fator
de permeabilidade vascular, tem papel fundamental na fisiopatologia da
angiogénese. Além disso, o VEGF possui outras fungdes importantes
como proliferagdo e migracdo celular endotelial, vasodilatacdo, aumento
da permeabilidade vascular, proliferacdo das células da musculatura lisa
e migracdo de mastdcitos, eosinéfilos e baséfilos (Ribatti et al., 2004).

Apesar de serem consideradas células fixas da MEC, os fibroblastos
tém capacidade proliferativa, sendo um dos principais precursores dos
miofibroblastos (Vignola et al., 2003). Adicionalmente, estudos recentes
tém sugerido que também os fibrécitos, uma populagdo de células
progenitoras circulantes derivadas da medula 6ssea, podem dar origem
aos miofibroblastos contribuindo para o remodelamento (Hughes et al.,
2003; Schimidt et al., 2003; Wang et al., 2008; Saunders et al., 2009).
Na fibrose pulmonar ja foi evidenciado que o numero de fibrécitos
circulantes é um importante indicador de mau prognéstico (Moeller et
al., 2009).

Estudos demonstraram que a musculatura lisa das vias aéreas também
pode contribuir para a perpetuacdo da inflamacdo tissular das mesmas
em asmaticos, ja que as células musculares lisas podem agir como
celulas inflamatdrias através de sua aumentada capacidade de produzir
citocinas e quimiocinas (Vermeer et al., 2003; Panettierie et al., 2008;
Doeing et al., 2013). Em um estudo James sugere que o aumento do
musculo e a alteracdo de sua funcdo durante a asma sejam componentes
importantes para a hiperresponsividade que caracteriza esta doenca
(James, 2005). O paciente asmatico pode apresentar a obstrucao das vias
aéreas, devido a contracdo da musculatura lisa brénquica, em dois
momentos distintos, imediatamente ao contato com o alérgeno,



35

instalando-se em poucos minutos e com duracdo de até 2 horas
conhecido como fase imediata da doenca ou tardiamente, ocorrendo
apos 3 horas do primeiro contato com o alérgeno, conhecido como fase
tardia da asma (Stumbles et al., 1998; Vieira et al., 2007a)

Contudo diversos estudos, com o objetivo de identificar alteracbes
celulares e moleculares na musculatura lisa das vias aéreas, que possam
ser responsaveis por tais caracteristicas na doenca, tém sido realizados,
mas tais mecanismos ainda permanecem obscuros. Tais fatores também
sdo observados em pacientes asmaticos e em estudos experimentais,
sugerindo que o remodelamento bronquico € devido & liberacdo de
diversos fatores inflamatdrios, de crescimento celular e de liberacdo de
citocinas (James, 2005; Johnson & Knox, 1997; Vieira et al. 2007b).

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 broncoespasmo e controle da
inflamacdo, bem como o0 aumento nas dosagens dos medicamentos ja
utilizados ou substituicdo dos mesmos. A manutencdo dos sinais e
sintomas da doenga por um periodo de pelo menos trés meses, da direito
ao paciente regredir a utilizagdo de medicamentos de combate para o
passo anterior (Hoshino et al., 2009).

Os medicamentos para o tratamento da asma incluem os agonistas 2
seletivos, os glicocorticoides, os anticolinérgicos, os antagonistas de
receptor de leucotrienos, as metilxantinas, mais recentemente, o
anticorpo monoclonal anti-IgE, e outros anticorpos monoclonais que
atuam em citocinas especificas (Hoshino et al., 2009). Medicamentos
esteroides para o tratamento de asma apresentam-se como objeto de
intenso estudo nas Ultimas trés décadas, seus mecanismos de acdo, sua
estrutura, regulacdo e receptores atualmente sdo muito mais
compreendidos e pesquisados (Barnes, 2006). A utilizagdo de
corticosteroides figura como a principal classe de medicamentos
empregada por seus beneficios anti-inflamatérios para o tratamento da
asma. Entretanto, além de uma parcela importante de pacientes
asmaticos apresentar resisténcia adocdo de corticoides como forma de
tratamento da doenca, um acentuado grau de remodelamento esta
presente em individuos cuja causa de oObito foi & asma e faziam
regularmente o uso destes medicamentos (Kay, 2005).
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Ademais, mesmo o0s glicocorticoides modernos apresentam ainda
efeitos colaterais relacionados a sua utilizagdo cronica (Barnes, 2006).
Assim, fica claro que os corticoides sdo a maneira mais efetiva de
tratamento para pacientes asmaticos, entretanto seus efeitos adversos
exigem esforgos para se desenvolver esteroides com potenciais efeitos
colaterais reduzidos e/ou identificagdo de substancias capazes de
substitui-los no tratamento dessa doenca.

Assim, o desenvolvimento de novas terapias para a asma grave deve
estar intimamente relacionado a cada individuo, a fim de identificar os
pacientes que podem ser mais ou menos beneficiados de acordo com
cada intervencdo terapéutica (Thomson et al., 2011). Além disso, ndo ha
terapia disponivel capaz de reverter 0 processo de remodelamento
pulmonar, que continua sendo visto como um alvo para as novas
estratégias terapéuticas (Li et al., 2011). As citocinas desempenham um
papel critico no desenvolvimento da inflamacdo crénica em diversas
doencas, incluindo a asma (Chung & Barnes, 1999) o que leva a uma
busca intensiva para terapias mais especifica & doenca, e inibidores de
citocinas e quimiocinas, tornam-se figuras chaves nessa nhova
abordagem terapéutica (Barnes, 2000).

Existem varias abordagens possiveis para inibir citocinas especificas
(Barnes, 1999; Barnes, 2000). Recentemente, pesquisadores tem
mostrado a eficacia de novas terapias, o mepolizumabe, um anticorpo
monoclonal que se liga e inativa a IL-5, foi eficaz em diminuir
exacerbagdes em pacientes com asma severa eosinofilica (Samitas K, et
al., 2011; Walsh, 2012). Estes pacientes representam um desafio, ja que
a Unica estratégia de tratamento sdo os glicocorticoiodes. Por outro lado,
ja foi demonstrado que o tratamento em paralelo com o mepolizumabe
pode permitir a diminuicdo das doses de corticoides, garantindo a
eficacia do tratamento (Bel et al., 2014; Ortega et al., 2014).

Outro anticorpo monoclonal que tem demonstrado ser eficaz no
tratamento da asma é o Dupilumab, capaz de inibir a IL-4 e sinalizacdo
de IL-13. Em um estudo com pacientes com elevados niveis de
eosinofilos, o Depilumab diminuiu o nimero de exacerbagbes induzida
pela retirada do corticoide (Wenzel et al., 2013). O Lebrikizumab,
anticorpo monoclonal bloqueador de IL-13, capaz de inibir sua
sinalizacdo, foi testado em pacientes asmaticos ndo controlados, e
reduziu a taxa de exacerbacbes e melhorou o FEV1 destes pacientes
(Hanania et al., 2015).

Nesse sentido, a resposta inflamatéria no pulmdo tem sido
amplamente compreendida, € € um mecanismo pelo qual o corpo
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responde e se protege de eventos infecciosos e nao infecciosos, através
de mecanismos que podem ser inespecifico ou antigeno especifico. A
resposta inflamatdria é geralmente protetora, mas tem potencial de
causar lesbes no tecido incluindo as vias aéreas e levar alteracdes
cronicas e irreversiveis. Novas abordagens para a terapia baseiam-se em
diminuir o processo inflamatério decorrente da asma, diminuindo assim
0 remodelamento tecidual e tornar o paciente menos responsivo a
fatores desencadeantes.

Contudo, fornecer um resumo de evidéncias sobre cuidados com a
asma ndo é suficiente para mudar os resultados; existe agora uma forte
base de evidéncias sobre métodos eficazes (e ineficazes) para
implementacdo de diretrizes clinicas e alcancar a mudanca de
comportamento dos profissionais de salde e pacientes (Boulet et al.,
2012). Recomendagc@es baseadas em evidéncias devem ser apresentados
de uma forma que é ao mesmo tempo acessivel e relevante para os
clinicos, e integradas em estratégias que Ss30 viaveis para 0s
profissionais de salde para usar em sua pratica clinica ocupado. Por
isso, o relatdrio GINA, se concentra ndo s6 forte evidéncia existente
sobre 0 que o tratamento deve ser recomendado, mas também sobre a
clareza da linguagem e sobre a inclusdo de ferramentas clinicas (baseada
em evidéncias). As recomendacdes sdo agora apresentadas de uma
forma amigavel, com linguagem clara, ferramentas clinicas e
fluxogramas. O resultado é um relatério que é como manual pratico, que
pode ser adaptado para, sistema local social, étnica salde e as condigdes
regulamentares para as diretrizes nacionais. (Renddel et al., 2015).

1.5 SISTEMA ENDOCANABINOIDE E RECEPTORES CB1 E CB2

Blalock (1984) propds que o sistema imune, além da sua funcdo na
defesa do organismo, atuaria como um Orgdo sensorial especial;
servindo neste caso, para detectar estimulos que nao poderiam ser
ouvidos, vistos, cheirados, degustados ou sentidos (Blalock, 1984).
Especificamente, ele sugeriu que o sistema imune poderia funcionar
como um ‘’Sexto Sentido’’ capaz de detectar e¢ levar o organismo a
responder a organismos invasores tais como patdgenos ou a presenca de
tumores ou alérgenos. Por ter grande sensibilidade e especificidade
sabe-se hoje que esse ’6rgdo sensorial’’, mobiliza o corpo a responder
prontamente a esses desafios; esta capacidade sensorial tem seu
fundamento nas bases moleculares das interacGes entre os sistemas
imune e neuroenddcrino ja que os leucdécitos individualmente ndo estdo
diretamente conectados ao SNC (Blalock, 2005).
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Esta distribuicdo ubiqua de receptores e seus ligantes é de vital
importancia para o estabelecimento da comunicagéo bidirecional entre
estes grandes sistemas. O sistema endocanabindide se encaixa
perfeitamente no contexto das bases moleculares das interacfes imuno-
neuroendécrinas. Vem sendo demonstrado que 0 sistema
endocanabindide tem um amplo espectro de influéncias sobre os
circuitos neuronais excitatério e inibitorio, principalmente devido a
larga distribuicdo de receptores canabindides (Rodriguez de Fonseca et
al., 2005).

De fato, um receptor especifico para os canabindides foi clonado e
caracterizado em 1990. Um segundo receptor foi identificado nos anos
seguintes. O Comité para Nomenclatura de Receptores e Classificacdo
de Drogas da Unido Internacional de Farmacologia e Terapéutica
Experimental (International Union for Pharmacology and Experimental
Therapeutics - IUPHAR) denominou esses receptores, pela ordem de
descoberta, em receptores canabindides do subtipo 1 (CB1) e subtipo 2
(CB2) (Howlett et al, 2002).

O primeiro é responsavel pelos efeitos centrais dos canabindides,
enquanto o segundo deve mediar efeitos periféricos. Ambos sdo
receptores acoplados a uma proteina G que, quando ativada, inibe a
enzima adenilato ciclase, aumenta a atividade de canais de potassio e
inibe canais de calcio, modulando a liberacdo de outros
neurotransmissores (Piomelli et al, 2003). Desta forma, vem sendo
demonstrado que os (endo) canabindides sdo capazes de modelar a
atividade do sistema imune (Klein et al., 2003).

A partir desta descoberta foi demonstrado que esses receptores estdo
amplamente distribuidos por todo o Sistema Nervoso Central (SNC)
sendo o subtipo de receptor CB1 aquele com a maior expressao entre
todos os receptores ligados a proteina G no cérebro (Herkenham et al.,
1991; Mailleux & Vanderhaeghen, 1992; Glass et al.; 1997). De fato, o
receptor CB1 esta presente em todas as regides do SNC incluindo o
cortex, o hipocampo, o cerebelo, os génglios da base, a amigdala, o
tronco encefélico, o hipotdlamo e a pituitaria (Hashimotodani et al.;
2007). Fora do SNC, o receptor CB1 também esta expresso no coracao,
figado, rins, baco, células imunes, intestino, testiculos e ovarios
(Pertwee, 2004); estando expresso também em células do sistema
imune, apresentando-se aqui uma expressdo menor que aquela do
receptor CB2 (Klein et al.; 1998). Neste sentido, devido a expressdo
predominante de receptor CB1 no SNC, ele é geralmente referido como
0 receptor canabindide cerebral (Breivogel & Childers, 1998).
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Logo o receptor CB2 foi caracterizado na periferia (macréfagos e
baco) um segundo tipo de receptor canabindide, o receptor CB2 (Munro
et al.; 1993). Mostrou-se em especial a expressdo predominante deste
receptor em células B, células T e macrdfagos, assim como no baco e no
timo de camundongos (Schatz et al., 1997). O receptor CB2 foi descrito
por muito tempo como sendo o receptor canabindide periférico.
Mostrou-se que as sub populacdes celulares do sangue humano
apresentam diferentes graus de expressdo de receptores CB2, como
segue: células B > células NK > monécitos > neutrdfilos >células T
CD8 > células T CD4 (Galiegue et al., 1995).

Os dados de literatura ainda apresentam controvérsias a respeito da
expressao de receptores CB2 no SNC. Ha dados substanciais indicando
a expressdo de receptores CB2 na micrdglia e o aumento da sua
expressdao em condi¢Oes neuroinflamatorias, inflamagdo periférica e
nocicepcdo (Atwood & Mackie, 2010). No entanto, ndo ha evidéncias
indicativas de expressdo de receptores CB2 em neurbnios. Atualmente
alguns trabalhos conseguiram mostrar pequenas quantidades deste
receptor expressas em areas como: tronco encefalico, cerebelo, cortex,
hipocampo, talamo, hipotalamo, dentre outros, e ainda que, em
determinadas condigdes, a expressdo deste receptor estd aumentada
(Atwood & Mackie, 2010).

1.6 CANABIDIOL

O canabidiol (CBD) pode ser considerado um velho canabindide
derivado da Cannabis sativa. O isolamento do CBD, o principal
canabindide ndo-psicotrépico da maconha, aconteceu em 1940 (Adams
et al., 1973) e a caracterizacdo da sua estrutura molecular ocorreu em
1963 (Michoulam & Shvo, 1963). Mesmo ap6s a caracterizacdo de sua
estrutura molecular, poucos estudos farmacolégicos foram realizados
utilizando o CBD. Na década de 70 o grupo do Prof. Dr. Carlini foi
responsavel por um consideravel nimero de publicacdes avaliando os
efeitos anti-epiléticos do CBD e, também, os efeitos da interacdo do
CBD com o 89-Tetrahidronabinol (THC) (Carlini et al., 1973; Karniol &
Carlini, 1973). No entanto, era notério que o CBD ndo apresentava
efeitos farmacolégicos similares aos do THC, o que gerou desinteresse
da comunidade cientifica nesta molécula. Somente quando se descobriu
0 sistema endocanabindide, no inicio da década de 90, foi que se
comegou a entender a diversidade de mecanismos de acdo do CBD e,
entdo, a partir dos anos 2000, um grande numero de publicacdes
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apontam os potenciais efeitos terapéuticos desse farmaco (Zuardi,
2008).

A composi¢do quimica da Cannabis tem sido estudada por muitos
anos. Aproximadamente 500 compostos foram identificados na planta
destacando-se:  terpenos, acUcares, hidrocarbonetos, esterdides,
flavonoides, compostos nitrogenados, aminodacidos, entre outros
(Radwan et al., 2008). Entre os compostos presentes na Cannabis,
ressaltam-se os canabindides que séo 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 sdo encontradas no caule e raiz e nenhuma
nos frutos (De Backer et al., 2009).

Até 2008, 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 A9-tetraidrocanabinol (A9-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 realizados com o objetivo de identificar possiveis
relagfes entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica apresentada
por estes compostos. Na década de 70, varios canabindides foram
isolados e sintetizados e as principais rotas de sintese e biossintese
foram elucidadas (Brenneisen, 1993).

Os canabindides sdo biossintetizados pelo metabolismo da planta na
forma de &cidos carboxilicos. Os tipos mais comuns encontrados sdo o
acido A9-tetraidrocanabindlico A (THCA), &cido canabididlico (CBDA)
e 0 &cido canabigerélico (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 CO2, sob
influéncia de luz, calor, estocagem prolongada ou quando a Cannabis é
consumida, resultando em seus andlogos neutros correspondentes: A9-
THC, canabidiol (CBD) e canabigerol (CBG). A conversdo mais
importante é a transformagcdo do THCA em A9-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& séo
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descritos por exercer um potente efeito anti-inflamatdrio,
imunomodulador, e analgésico (Cunha et al., 1980, Thakur et al., 2005).
Também tém sido demonstrados que seus efeitos como
imunomodulador sdo bem tolerados em seres humanos (Pertwee, 2004).
Além disso, a administracdo de CBD em um modelo animal da doenga
de Alzheimer demonstrou um aumento significativo na sobrevida dos
animais, supostamente por uma combinacdo de acdes neuroprotetoras,
antioxidantes e antiapoptoéticas (luvone et al., 2004).

O numero de publicacdes sobre 0 CDB aumentou consideravelmente
nos ultimos anos e sustenta a ideia de que o CBD possui uma gama de
possiveis efeitos terapéuticos. Em 1980 ja foi demonstrado que o
canabidiol diminuia crises epiléticas em individuos com diagnostico de
epilepsia focal temporal com generalizacdo secundaria. Cunha
acompanhou por 4 meses 15 pacientes diagnosticados com epilepsia, e 8
destes, receberam 200 a 300 mg de canabidiol e os outros receberam
placebo. Quatro dos individuos que receberam canabidiol ficaram livres
de crises, 3 melhoraram e em 1 a substincia ndo modificou as crises
epilépticas. Os 7 individuos que receberam placebo ficaram com suas
crises inalteradas (Cunha, 1980). A partir disso, o canabidiol tem sido
alvo de estudo em diversas patologias diferentes, e recentemente uma
revisdo de Zhortnitsku and Potwin, nos mostra que até 2012 haviam
publicados 18 ensaios clinicos envolvendo a administracdo de CBD,
incluindo estudos de esclerose multipla (seis estudos), esquizofrenia e
mania bipolar (quatro estudos), de ansiedade social (dois estudos), dor
neuropética e cancer (dois estudos), cancer e anorexia (um estudo), a
doenca de Huntington (um estudo), insdnia (um estudo) e epilepsia (um
estudo) (Zhornitsky and Potwin, 2012).

E ainda existe uma gama de estudos mostrando seu potencial em
modelos associados a resposta inflamatdria. Evidéncias de melhora em
modelo de diabetes (Wheal et al., 2015), na doen¢a inflamatéria
intestinal (Doenca de Crohn) (Naftali et al.,, 2014), diminuicdo da
inflamac&o em modelo de injuria pulmonar (Ribeiro et al., 2012). Assim
devido aos seus efeitos benéficos em diversas patologias e sua baixa
toxicidade em seres humanos e outras espécies (Rosenkrantz et al; 1981)
e seu efeito psicoativo ser observado apenas por via intravenosa (Thakur
et al., 2005) o CBD vem sendo amplamente avaliado, e devido a seus
efeitos descritos como anti-inflamatério, imunomodulador representa
um candidato promissor ao tratamento de asma.

E compreensivel que um farmacologista ao observar esta miriade de
acbes farmacoldgicas em diversos modelos animais, questione a
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possibilidade do uso de tal molécula na clinica. No entanto, é importante
ressaltar que o CBD se mostrou extremamente seguro em humanos e
vem sendo testado clinicamente, de forma preliminar, para o tratamento
de desordens de ansiedade, psicoses e desordens do movimento. Ha
evidencias pré-clinicas que permitem iniciar estudos em humanos no
tratamento de diabetes, isquemia, e céncer. Atualmente, um
medicamento chamado de Sativex®, a base do CBD e THC, vém sendo
comercializado e utilizado na clinica em paises como Reino Unido,
Espanha, Alemanha, Dinamarca, Nova Zelandia e Canada. As
indicagBes de Sativex® sdo: espasticidade em pacientes com esclerose
multipla, dor em pacientes com cancer e dor neuropatica, além de outras
indicagdes tais como artrite reumatoide, disfuncdo urinaria, anorexia e
caquexia devido ao cancer e AIDS, e nduseas e vOmitos em pacientes
submetidos a quimioterapia. Desta forma, ha evidencias substanciais
gue suportam o aprofundamento de estudo das a¢cdes do CBD em outros
modelos animais de doengas. (Ribeiro et al., 2015)

Ademais, apesar dos avancos no entendimento da fisiopatologia da
asma e da introducdo de novas intervencdes terapéuticas (Singh et al.,
2010; Papierniak et al.,, 2013) a terapia medicamentosa com
corticosteroides, isoladamente ou em associagdo com agonistas B2-
adrenérgicos, permanece como a mais efetiva e de primeira escolha para
tal doenca respiratéria (Papierniak et al., 2013). A intervencdo anti-
inflamatdria precoce com corticosteroides minimiza 0 processo
inflamatdrio caracteristico da asma e pode retardar o desenvolvimento
das alteracbes histologicas e estruturais irreversiveis nas vias aéreas
(Miller et al., 2006; Singh et al., 2010), porém nao as previne (Chatkin
et al., 2003, Boulet et al., 2000; Barnes et al., 2010).

Sabendo que a interacdo entre as células da resposta imune e o contato
com antigenos representa um momento crucial da fisiopatologia de
doencas inflamatorias e define a gravidade das manifestacdes clinicas e
da propria sobrevida ou ndo do paciente, é 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 contexto, como o remodelamento decorre do processo
inflamatdrio, bem como da falta de reparo adequado das vias aéreas, a
terapia ideal para a asma deveria atuar simultaneamente sobre ambos os
processos. Deste modo, buscamos avaliar o efeito terapéutico do
Canabidiol diante de parémetros inflamatérios e de remodelamento
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pulmonar em um modelo animal de asma induzido através de
Ovalbumina. Este entendimento faz-se necessario visto que podera
nortear as condutas clinicas no sentido de oferecer uma abordagem
terapéutica eficaz em individuos com asma, ndo responsivas as terapias
farmacoldgicas convencionais.
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2 OBJETIVOS GERAIS

Determinar se o tratamento com Canabidiol pode atuar na reducdo da
inflamacdo e do remodelamento e, consequentemente, uma melhora
funcional em modelo experimental de asma alérgica.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar a mecénica respiratoria (elastancia estatica e
hiperresponsividade) em animais submetidos ao modelo de asma e
tratados com o CBD, ou juntamente com o antagonista de CB1 ou CB2;

- Avaliar os niveis de citocinas no tecido pulmonar e lavado
broncoalveolar em animais submetidos a0 modelo de asma e tratados
com 0 CBD, ou juntamente com o antagonista de CB1 ou CB2;

- Avaliar a expressao de receptores de canabidiol e metaloproteinases
no tecido pulmonar animais submetidos ao modelo de asma e tratados
com 0 CBD, ou juntamente com o antagonista de CB1 ou CB2;

- Confirmar o efeito do CBD em soro de Ratos submetidos ao modelo
animal de asma.
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3 MATERIAIS E METODOS

Deve-se ressaltar que todos os animais receberam cuidados de acordo
com os “Principios de Cuidados para Animais de Laboratorio”
formulado pela Sociedade Nacional para Pesquisas Médicas aprovada
pelo Conselho da Sociedade Americana de Fisiologia, e todo o projeto
serd executado dentro das normas estabelecidas pelo COBEA (Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal) para pesquisas utilizando
animais. E os mesmos foram aprovados aprovado pela Comissdo de
Etica em Pesquisa da Universidade antes de sua execucio, sob o niimero
de protocolo 02/2011 e 021-2014-02.

3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados Camundongos fémeas da linhagem
Balb/c, com aproximadamente 4 semanas de vida, pesando
aproximadamente 25g, acondicionados em 5 por gaiola, procedentes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, para as avaliagcbes de mecénica
respiratoria (elastancia estatica e hiperresponsividade), os niveis de
citocinas no tecido pulmonar e lavado broncoalveolar e a expresséo de
receptores de canabidiol e metaloproteinases no tecido pulmonar. Ratos
Wistar foram usados para quantificacdo dos niveis de citocinas em soro,
pesando entre 250-300g, acondicionados 5 por gaiola, procedentes da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais permaneceram
em um ciclo de claro e escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) livre acesso
a comida e agua. O ambiente é mantido a temperatura de 23 + 1°C.

3.2 MANIPULACAO DOS ANIMAIS

Durante os experimentos, os animais foram manipulados por pessoas
qualificadas para tratar esses animais de maneira humanitéria evitando
dores e estresse desnecessarios a estes animais. Ao final dos
experimentos, os animais foram mortos sob estrita obediéncia as
prescri¢Bes cientificas. Todos os animais durante ou apds a realizacdo
dos experimentos, receberam cuidados especiais, e ndo foi aceito
qualquer tipo de abuso ou crueldade desnecessaria uma vez que o
animal é dotado de sensibilidade, de memdria e que sofre sem poder
escapar da dor. Para isso, os estudos foram realizados de maneira a obter
0 maximo de informagOes utilizando-se 0 menor ndmero possivel de
animais.
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Capitulo I — Avalia¢6es em Camundongos Balb/C

3.3 INDUGCAO DO MODELO ANIMAIL DE ASMA

3.3.1 Sensibilizacéo

Nos grupos asma os animais foram sensibilizados, utilizando-se
protocolo sem adjuvante, por meio de sete injecdes intraperitoneais de
10 - g de ovalbumina diluida em 0,1 ml de solugo salina estéril durante
7 dias alternados. O grupo Controle recebera apenas solugdo salina.

3.3.2 Desafio Intratraqueal

Quarenta dias ap6s o inicio da sensibilizacdo, foi realizado o
provocacdo intratraqueal. Para tal, cada animal foi, inicialmente,
anestesiado com Sevoflurano inalatério, e sua traqueia foi exposta
através de uma incisdo longitudinal de 0,5 cm no meio da regido
cervical. O desafio foi realizado instilando-se 20 - g de ovalbumina
diluida em 20 - I de salina estéril, intratraquealmente. Posteriormente, a
incisdo cervical foi fechada com fio de seda 5.0, e os camundongos
depois de recuperados completamente da anestesia, foram colocados em
gaiolas individualizadas e microisoladoras. Esse procedimento foi
realizado trés vezes com intervalo de trés dias entre eles. Os grupos
controle receberam salina utilizando no mesmo protocolo (Xisto et al.,
2005; Abreu et al., 2011).

rttrttrtt h hd 1 b
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——e Desafios Vﬁ Avaliagoes

Figura 1: Escala temporal dos procedimentos experimentais

3.4 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

1- Grupo controle (CRTL) — os animais foram sensibilizados e
desafiados com solugdo salina, e foram tratados (no mesmo dia
dos desafios) com solucdo salina por via intraperitoneal (n=10);
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2- Grupo Asma (OVA) — os animais foram sensibilizados e
desafiados com ovalbumina, e foram tratados (no mesmo dia
dos desafios) com solucéo salina por via intraperitoneal (n=10);

3- Grupo Asma + CBD (5mg/kg) (OVA5) - os animais foram
sensibilizados e desafiados com ovalbumina, e foram tratados
(no mesmo dia dos desafios) com solucdo de CBD diluido em
tween 80% por via intraperitoneal na dose de 5mg por kg de
peso do animal (n=10);

4- Grupo Asma + CBD (10mg/kg) (OVA10) - os animais foram
sensibilizados e desafiados com ovalbumina, e foram tratados
(no mesmo dia dos desafios) com solucdo de CBD diluido em
tween 80% por via intraperitoneal na dose de 10mg por kg de
peso do animal (n=10);

5- Grupo Asma + CBD (10mg/kg) + anti-CB1 (AntiCB1)- os
animais foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina,
foram tratados (no mesmo dia dos desafios) com solugéo de
CBD diluido em tween 80% por via intraperitoneal na dose de
10mg por kg de peso do animal, e receberam no mesmo
momento do tratamento a administracdo do antagonista do
receptor CB1 (n=10);

6- Grupo Asma + CBD (10mg/kg) + anti-CB2 (AntiCB2) - os
animais foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina, e
foram tratados (no mesmo dia dos desafios) com solugéo de
CBD diluido em tween 80% por via intraperitoneal na dose de
10mg por kg de peso do animal, e receberdo junto com o
tratamento a administragdo do antagonista do receptor CB2
(n=10);

7- Grupo Asma + CBD (10mg/kg) + anti-CB1 e anti-CB2
(AntiCB12) - os animais foram sensibilizados e desafiados com
ovalbumina, e foram tratados (no mesmo dia dos desafios) com
solucdo de CBD diluido em tween 80% por via intraperitoneal
na dose de 10mg por kg de peso do animal, e receberdo junto
com o tratamento a administracdo do antagonista do receptor
CB1 e CB2 (n=10).

Ap6s sensibilizacdo e provocacdo com OVA ou salina, 0s animais
foram avaliados quanto mecanica respiratoria, parametros inflamatérios,
analise histologica e expressdo de receptores.
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3.5 TRATAMENTOS (Drogas e Doses)

Os animais receberam Canabidiol via intraperitoneal, nos dias em que
foram expostos ao desafio intratraqueal com OVA ou salina, antes de
submetidos a provocacédo, e o grupo controle solucdo salina no mesmo
volume.

Quando avaliados com a administracdo do antagonista de CB1 ou
CB2, os animais receberam o antagonista pertinente meia hora antes da
administragdo do CBD conforme descrito na literatura (Hassanzadeh &
Rostami, 2014; Mansouri et., al 2014).

- CBD: Canabidiol derivado da Cannabis sativa (5mg/kg ou 10
mg/kg — diluido em 2% de tween 80%, em salina preparado no
momento da administracdo e protegidos de luz (Zuardi et al.; 2006).

- AM251:; antagonista do receptor CB1 (3mg/kg — diluido em
tween 80% e salina) (Hassanzadeh & Rostami, 2014).

- AMG630: antagonista do receptor CB2 (3mg/kg — diluido em
2,5% DMSO) (Mansouri et., al 2014).

As solucbes foram preparadas imediatamente antes da utilizagéo e
foram protegidas da luz durante a sessdo experimental.

3.6 MECANICA RESPIRATORIA

Vinte e quatro horas ap6s o Ultimo dia de treinamento, os animais
foram sedados com diazepam (1 mg i.p.), em seguida pesados (balanga
Filizola, modelo BR, fabricada pela industria Filizola SA, SP, Brasil) e
entdo anestesiados com tiopental [Tiopental sodico (20 mg /Kg i.p)].
Essa dose é o suficiente para manter o animal em plano anestésico
(supressdo do reflexo corneo-palpebral) por uma hora.

Os animais em plano anestésico foram colocados em uma pequena
mesa sob foco cirlrgico em declbito dorsal, sendo seus membros
fixados com esparadrapo. Os membros superiores foram mantidos
horizontalmente abduzidos a 90 graus em relagdo ao corpo, e 0s
membros inferiores estendidos em diagonal. Ap6s o posicionamento
cirdrgico, foi realizado traqueostomia com a introducdo do jelco 20G
com 32 mm de comprimento e 0,8 mm de didmetro interno, sendo a
canula fixada a traqueia por meio de fio de algodéo.

A canula traqueal do animal foi conectada a um pneumotacégrafo para
pequenos animais (Mortola e Noworaj,1983) para medida do fluxo
aéreo (V’). Esse consistiu em uma cénula metalica com duas saidas
laterais com as seguintes caracteristicas: diametro interno igual a 1,5
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mm, comprimento igual a 4,2 cm e distancia entre as saidas laterais
igual a 2,1 cm.

A diferenca de pressdo (P) através do pneumotacografo foi
determinada utilizando um transdutor diferencial de pressdo (UT-PDP-
0,2, SCIREQ, Montreal, QC, Canada). Essa forma de medir fluxo aéreo
além de bem simples, é adequada, visto que em animais de pequeno
porte, os fluxos e as dimensdes traqueais reduzidas sdo responsaveis
pela existéncia de fluxo laminar e, portanto, o fluxo aéreo pode ser
medido de acordo com a lei de Poiseuille, onde a diferenca de pressédo
entre as saidas laterais do pneumotacdgrafo ¢ proporcional ao V’. O
volume (V1) mobilizado foi obtido por integracdo digital do sinal de
fluxo.

Através de outra saida lateral, a via aérea foi conectada a outro
transdutor diferencial de pressdo (UT-PDP-300, SCIREQ, Montreal,
Canada) para medida da pressdo traqueal (Ptr). A existéncia de
mudangas abruptas no didmetro do circuito (da traquéia até a
extremidade da tubulagdo) evitard erros de medida de resisténcia ao
fluxo (Chang e Mortola, 1981). O volume corrente (V1) mobilizado foi
obtido por integracdo digital do sinal de fluxo.

A calibragdo dos transdutores de pressdo foi realizada com o auxilio
de um tubo em “U”, contendo agua destilada. A aferi¢do foi realizada
antes de cada experimento para assegurar a confiabilidade do registro.

O espago morto da montagem foi de 0,1 mL. Para computa-lo foi
pesado o conjunto de equipamentos utilizados entre a via aérea do
animal e o ventilador (canula traqueal, tubo em “T”, pneumotacdgrafo e
conexdes de borracha) vazio e cheio de agua. A diferenca de peso
permitiu saber o volume de 4gua e, portanto, o volume do espagco morto
do sistema. Para fechar as saidas do conjunto e enche-lo de agua, foi
usado massa de modelar, que também foi pesada, junto com os demais
equipamentos.

Os animais tiveram sua musculatura paralisada ap6s a administracdo
de brometo de vecurbnio (0,005 mg/kg i.v). A ventilagdo artificial foi
instituida por um ventilador mecénico para pequenos animais (Samary
VR15, Universidad de La Republica, Montevidéu, Uruguai), acoplado a
outra extremidade do pneumotacdgrafo. O modo instituido foi uma
ventilacdo controlada a volume, com volume corrente (V1) de 0,2mL e
frequéncia de 100 incursdes respiratérias por minuto (irpm). A relacéo
I:E serd de 1:2 e a fracdo inspiratéria de oxigénio (FiO2) de 0,21.

Apbs a adaptacdo ao respirador, os animais foram submetidos a
incisdo cirdrgica por tesoura na linha média no abdémen justo abaixo do
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apéndice xifdide. A incisdo foi estendida, superficialmente, ao longo da
parede torécica sobre o esterno, sendo, entdo a pele do animal retirada
por tracdo lateral. A seguir, a incisdo, a incisdo abdominal foi estendida
lateralmente, para a esquerda e para a direita, sequindo o bordo inferior
das costelas, até atingir a linha axilar anterior, bilateralmente. Com a
cavidade abdominal aberta, foi possivel visualizar o diafragma, que foi
perfurado e secionado segundo a mesma orientacdo da abertura da
parede abdominal. Imediatamente antes da perfuracdo do diafragma, foi
instalado pressdo positiva ao final da expiracdo (PEEP) de 2 cmH>0
(Saldiva et al., 1992). A utilizacdo da PEEP evitarao colapso alveolar e
0 desenvolvimento da atelectasia resultante da retirada da parede
toracica.

Apbs a retirada do diafragma, a parede toracica foi removida por trés
cortes longitudinais bilaterais ao nivel da linha axilar anterior, em toda a
sua extensdo, e corte superior, abaixo da clavicula. O ventilador foi
ajustado previamente para gerar, quando desejado, uma pausa de 5
segundo ao final da inspiracdo. Cuidados forma tomados para a
manutencdo do volume (V1= 0,2 mL) e do fluxo (V’ = 1 mL/s)
constantes em todos os animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes
fluxos, volumes e duragdo da inspiracdo nas varidveis medidas (Kochi et
al., 1998a, 1998 b).

Durante os experimentos foi evitado ao maximo a manipulacdo da
canula tarqueal com aspiragdes e insuflacdes, para eliminar possiveis
interferéncias sobre os pardmetros medidos. No final do experimento, 0s
animais foram sacrificados através da veia cava inferior e aorta
abdominal, o que levara a morte sem sofrimento.

3.6.1 Método de ocluséo ao final da inspiracgéo

O método de oclusdo ao final da inspiragdo permitiu analisar os
componentes elésticos do pulmao (Bates et al., 1985a, 1985b, 1988a,
1988b, 1989; Kochi, 1988a; 1988b).

No animal com o térax aberto, a pressdo traqueal (Ptr) foi, na
realidade, a pressdo transpulmonar (PL). Apos a ocluséo das vias aéreas
durante cinco segundos ao final da inspira¢do, sob fluxo constante,
ocorreu uma queda subita da PL até um ponto de inflexdo (Pi,L), a partir
do qual, o decaimento da pressdo assumiu carater mais lento, atingindo
um platd em sua porcdo terminal. Esta fase de platd corresponde a
pressédo de retracdo elastica do pulmao (Pel,L).

O valor da elastancia do pulméo (Est,L) foi calculado dividindo-se
Pel,L pelo V.
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A seguinte formula foi utilizada na analise da mecénica pulmonar:
(1)Est = Pel/VT

Para a realizacdo da oclusdo, o aparelho utilizou uma valvula com
tempo de fechamento definido (10 ms). Como esse fechamento ndo é
absolutamente instantaneo, o fluxo nunca cai a zero imediatamente apds
a oclusdo, propiciando, assim, a existéncia de um pequeno volume. Esse
fluxo foi responsdvel pelo aumento do volume pulmonar e,
consequentemente, da Pi,L e da Pel,L.

Foram registrados 10 a 15 ciclos pelo método de ocluséo ao final da
inspiragio em cada animal. Os transdutores conectados ao
pneumotacografo e ao tubo traqueal registraram os sinais de V’ e PL,
respectivamente. As respostas de frequéncias dos sistemas de registro da
PL foram consideradas estaveis até 20 Hz. Em seguida, 0s sinais foram
condicionados (SCIREQ, Scientific Respirtory Equipament Inc. (SC-
24), Montreal, Canada), filtrados, convertidos a sinais digitais por um
conversor analégico-digital de 12-bits (DT-2801A, Data Translation,
Malboro, EUA) e amostrados a uma frequéncia de 200 Hz. Os sinais
foram armazenados em microcomputadores para posterior analise,
através do programa ANADAT (RHT-InfoData, Montreal, Canada)
(Figura 2).
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Figura 2: Método de Ocluséo ao Final da Inspiragdo. Registros dos sinais de
fluxo aéreo, volume (V) e pressdo transpulmonar (PL) em funcéo do tempo. Os
pulmdes foram ventilados com volume corrente de 0,2 mL e fluxo aéreo de 1
mL/s. O platé foi alcangado apds uma pausa inspiratoria de 5 s. Ap6s a oclusao
das vias aéreas, hd uma queda rapida na PL (~ P1) que corresponde a Pméax — Pi
pressdo dissipada para vencer o componente viscoso do pulmdo, seguida por
uma queda lenta ([1P2), pressdo dissipada para vencer 0s componentes
viscoelastico e/ou inomogéneo do pulmao, até um ponto de equilibrio elastico,
representado pela pressdo de retracdo elastica pulmonar (Pel). A linha de base
do registro de pressdo corresponde a pressdo positiva ao final da expiragéo
(PEEP) de 2 cmH20.

A resisténcia total do equipamento (Req), incluindo a canula traqueal,
foi previamente aferida através da aplicacdo de fluxo de ar ao sistema
(até fluxos de 26 mL/s, bem acima da faixa que sera utilizada no
presente estudo), com concomitante registro das variacGes de pressdo
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(AP). Uma vez que Req = AP/V’ a resisténcia do equipamento
correspondeu ao coeficiente angular da curva ['P x V’. A pressdo
resistiva do equipamento (= Req) foi subtraida da pressdo resistiva dos
pulmdes, da tal forma que os resultados representassem as propriedades
mecanicas intrinsecas. A inexisténcia de mudancas abruptas no didmetro
do circuito (da traqueia até a extremidade do pneumotacégrafo) evitou
erros de medidas de resisténcia ao fluxo (Chang e Mortola, 1981).

3.7 REMOCAO DOS PULMOES

Apbs a coleta das medidas de mecanica respiratéria, o ter¢o inferior
do abdémen do animal foi aberto por seccéo cirlrgica transversal e 1
mL de heparina (2000 U) diluida em 0,8 mL de salina foi injetado na
veia cava inferior e apds 5 minutos, os animais foram exsanguinados por
seccdo cirdrgica direta da aorta e veia cava inferior em suas por¢des
abdominais. A traqueia foi entdo ocluida ao final da expiragdo, com uma
PEEP = 2 cm H20, com linha de algoddo. A porcdo abdominal do
esofago foi identificada e isolada, sendo presa por uma pinca
hemostatica. As estruturas do pescogo foram dissecadas com a liberagéo
das vias aéreas.

A pinca que prendeu o esdfago foi suavemente tracionada para cima,
permitindo a separacdo das estruturas aderidas a parede toracica
posterior. Com todas as estruturas individualizadas, a traqueia foi
secionada acima do local ocluido pelo fio de algoddo e, posteriormente,
0 esdfago e o coracdo foram separados dos pulmdes e as vias aéreas por
leve tracdo, restando apenas 0s pulmdes e as vias aéreas. Os brénquios
fontes direito e esquerdo foram ocluidos por um fio de algodéo e, ap6s
uma secdo acima do fio, os pulmdes direito e esquerdo foram separados,
sendo mantidos no volume expiratério final.

3.7.1 Preparacdo das Laminas para analise morfométrica

O brénquio fonte esquerdo foi ocluido ao final da expiracdo, com
PEEP de 2 cmH0, utilizando-se um fio de algoddo. Em seguida o
pulméo esquerdo foi resfriado por imerséo rapida em nitrogénio liquido
(aproximadamente 3 minutos), retirados e mantidos em solucdo de
Carnoy (etanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%) a -70% por
24 horas. Apo6s esse periodo, o material foi desidratado
progressivamente através da imersdo em solugBes com concentragoes
crescentes de etanol, como descriminadas abaixo:
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* (1) MC-1: etanol 70%, cloroférmio 22,5% e &cido acético 7,5%, a -
20°C, durante 1 hora;

* (2) MC-2: etanol 80%, cloroférmio 15% e cido acético 5%, a -20°C
durante 1 hora;

* (3) MC-3: etanol 90%, cloroférmio 7,5% e acido acético 2,5%, a -
20°C durante 1 hora;

* (4) Etanol 100%, a -20°C durante 1 hora, e em seguida a - 4°C
durante 24 horas.

Posteriormente, o pulméo esquerdo foi mantido a - 4°C por 24 h. Ap6s
a fixacdo, o material foi embebido em parafina, obtendo-se cortes
histol6gicos com 4 um de espessura para analise morfométrica.

3.7.2 Analise morfométrica

As laminas contendo os cortes pulmonares foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE) e analisadas por microscopia optica (BX51,
Olympus Latin America Inc., Miami, Flérida, EUA), segundo seus
aspectos qualitativos e quantitativos. Para a analise descritiva, toda a
superficie da lamina foi observada com todas as estruturas pulmonares
representadas, em aumento de 200 e 400x.

A andlise quantitativa foi realizada através da técnica convencional de
contagem de pontos (point-counting) (WEIBEL et al., 1990), utilizando-
se uma ocular acoplada ao microscépio, contendo um sistema de
referéncia de 100 pontos e 50 segmentos de reta dispostos em paralelo
(Figura 3).

Figura 3 — Reticulo com 100 pontos e 50 linhas utilizado para quantificagdo
dos parametros morfométricos.
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Em um aumento de 200x foram avaliados dez campos aleatorios e ndo
coincidentes por lamina. As fracBes de area ocupadas por alvéolos
normais e colapsados foram quantificadas. O numero de pontos que
cairam em area de alvéolo normal ou colapsado foi dividido pelo total
de pontos contados em cada campo analisado (normal + colapsado) e
expresso sob a forma de percentual. Adicionalmente, em todos o0s
grupos experimentais foram avaliados 10 campos, aleatérios e ndo
coincidentes, por lamina para quantificacdo de leucécitos no tecido
pulmonar, em um aumento de 1000x, sendo computados: o nimero de
pontos do campo que coincidiam com a area de tecido, células
mononucleares e polimorfonucleares, obtendo-se o nimero de células
por area de tecido.

3.8 HIPERRESPONSIVIDADE

A avaliacdo hiperresponsividade dos camundongos foi realizada
através da técnica de pletismografia barométrica de corpo inteiro
invasiva (FinePointe™ R/C Buxco; Buxco Eletronics, Sharon, CT,
EUA). Os camundongos foram previamente anestesiados com
pentobarbital de sdédio (60 mg/kg, i.p.) e receberam brometo de
pancurdnio (1 mg/kg, i.v.) para a paralisia da musculatura. Em seguida,
0s animais foram traqueostomizados para a introducdo da canula e
postos em decubito dorsal em camara individual, isolada e com leito
aquecido (37 °C), preservando a temperatura normal dos animais. A
canula foi conectada ao ventilador respiratorio, mantendo constantes o
fluxo e o volume de ar. Foi inserido no es6fago do animal um cateter
preenchido com agua para a captura da pressdo esofagiana, importante
para referéncia da pressdo transpulmonar (Akoumianaki et al., 2014).
Completando o sistema, um transdutor ligado a cAmara possibilitou que
0s sinais da pressdo transpulmonar e da pressdo resultante da diferenca
de pressdo entre o alvo experimental e a cdmara de referéncia fossem
transferidos ao software BioSystem XA (Buxco Electronics,
Wilmington, NC, EUA).

Para avaliar a responsividade das vias aéreas, um nebulizador
acoplado ao pletismografo permitiu a aerossolizacdo inicial de PBS e
posteriormente de doses crescentes e cumulativas de metacolina (Sigma)
(3, 9, 27 e 81 mg/mL). A avaliacdo da resposta a metacolina ocorreu
durante 5 minutos, sendo os primeiros 30 segundos referentes ao
periodo de aerossolizacdo desse estimulo broncoconstritor. Foram
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obtidas a média dos valores absolutos provenientes dos parametros de
complacéncia e resisténcia. Os periodos de broncoprovocacdo foram
espacgados por 5 min de estabilizacéo.

3.9 NIVEIS DE CITOCINAS

Os niveis de citocinas foram mesurados por meio de painel especifico
para IL-4, IL-5, IL-9, e eotaxina especifico para camundongo, baseado
na tecnologia Luminex.

Luminex utiliza técnicas de coloracdo fluorescente codificada de
microesferas através de concentracfes especificas desses corantes, as
esferas sdo revestidas com o anticorpo de captura especifico. Sendo que
processadores de sinais digitais de alta velocidade identificam cada
microesfera individual e quantificam o resultado.

310 EXPRESSAO DE RECEPTORES CB1, CB2 E
METALOPROTEINASES

O nivel protéico de CB1, CB2, MMP-2 ¢ MMP-9 foram mensurados
por Western blotting utilizando anticorpos especificos (ABCAM®).
Para executd-lo as amostras foram homogeneizadas em tampao
Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% (w/v) de dodecil sulfato de
so6dio (SDS), 10% (v/v) de glicerol) e quantidades iguais de proteina
foram fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) e eletrotransferidas para membranas de
nitrocelulose. A eficiéncia da eletrotransferéncia foi verificada por meio
de coloragdo Ponceau S, e a membrana foram bloqueadas em Tampéo
Tween-Tris salina (TTBS: 100 mM Tris-HCI, pH 7,5 contendo 0,9% de
NaCl e 0,1% de Tween 20) com 5% de albumina. As membranas foram
incubadas overnight a 4°C com anticorpo policlonal de coelho para CB1
e CB2 e anticorpo policlonal de camundongo para MMP-2 e MMP-9
(1:1000). Anticorpo secundario Anti-lgG de coelho e camundongo foi
incubado com as membranas durante 2 horas (1:10000), a membrana foi
lavada novamente com TTBS, e a imunorreatividade foi detectada por
guimioluminescéncia amplificada utilizando ECL. A andlise
densitométrica dos filmes foi realizada com o software Image J® v.1.34.
Todos os resultados foram expressos como uma razdo relativa entre
CB1, CB2, MMP-2 e MMP-9 e 0 imunoconteldo de proteina f3-actina.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico GraphPad Prism 5.0 (Grapg Pad Softwarea,
Inc.) foi utilizado nas analises estatisticas. Dados paramétricos foram
analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de comparacGes
multiplas Tukey-Kramer. Dados ndo paramétricos foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de compara¢fes multiplas
Dunn.

Em todos os experimentos um p< 0.05 foi considerado significante.
Dados estdo apresentados como média + desvio padréo.

Capitulo Il — Avalia¢fes em Ratos Wistar

3.12 INDUCAO DO MODELO ANIMAL DE ASMA

Para inducdo do modelo animal, utilizou-se o protocolo descrito
previamente por Zhou e colaboradores (2015) ilustrado na figura 4 Os
ratos foram imunizados IP com 10 ug de Ovalbumina, em 100ul de
sulfato de aluminio. Apds 14 dias, os ratos foram estimulados com OVA
ou somete Alumino nos grupos nado tratados. Sete dias mais tarde, 0s
ratos receberam desafios de aerossol (30 min / durante 3 d) com 1% de
OVA ou salina (Zhou et al., 2015).

1 1 r r*T
| | o
0] 14 21 22 23 24
Sensibilizacio " Tratamentos
——= Desafios / AvaliagSes

Figura 4: Escala temporal dos procedimentos experimentais

Para o tratamento, o CBD foi administrado intraperitoneal, nos
Gltimos dois dias de nebulizag8o, nas doses de 5 mg/kg de (Zuardi,
2006). Para essa avaliagdo foram usados 21 ratos, que foram divididos
aleatoriamente em trés grupos, como descritos abaixo:

- Veiculo (CRTL) (n=7);
- OVA + Veiculo (Controle da asma) (n = 7);
- OVA + CBD (Tratamento da asma +) (n = 7).
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Vinte e quatro horas ap6s o ultimo desafio os animais foram mortos e
0 sangue obtido e centrifugado para posterior avaliacdo dos niveis de
citocinas em soro.

3.13 NIVEIS DE CITOCINAS

Os niveis de citocinas em soro de Ratos Wistar foram avaliados
através de painel especifico Luminex para as citocinas 1L-4, IL-5, IL-13,
IL-6, IL-10, TNF-q.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

O programa estatistico SPSS 17.0 (SPPSS, Chicago, IL) foi utilizado
nas analises estatisticas. Dados paramétricos foram analisados por
ANOVA de uma via seguido pelo teste de comparaces mdltiplas
Tukey-Kramer. Em todos os experimentos um p< 0.05 foi considerado
significante. Dados estdo apresentados como média + desvio padréo.
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4 RESULTADOS

4.1 FUNCAO PULMONAR

Inicialmente foi avaliada a responsividade das vias aéreas de
camundongos através da administracdo de doses crescentes e
cumulativas de metacolina. Como esperado, pode-se observar aumento
da resisténcia ao fluxo em animais induzidos a asma (grupo OVA). Esse
efeito foi revertido com uso de CBD nas duas doses empregadas. O
efeito do CBD parece ser mediado pelo receptor CB1, uma vez que a
administracdo de AntiCB1 deixa os animais tratados mais suscetiveis ao
efeito da metacolina (Figura 5).

— 281 r - CTRL
E - i
m 20 ~ OVA Smo/kg
E — O 10mogkg
w10 & OVA10-CBY
E & OWA10-CED
o m -5 OVAT-CBI/CEZ
<
|:| L L L L L

"BS 3 s 27 Bi
Metacolina (mg/mil)

Figura 5: Porcentagem de aumento da resisténcia das vias aéreas ap0s injecao
de doses crescentes de metacolina em relagdo & dose controle (salina).
*Significativamente diferente do grupo CRTL **Significativamente diferente
do grupo OVA (p <0,05). Analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido
do teste Tukey de comparag¢Oes multiplas.

Quando foi avaliada a elastancia estatica observamos um aumento
significativo comparando o grupo OVA ao grupo CRTL. Este efeito é
revertido pela dose de 10 mg/kg sendo este efeito dependente da
ativacdo de ambos receptores 1 e 2 (Figura 6).
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Figura 6: Elastancia estatica no pulmdo de camundongos expostos ao modelo
animal de asma e tratados com o CBD. *Significativamente diferente do grupo
CRTL, ** Significativamente diferente do grupo OVA (p <0,05). Analise de
variancia de duas vias (ANOVA) seguido do teste Tukey de comparagOes
multiplas.

4.2 MORFOMETRIA PULMONAR

Os animais do grupo OVA apresentaram um aumento significativo na
area de colapso alveolar quando comparados com o grupo CRTL, sendo
que o tratamento com o CBD 10mg/kg reduziu significativamente tais
alteragdes no parénquima pulmonar (Tabela 1). Adicionalmente,
apresentaram um aumento estatisticamente significativo no nimero de
células polimorfonucleares (PMN) por éarea de tecido quando
comparados com o grupo CRTL. A administragdo de CBD na dose de
10mg/kg reduziu o nimero de tais células (Tabela 2). Nenhum destes
efeitos protetores do CBD foram revertidos com uso de antagonista CB1
ou CB2.

Tabela 1: Alvéolos normais e colapsados

Grupos Normal (%) Colapso (%0)
CTRL 94.8+/-1.09 5.14+/- 1.09
OVA 72.2+/- 0.98* 27.7+/- 0.98*
OVAS 77.7+/- 1.82* 22.3+/-1.82
OVA10 86.0+/- 1.56* ** # 13.9+/- 1.56* **
AntiCB1 82.3+/- 1.14* ** 17.6+/-1.14* **
AntiCB2 84.4+/- 1.14* ** 15.5+/- 1.14* **
AntiCB12 70.6+/- 6.14* ** ¢ 20.9+/- 2.09* **
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Tabela 1: FragOes de area de alvéolos normais e colapsados no parénquima
pulmonar. *Significativamente diferente do grupo CRTL, **Significativamente
diferente do grupo OVA (p <0,05). ). #Significativamente diferente dos grupos
somente tratados com CBDS5. Significativamente diferente dos grupos somente
tratados com CBD10. Analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do
teste Tukey de comparagdes multiplas.

Tabela 2: Namero de células no tecido pulmonar

Grupos MN (%) PMN (%) Total (%)
CTRL 16.08 + 4.68 1.92 +0.88 17.99 + 4.47
OVA 16.49 + 4.28 9.08 +1.65* 25.57 + 4.03
OVAS 18.85 + 2.15 5.29 + 2.58 * 24.14 +2.70
OVA1l0 19.47 + 1.62 3.15+1.78 * ** 22.62 +2.40
AntiCB1 19.17 + 2.44 4,57 +0.95 * ** 23.74 +2.27
AntiCB2 21.54 +3.35 3.14 + 1.05 * ** 24.69 + 3.28
AntiCB12 | 27.56 + 4.88 * 4,86+ 1.73 * ** 3242 +5.04 *
Tabela 2: Razdo do numero de células polimorfonucleares (PMN),

mononucleares (MN) e totais (TOT) por area de tecido no parénquima
pulmonar. *Significativamente diferente do grupo CRTL, ** Significativamente
diferente do grupo OVA (p <0,05).

4.3 INFLAMACAO PULMONAR

Avaliamos os niveis de 5 citocinas (IL-4, IL-5, IL-13, IL-9, e
eotaxina) envolvidas no processo inflamatério caracteristico da asma
medidas tanto no pulmdo quanto no LBA. A exposicdo a OVA
efetivamente leva aumento de citocinas inflamatérias  quando
comparamos com 0 grupo controle para IL-4 (Figura 7) IL-5 (Figura 8)
IL-13 (Figura 9) e eotaxina (Figura 10), IL-9 (Figura 11). De uma
maneira geral as duas doses administradas de CBD diminuiram os niveis
das citocinas estudadas (Figura 7-11). A administracdo dos antagonista
de CB1 e CB2 juntos, conseguiram reverter esse efeito nos niveis de IL-
4, IL-5 e IL-13 no LBA desses animais e separadamente reduziriam os
niveis de eotaxina também no LBA dos animais.
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IL-4 LBA IL-4 Pulméo
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Figura 7: Niveis de citocina IL-4 em LBA e pulm&o de camundongos expostos
ao modelo animal de asma e tratados com o CBD. *Significativamente diferente
do grupo CRTL. #Significativamente diferente do grupo OVA (p <0,05).
$Significativamente diferente dos grupos somente tratados com CBD. Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn de comparagfes multiplas.

IL-5 LBA IL-5 Pulméo
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Figura 8: Niveis de citocina IL-5 em LBA e pulm&o de camundongos expostos
ao modelo animal de asma e tratados com o CBD. *Significativamente diferente
do grupo CRTL. #Significativamente diferente do grupo OVA (p <0,05).
$Significativamente diferente dos grupos somente tratados com CBD. Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn de comparag6es multiplas.
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Figura 9: Niveis de citocina IL-13 em LBA e pulmio de camundongos
expostos ao modelo animal de asma e tratados com o CBD. *Significativamente
diferente do grupo CRTL. #Significativamente diferente do grupo OVA (p
<0,05). Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparag8es maltiplas.

Eotaxina LBA Eotaxina Pulméo

pg/mL

Figura 10: Niveis da quimiocina eotaxina em LBA e pulm&o de camundongos
expostos ao modelo animal de asma e tratados com o CBD. *Significativamente
diferente do grupo CRTL. #Significativamente diferente do grupo OVA (p
<0,05). $Significativamente diferente dos grupos somente tratados com CBD.
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn de comparacGes multiplas.
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IL-9 LBA IL-9 Pulméo

Figura 11: Niveis da IL-9 em LBA e pulmdo de camundongos expostos ao
modelo animal de asma e tratados com o CBD. *Significativamente diferente
do grupo CRTL. #Significativamente diferente do grupo OVA (p <0,05).
$Significativamente diferente dos grupos somente tratados com CBD. Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn de comparagdes multiplas.

Quando avaliamos os niveis inflamatérios em soro de Ratos wistar
expostos a Ovalbumina, dividimos essas citocinas em perfil Thl (TNF-a
e IL-6) e Th2 (IL-4,IL-5, IL-10 e IL-13) observamos que em todos 0s
grupos OVA ocorreu um aumento significativo em relagdo ao CRTL e 0
tratamento com o CBD 5mg/kg foi capaz de reduzir esses niveis nos
animais tratados (Figura 12 e figura 13).

CRTL OVA OVA+CBD CRTL OVA OVA+CBD

Figura 12: Expresséo de citocinas com perfil TH1 em Ratos Wistar expostos ao
modelo asma por Ovalbumina. A= Niveis de TNF- «; B= IL-6.
*Significativamente diferente do grupo CRTL, # Significativamente diferente
do grupo OVA (p <0,05). Analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido
do teste Tukey de comparag¢fes multiplas.
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Figura 13: Expressdo de citocinas com perfil TH2 em Ratos Wistar expostos ao
modelo asma por Ovalbumina. A= Niveis de IL-4; B= Niveis de IL-5; C=
Niveis de IL-10; D= Niveis de IL-13. *Significativamente diferente do grupo
CRTL, # Significativamente diferente do grupo OVA (p <0,05). Analise de

variancia de duas vias (ANOVA) seguido do teste Tukey de comparacOes
multiplas.

Quando avaliamos a expressdo das metaloproteinases MMP-2 e
MMP-9, e dos receptores de CB1 e CB2 no pulméo de camundongos
expostos a OVA, ndo verificamos diferenga significativa
estatisticamente (Figuras 14 e 15).
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Figura 14: Expressdo de metaloproteinases MMP-2 e MMP-9 no pulméo de
camundongos expostos ao modelo animal de asma e tratados com o CBD.

Analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguido do teste Tukey de
comparagdes multiplas.

cB1 cB2

paimL

Figura 15: Expressdo dos receptores CB1 e CB2 no pulmédo de camundongos
expostos ao modelo animal de asma e tratados com o CBD. Analise de variancia
de duas vias (ANOVA) seguido do teste Tukey de comparacgdes mdltiplas.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho investigou os efeitos do tratamento com o
canabidiol em modelo murino de inflamacdo alérgica crbnica das vias
aéreas e evidenciou que o mesmo foi eficiente em minimizar o processo
inflamatdrio e as alterag8es estruturais que caracterizam o processo de
remodelamento da asma. Esses efeitos parecem ser mediados tanto por
interacdo com receptores CB, quanto independentes deles.

Ribeiro e colaboradores em 2015 mostraram que 0 tratamento
profildtico com o CBD foi capaz de produzir uma diminuicdo
prolongada em diversos parametros inflamatdrios, tais como a migracéo
de leucdcitos (neutrdfilos, macréfagos e linfocitos) para os pulmdes,
atividade de MPO no tecido pulmonar, producdo de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatdrias no LBA e permeabilidade vascular em
um modelo de injuria pulmonar aguda induzida por LPS (Ribeiro et al.,
2015). Apesar de se tratar de uma resposta inflamatéria diferente da
observada no modelo de asma isto reforca nossos resultados quando
observamos um efeito anti-inflamatério do canabidiol diminuindo
citocinas caracteristicas da asma.

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

Os linfocitos Th2 desempenham um papel chave na resposta
eosinofilica durante a resposta inflamatéria na asma, 0 que sugere que 0
bloqueio ou efeito destas citocinas possam ter um potencial terapéutico
(Barnes, 2000). Neste sentido se enfatiza, no processo de inflamacédo da
asma, a secregdo de IL-4, IL-5 e IL-13. Estas citocinas s&o
particularmente importantes por estarem envolvidas na resposta imune
tardia (Bousquet et al., 2000). Célula T, IgE e citocinas IL-4 e IL-5 tem
papel fundamental no inicio e sustentacdo da resposta em asmaticos por
regular o recrutamento e/ou ativacdo de mastdcitos e eosinofilos na via
aérea (Foster et al., 1997). Assim, os efeitos apresentados aqui pelo
CBD parecem particularmente importantes. Agentes bioldgicos
especificos para cada uma destas citocinas ja se encontram em uso /
testes clinicos com efeitos promissores. Portanto, uma molécula que
possua efeito antagonista ao destas citocinas centrais da resposta
asmatica pode ser relevante no futuro tratamento destes pacientes.



68

Além disto, antes que a resposta Th2 seja iniciada, linfocitos T CD4+
auxiliares (em inglés helper) se subdividem em duas categorias
fenotipicas, Thl e Th2, e o fator determinante para essa diferenciacao
pode estar relacionado a acdo das citocinas do ambiente circulante do
linfocito. A IL-4 apresenta esse tipo de caracteristica, proveniente de
mastdcitos, basofilos, células natural killer como ja mencionado,
estimulando linfocitos a desenvolverem um padrdo Th2 com expressao
de citocinas IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, e IL-25. Além
disto, a IL-4 parece ser um mediador fundamental para que os linfécitos
T iniciem a producédo de IL-5. (Humbert et al., 1996; Kotsimbos et al.,
1996; Ying et al., 1997). Quando medimos o0s niveis de IL-4 em
animais submetidos a exposicdo de OVA e tratados com o CBD, esses
valores foram significativamente diminuidos, tanto em pulmédo e LBA
de camundongos, como em soro de ratos (Figura 7 e Figura 13). Essa
diminuicdo pode estar envolvida na redugdo da liberacdo de outras
citocinas presentes na resposta inflamatdria na asma. Estudos realizados
por meio de bidpsia bronquica evidenciaram ao nivel do epitélio e
subepitélio respiratério o aumento na expressdo da IL-4, tanto sob a
forma proteica como sob a forma de mRNA, em pacientes com asma
atopica e ndo-atopica (Humbert et al., 1996; Kotsimbos et al., 1996;
Ying etal., 1997).

Existe uma forte evidéncia do papel da IL-5 na asma, por ser essencial
no mecanismo de maturagcdo do precursor de eosinéfilos na medula
0ssea, e estes eosindfilos se acumulam no pulméo durante um processo
inflamatdrio pulmonar (Tae et al., 2012). A asma bronquica é
caracterizada por uma inflamagéo eosinofilica da mucosa bronquica. A
IL-5 estd implicada principalmente no desenvolvimento desta
inflamagdo porque promove o crescimento, maturacdo, migragéo,
infiltracdo local, ativacdo e sobrevida dos eosinéfilos. A concentragdo
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 adeséao
do eosinéfilo na célula epitelial, aumenta o nimero de eosinofilos
remanescentes, estimula eosinopoiese e aumenta a atividade citotoxica
do eosinofilo (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 8 e
Figura 13). Aliado ao efeito sobre a IL-4, isto demonstra um potencial
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terapéutico para a inflamacdo da asma. Recentemente, eosinofilos tem
sido referido na sintese e armazenamento de uma série de proteinas
reguladoras em seus granulos secretores (eosinas). Estes mediadores sdo
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Lacy & Mogbel, 1997).
Acredita-se entdo, que os eosinéfilos tém um importante papel nas
respostas inflamatdrias das vias aéreas, e a eosinofilia do tecido é uma
caracteristica da via aérea de asmaticos, portanto, os eosinofilos tém
sido demonstrados como causadores da injuria da mucosa e
provavelmente contribui para alteragdes fisiolégicas do pulmao, isso
pode estar envolvido na diminuicdo de células polimorfonucleares
observada nos animais (Tabela 2).

A IL-13 ¢ considerada um dos fatores estimulantes da hipersecrecédo
de muco na asma (Park et al., 2009). A hipersecrecdo é uma
caracteristica importante na asma brbnquica, contribuindo para
exacerbagdo da doenca (DiGiovanni et al., 2009). O bloqueio da IL-13
em camundongos preveniu o desenvolvimento de hiperreatividade das
vias aéreas, producdo de muco, e inflamagdo das vias aéreas, durante a
inducdo de asma (Wills-Karp et al.,1998), reforcando a importancia da
IL-13, sua expressao foi suficiente para aumentar a hiperresponsividade
e metaplasia de muco, um aumento na producdo de quimiocinas e
inflamac&o das via aéreas (Zhu et al., 1999; Kuperman et al., 2002). Em
nosso estudo, quando analisamos os niveis de IL-13 podemos perceber
uma reducdo em seus niveis (Figura 9 e Figura 13). Isso est4 de acordo
com estudos que usaram um antagonista do receptor IL-4Ra, resultando
em uma prevencdo significativa na resposta induzida pelo alérgeno
(Wenzel et al., 2007), e uma reducdo nos sintomas de pacientes com
asma (Corren et al., 2011).

Vindo ao encontro de todos esses achados de citocinas envolvidas na
resposta inflamatéria na asma, a IL-6 ainda estimula a proliferacdo de
timacitos e linfécitos T, aumentando a producéo de IgE dependente da
IL-4, e mediando a diferenciacdo de células B. Niveis de IL-6 estdo
aumentados no escarro e na circulagdo sistémica de pacientes com asma
severa, esta pode ser uma das responsaveis pelo aumento dos niveis
circulantes de proteina C reativa nestes pacientes (Van Snick, 1990). E
0s niveis de IL-6 também estiveram diminuidos em soro de ratos quando
administramos CDB nos animais (Figura 12). Seguindo ainda um perfil
pré-inflamatorio, existem também varios estudos, que sugerem que 0
TNF-a se constitua em um importante mediador inflamatério na asma
severa. Duas modalidades terapéuticas utilizam esta nova via, utilizando
0s TNFRs sollveis recombinantes e anticorpos monoclonais contra o
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TNF-a. Os TNFRs soltveis recombinantes mimetizam a atividade dos
TNFRs naturais e quando de sua ligagdo com o TNF previnem a
interacdo 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 liberacio de TNF-o em ratos
submetidos ao modelo de asma, reforcando seu perfil anti-inflamatério
(Figura 12).

Avaliamos essas citocinas envolvidas na resposta inflamatdria na
asma e observamos a modulagéo que o CBD provocou. Reforgando seu
efeito anti-inflamatorio trabalhos mostram que ele provoca uma
diminuicdo na migracdo de leucdcitos para os pulmdes em um modelo
de lesdo pulmonar aguda (Ribeiro et al., 2012). Ribeiro e colaboradores
também mostraram no mesmo estudo que o CBD diminui a atividade da
mieloperoxidase, e a producéo de quimiocinas, como a MCP-1 e MCP-2
(Ribeiro et. al., 2012). Nos observamos a diminuicdo da eotaxina
descrita como um agente quimiotaxico especifico para eosinofilos
(Figura 10). Apds a provocagdo alergénica, a expressdo da eotaxina
correlaciona-se com o ndmero total de eosindfilos e de eosindfilos
ativos bem como o nivel de obstrucdo das vias aéreas de pacientes com
asma (lacy & Mogbel, 2001).

Além das células inflamatérias recrutadas, elementos mesenquimais
como fibroblastos e miofibroblastos que estdo aumentados em
individuos asmaticos (GIZYCHKI et al., 1997), parecem desempenhar
importante papel na manutencdo do processo inflamatério e de
remodelamento da asma. Tais tipos celulares sdo capazes de produzir
citocinas, fatores de crescimento, além de diversos componentes da
matriz extracelular (MEC), tais como: fibras colagenas, elésticas e
reticulares, laminina, fibronectina, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos. O que pode estar envolvido na diminuicdo da
elastancia estética encontrada nos animais tratados com o CBD (Figura
6), dependente da diminuicéo celular observada (Tabela 2). Deste modo,
fica evidente as células inflamatorias contribuem para 0s processos de
fibrose subepitelial e peribrénquica caracteristicos da asma
(MORISHIMA et al., 2001).

Na busca de desvendar qual o mecanismo que leva o CBD exercer
este potente efeito anti-inflamatério, 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 anti-inflamatério e
analgésico (Cunha et al., 1980), nos ndo observamos alteracBes na
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expressdo desses receptores no pulmdo dos animais utilizados nesse
modelo (Figura 11), mas muito ainda deve ser investigado, como a
expressdo destes em células imunes, ou no musculo liso das vias aéreas.
Entretanto podemos observar em alguns resultados que quando o0s
animais receberam o antagonista de CB1 ou CB2, ocorreu a reverséo de
alguns pardmetros, como os niveis de IL-4, IL-5 e IL-13. Em animais
gue receberam antagonistas de CB1 e CB2 juntos obtiveram seus niveis
novamente aumentados, ou ainda a quimiocina eotaxina que teve o
mesmo perfil, mas na administragdo dos antagonistas separadamente.

Contudo, recentemente pesquisadores usaram um inibidor do receptor
de adenosina A2A, no modelo de inflamacdo pulmonar, e observaram
um possivel envolvimento na potencializacdo do efeito de CBD inibindo
tal receptor (Ribeiro et al., 2012); o CBD possui um amplo espectro de
acOes farmacoldgicas (Mechoulam et al., 2002; Zuardi, 2008), incluindo
a inibicdo de um transportador de nucleosideo, que por sua vez conduz
ao aumento de adenosina extracelular (Carrier et al., 2006). lzzo e
colaboradores acreditam que o aumento na sinalizacdo de adenosina
possa ser o0 principal mecanismo pelo que o CBD diminui a inflamagéo
(1zzo et al., 2009).

Outra possivel interagdo do canabidiol seria com os receptores TRPV,
um modelo de inflamacédo no figado através da injecdo de conca valina,
que resulta na ativacdo de linfocitos T o CBD foi capaz de reduzir a
resposta inflamatdria, e os autores mostraram que essa SUPressao
induzida é dependente de TRPV1 (Hegde et al., 2011), e o canal de
TRPV4 funcional é expresso em fibroblastos humanos e no pulméo de
murinos, e ratos sdo protegidos de fibrose pulmonar através de inibic&o
desses canais (Rahaman et al., 2014).

Clinicamente, existem diversos fatores que acabam por limitar o
estudo da fisiopatologia da asma humana, tais como: variabilidade no
fendtipo  clinico, influéncias ambientais  ndo-controladas e
heterogeneidade genética da populacdo estudada (Kips et al., 2003).
Deste modo, diversos modelos murinos de asma alérgica tém sido
extremamente (teis na avaliagdo dos mecanismos de inflamagéo
alérgica e da consequente resposta imunolégica (Fulkerson et al., 2005),
proporcionando o teste de diferentes terapias farmacoldgicas, antes de
serem usadas em estudos clinicos. Uma grande variedade de animais,
incluindo camundongos, ratos, cachorros, ovelhas, macacos e cavalos
tém sido utilizados para estudar o processo inflamatério, as alteracdes da
funcéo pulmonar e o remodelamento tecidual. No entanto, a maioria dos
estudos de doencas alérgicas das vias aéreas vem sendo realizada em
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camundongos. Entretanto, o fato de que a estrutura pulmonar dos
camundongos difere do humano é uma limitacdo importante em
modelos de asma em camundongos (Hyde et al., 2009). Portanto,
embora nenhum modelo de asma em camundongo reproduza totalmente
suas manifestacdes clinicas, muitos manifestam diversas modificagdes
inflamatdrias, funcionais e histoldgicas sugestivas de remodelamanto da
via aérea, mimetizando o que encontramos na asma (Xisto et al., 2005).

Nesse estudo foi utilizado modelo murino de asma alérgica cronica no
qgual os camundongos foram  cronicamente  sensibilizados
intraperitonealmente e desafiados com ovabulmina intratraquealmente e
ndo via instilagdo nasal (Hayashi et al., 2005; Chew et al., 2008) ou
aerosol (Zosky et al., 2007; Mayuzumi et al., 2007) como usualmente
realizado. A introdugdo do alérgeno diretamente nas vias aéreas evita
sua deposicdo gastrica e assegura a instilacdo da mesma quantidade do
alérgeno (Xisto et al., 2005; Busse et al., 2007; Silva et al., 2008),
reduzindo de tal maneira a variabilidade da resposta inflamatdria e do
remodelamento das vias aéreas entre os diferentes animais. Esse
modelo, descrito por Xisto e colaboradores, apesar de cronico, visto que
protocolos cronicos podem levar a tolerancia ao alérgeno, reproduz
diversas caracteristicas da asma humana, tais como: desnudagdo
epitelial, infiltracdo e ativacdo de eosinofilos, macréfagos e linfdcitos T
no limen e mucosa das vias aéreas e hipertrofia e hiperplasia de células
musculares lisas e glandulas mucosas (Xisto et al., 2005).

A facilidade de acesso direto ao epitélio das vias aéreas através de
técnicas inalatorias, o fato de a asma ser uma doenca caracterizada por
um processo inflamatdrio crénico com desequilibrio entre mediadores
anti- e pro-inflamatdrios, e as limitagdes das terapias atualmente
disponiveis para o tratamento da asma fazem dessa doenca um alvo para
novas alternativas de tratamento, como o canabidiol. Nesse contexto, o
canabidiol, pode vir a ser um forte candidato para tratamento da
inflamacdo alérgica cronica, diante da diminuicdo da inflamacdo
observada e consequentemente melhorando o0 processo de
remodelamento nas vias aéreas.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou a capacidade do
tratamento com o canabidiol em minimizar o processo inflamatério e em
reduzir as citocinas relacioadas ao processo de remodelamento.
Sugerimos entdo que a administracdo do CBD durante a exposic¢do pode
diminuir tais niveis de citocinas, controlando essa resposta inflamatéria
exacerbada, e consequentemente melhorando o0 processo de
remodelamento nas vias aéreas podendo assim ser um potencial
terapéutico. Ainda assim, ha uma longa busca para descobrir por qual
mecanismo o CBD exerce seu potente efeito anti-inflamatério, levando-
nos a questionar, se caso essa terapia fosse administrada por um longo
periodo, se teriamos os mesmos beneficios encontrados no presente
trabalho. Gerando dessa forma, a necessidade da realizacdo de mais
estudos para avaliar se essa terapia pode ser realmente estendida para a
pratica clinica.
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