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RESUMO

A inflamacdo é gerada em resposta a estimulos nocivos, tais como agentes
patogénicos, podendo estar associada a uma patogénese aguda ou evoluir para um
processo cronico. O gama-terpineno (GT) é um monoterpeno que, em estudos
prévios, apresentou acao anti-inflamatéria em processos inflamatorios agudos. O
presente trabalho teve como objetivo elucidar os mecanismos anti-inflamatorios e
ansioliticos do GT em modelos murinos de inflamagcdo aguda - Lesao Pulmonar
Aguda (LPA) e inflamacgéao crbnica - rinite e asma. Para tal, camundongos BALB/c
foram desafiados com lipopolissacarideo (LPS) para induzir a LPA e foram tratados,
uma hora apos o desafio, com GT (12,5; 25 e 50 mg/kg) por trés dias. Apdés 72 h os
animais foram eutanasiados para coleta do fluido do lavado broncoalveolar (BALF).
Para os modelos murinos de rinite e asma, camundongos BALB/c foram
sensibilizados e desafiados com ovalbumina (OVA) e foram tratados com GT (12,5;
25 e 50 mg/kg) ou droga padrao (dexametasona 2 mg/kg) 1 h antes de cada desafio
com OVA. Apés o ultimo desafio, os animais foram submetidos a analise de
sintomas clinicos da rinite e testes de ansiedade e imunolégicos no modelo de
asma. Na LPA, os animais tratados com GT (50 mg/kg) apresentaram diminui¢céo, no
lavado do fluido nasal (NALF), na migracdo das células totais, diferenciais
(neutrdfilos e células mononucleares), na concentracdo de proteinas totais, bem
como no peso pulmonar quando comparados ao do grupo OVA (doente). Estudos
histopatolégicos mostraram que o tratamento com GT50 diminuiu o infiltrado celular
nas regides alveolares e vasculares, edema, hemorragia. Na andlise de parametros
imunologicos, houve diminuigédo das citocinas inflamatorias, IL-13, IL-6 e TNF-a, bem
como diminuicdo da expressao do receptor TLR4, da MAPquinase p38 e do
p65NFkB. No protocolo de rinite, o tratamento com GT50 apresentou diminuicdo dos
sintomas clinicos, como friccdo nasal e espirros, além de diminuicdo no BALF de
células totais e diferenciais, principalmente eosindfilos. Na histopatologia da
cavidade nasal, o tratamento com GT50 promoveu diminuicdo nesta éarea: do
infiltrado celular, da secrecdo de muco e do numero de mastocitos. Na asma, o
tratamento com GT50 diminuiu significativamente os indices de ansiedade em
comparacdo com animais do grupo OVA (doente) de forma semelhantes ao
diazepam (1 mg/kg), apresentando efeito ansiolitico. O tratamento com o GT50
também diminuiu a expressdo de c-fos em areas cerebrais como o nucleo
paraventricular hipotalamico (PVN) e nucleo central da amigdala (CeA) quando
comparado com o grupo OVA. Nas analises histolégicas houve diminuicdo do
infiltrado e da secre¢do de muco no tecido pulmonar. Em adi¢c&o, o tratamento com
GT50 diminuiu pardmetros imunolégicos como: niveis de IgE-OVA-especifica,;
migracdo de células totais e diferenciais principalmente eosinéfilo no BALF e
modulacdo da resposta Th2 por induzir tanto a citocinas do perfil Thl como IFNy
como do perfil regulatério IL-10. O tratamento com GT50 também foi capaz de
diminuir as citocinas Th2, como a IL-4 e IL-13 além de diminuir a ativacdo da
MAPquinase p38 e a expressdo do p65NFkB. Esses dados indicam que o GT possui
ambas as propriedades: ansiolitica e anti-inflamatdria em processos agudos e
cronicos pela inibicdo da MAP quinasep38 e do fator de transcricdo NFKkB .

Palavras-chave: gama-terpineno (GT), Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), Rinite, Asma,
camundongos OVA-sensibilizados; Psicoimunologia.



ABSTRACT

Inflammation is generated in response to noxious stimuli, such as pathogens, and
may be associated with an acute pathogenesis or progress to a chronic process.
Gamma-terpinene (GT) is a monoterpene that, in previous studies, presented anti-
inflammatory action in acute inflammatory processes. The present work aimed to
elucidate the anti-inflammatory and anxiolytic mechanisms of GT in murine models of
acute (Acute Pulmonary Injury - ALI) and chronic inflammation (rhinitis and asthma).
For this, BALB/c mice were challenged with lipopolysaccharide (LPS) to induce ALI
and were treated one hour post challenge with GT (12.5, 25 and 50 mg/kg) for three
days. After 72 h the animals were euthanized for collection of bronchoalveolar lavage
fluid (BALF). For murine models of rhinitis and asthma, BALB/c mice were sensitized
and challenged with ovalbumin (OVA) and were treated with GT (12.5; 25 and 50
mg/kg) or standard drug (dexamethasone 2 mg/kg) 1 h before each challenge with
OVA. After the last challenge, animals were submitted to clinical symptoms analysis
of rhinitis and anxiety and immunological tests in the asthma model. In the ALI
protocol, animals GT-treated (50 mg/kg) presented, in nasal fluid lavage (NALF), a
decrease in the migration of total and differential cells (neutrophils and mononuclear
cells), total protein concentration, as well as lung weight, when compared with OVA
group. Histopathological studies showed that treatment with GT50 decreased the
cellular infiltrate in the alveolar and vascular regions, edema and hemorrhage. In
immunological parameters, GT50 treatment presented a decrease in inflammatory
cytokines, such as IL-183, IL-6 and TNF-a, as well as decreases in the expression of
the TLR4 receptor, p38 MAPKinase and p65NFkB. In rhinitis protocol, treatment with
GT50 showed a decrease in clinical symptoms, such as nasal friction and sneezing,
in addition to a decrease in BALF of total and differential cells, mainly eosinophils.
Histopathological analyses of the nasal cavity, the treatment with GT50 promoted a
decrease in cell infiltrate, mucus secretion and mast cell number. The treatment with
GT50 in asthma protocol showed a significantly decrease in anxiety rates compared
to OVA animals (sick), effect similar to diazepam (1 mg/kg), presenting an anxiolytic
effect. Treatment with GT50 also decreased c-fos expression in brain areas such as
the hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) and central nucleus of the amygdala
(CeA) when compared to the OVA group. In the histological analyzes there was a
decrease in cell infiltration and mucus secretion in the lung tissue. In addition,
treatment with GT50 decreased immunological parameters such as: IgE-OVA-
specific levels; migration of total and differential cells mainly eosinophil in BALF and
modulation of the Th2 response by inducing both Thl profile by secretion of IFNy
cytokine and regulatory profile, by secretion of cytokine IL-10. Treatment with GT50
was also able to decrease Th2 profile cytokines, such as IL-4 and IL-13, in addition to
decreasing the activation of p38 MAPquinase and p65NFkB receptor expression.
These data indicate that GT has both anxiolytic and anti-inflammatory properties in
acute and chronic processes by inhibition of MAP kinasep38 and the transcription
factor NFkB.

Keywords: gamma-terpinene (GT), Acute Lung Injury (ALI), Rhinitis, Asthma, OVA-
sensitized mice; Psychoimmunology.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo é uma resposta fisiologica protetora e intensamente
regulada, gerada por estimulos nocivos, tais como agentes patogénicos,
células potencialmente cancerigenas, células mortas ou injuria tecidual
(MEDZHITQOV, 2010; GUO et al., 2015; KOTAS; MEDZHITOV, 2015).

O primeiro pesquisador a definir os sinais clinicos da inflamacéo foi o
médico romano Cornélio Celsus. No século 1 d.C., Celsus observou que
durante o processo inflamatério, o microambiente sofre diversas alteracfes as
quais ficaram conhecidas como o0s quatro sinais cardinais clinicos da
inflamacéao: calor, rubor, edema e dor. Os mecanismos fisiolégicos dos quatro
sinais cardinais da inflamacao foram descritos por Augustus Waller (1846) e
Julio Conheim (1867), que evidenciaram que a resposta inflamatéria aguda é
caracterizada por uma intensa migracdo de leucécitos dos vasos sanguineos
para o sitio inflamatério, além de outras alteracdes vasculares e tendo como
participantes diferentes células e mediadores (MEDZHITOV, 2010; GUO et al.,
2015; KOTAS; MEDZHITOV, 2015). No entanto, o quinto sinal cardinal, perda
da funcéo, foi adicionado por Rudolph Virchow, 18 séculos depois, em 1858,
em seu livro Cellular Pathologie (MEDZHITOV, 2010).

Os eventos inflamatérios podem ser divididos em padrbes agudo e
cronico. A inflamacdo é considerada aguda quando apresenta duracéo
relativamente curta e é auto limitada podendo durar minutos, horas ou alguns
dias, caracterizada por vasodilatacdo, exsudacao de liquido plasméatico rico em
proteinas e migracdo de células para o local da lesdo. Ja a inflamagé&o crbénica
apresenta maior tempo de duracdo e estd histologicamente associada a
presenca de linfocitos e de macréfagos, angiogénese (proliferacdo de vasos
sanguineos), fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD, E. R; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

Uma grande variedade de eventos, incluindo danos mecéanicos,
infeccdes, lesbes quimicas, queimaduras, radiagdo e injuria tecidual,
podem induzir a inflamagcdo aguda (SCHMID-SCHONBEIN, 2006), a qual
tem um papel fisiolégico importante na defesa do hospedeiro levando ao

processo de reparo tecidual, que pode ser regeneragcdo ou cicatrizagao
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resultando na homeostasia tecidual. Porém, quando esse processo €
exacerbado pode haver leséo tecidual e esta evoluir para um processo cronico,
podendo ocasionar varias doencas, como: doencas pulmonares,
cardiovasculares, neuroldgicas, diabetes, cancer, entre outras (PORTH, 2010).
Para que isto ndo ocorra, € necessario controlar o processo inflamatoério a
tempo, pela eliminacdo ou parada dos eventos que acontecem nesse
processo, como o infiltrado celular que geram produtos potencialmente

toxicos e a vasodilatacao.

1.1 Inflamagao Aguda

O processo inflamatério agudo é iniciado a partir da ativacdo de células
teciduais (macrofagos) e migratérias (neutrdfilos). Células fagociticas incluindo
macrofagos teciduais, neutrofilos e mondcitos circulantes desenvolvem
importante papel na resposta inflamatéria aguda. Estas células produzem os
mediadores pré-inflamatérios (MATZINGER, 1994), os quais atuam localmente
elou sistematicamente colaborando para o aparecimento dos sinais cardinais
caracteristicos do processo inflamatério agudo, os quais podem ser
acompanhados ou nao da perda de funcdo do tecido ou 6rgdo afetado
(ROCHA e SILVA, 1994). Estes, sao gerados no local da lesdo tais como, o
Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), a Interleucina-lbeta (IL-1B),
prostaglandinas (PGs) e leucotienos (LT), cininas e componentes
intracelulares, como o ATP (trifosfato de adenosina), além de citocinas,
tais como interferon-y (IFN-y), IL-6, IL-12, entre outras. (VESTWEBER, 2015).

Os varios mediadores inflamatérios normalmente atuam restringindo as
consequéncias e a extensdo do dano tecidual, induzindo somente os sinais
cardinais localmente. Entretanto, dependendo da persisténcia e/ou intensidade
da leséo, alguns mediadores podem difundir-se e mediar sinais e sintomas
sistémicos como febre, aumento da producdo de proteinas de fase aguda,
leucocitose, ativacdo do sistema complemento, aumento da producdo de
glicocorticoides, alteracbes metabdlicas e das concentracfes plasmaticas de
metais como ferro, cobre e zinco. Esta resposta sistémica € denominada

reacdo de fase aguda e nessas situagfes pode-se observar que o0 sistema
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nervoso central e imune estdo funcionalmente conectados e integrados, ja que
nessa fase as citocinas produzidas no sitio inflamatorio interagem com o
sistema nervoso central, gerando por exemplo, febre, a qual é resultante
da acdo de citocinas como a IL-18 e do TNF-a no hipotalamo (MOON et.
al., 2014).

1.2 Leséo pulmonar aguda

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma sindrome inflamatoria de
insuficiéncia respiratéria aguda, resultante de uma variedade de lesdes no
parénquima dos pulmdes, que se nao tratada pode levar a forma mais grave da
doenca denominada sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA)
(MATTHAY; ZEMANS, 2011; HU et al., 2017). A taxa de mortalidade em
pacientes com LPA/SDRA é de aproximadamente 40%, por ndo haver
medicacdes eficazes para esta doenca (PHUA et al., 2009; SPRAGG et al.,
2010; HU et al., 2017).

Doencas infecciosas, como pneumonia e sepse, Sao0 as principais
causas da LPA, que podem gerar uma insuficiéncia respiratoria persistente e
dependéncia prolongada de ventilagdo mecéanica, fatores que aumentam a
suscetibilidade a disfuncdo de multiplos érgdos, como também podem levar a
morte (D'ALESSIO et al., 2009).

O epitélio alveolar contém dois tipos de células. As células planas do tipo
| que constroem a estrutura da parede alveolar, e representam 20% das células
epiteliais, mas cobrem 80% da &rea de superficie alvéolos. As células cubicas
tipo Il, que respondem por 80% das células alveolares, essas células secretam
moléculas surfactantes que diminuem a tensdo superficial e regulam o
equilibrio de fluidos no epitélio alveolar. As células alveolares tipo Il podem
regenerar as células do tipo | ap6s um processo de lesdo (GROMMES;
SOEHNLEIN, 2011).

Estudos em animais revelaram que a lesdo endotelial aparece dentro de
minutos a horas apos a inducéo da LPA e resulta em lacunas intercelulares do
endotélio. A formagdo de lacunas intercelulares pode ser considerada como a
base para o aumento da permeabilidade microvascular (MATUTE-BELLO et al.,
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2008). A lesdo epitelial leva a transporte de fluido e células e
consequentemente a formacao de edema pulmonar. Além disso, a contribuicdo
de lesdo epitelial a progressao da LPA para a SDRA tem se tornado cada vez
mais evidente.

O edema pulmonar e as lesGes endotelial e epitelial sdo acompanhados
por um intenso influxo de neutréfilos para o intersticio e espaco broncoalveolar.
A ativacdo e transmigragdo dos neutréfilos desempenham um papel
fundamental na progresséo da LPA e SDRA (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011).
A prova da importancia dos neutréfilos na LPA tem sido demonstrada a partir
de dados clinicos e em modelos animais. Analises histopatologicas
demonstraram que a LPA, em humanos, € caracterizada por uma resposta
inflamatoéria aguda nos pulmdes e alveolite neutrofilica (WARE; MATTHAY,
2000; MEI et al., 2007). A fase final da doenca pode resultar em recuperacéo
ou morte. A morte geralmente estd associada com o desenvolvimento da
faléncia mdltipla dos 6rgdos. O sucesso da resolucdo da doenca pode estar
relacionado as mudancas nas caracteristicas histoloégicas dos alvéolos. Os
neutrofilos sdo substituidos por macréfagos alveolares, e ocorre
repopularizacdo epitelial, reabsorcdo do fluido alveolar, limpeza dos residuos
de proteinas associadas ao influxo do edema observado na fase exsudativa, e
finalmente na resolucéo de fibrose (ADENIJI; STEEL, 2012; ANGUS, 2012).

O lipopolissacarideo (LPS) presente em paredes de bactérias Gram (-)
induz, em modelos animais, sintomas que se assemelham a LPA em humanos,
sendo uma importante ferramenta para explorar estratégias de tratamentos e
desvendar mecanismos inflamatérios na LPA (MEI et al., 2007; XU et al., 2008;
MUNOZ et al., 2009). Na LPA, a ligacédo do LPS aos TLRs (Receptores do tipo
toll) presentes em células pulmonares inicia a inflamacdo pulmonar aguda
(MATTHAY et al., 2012). As citocinas e quimiocinas sao secretadas a partir do
epitélio pulmonar e estimulam os macréfagos alveolares a iniciar o
recrutamento dos neutréfilos nos espacos aéreos através da barreira alvéolo-
capilar (THORLEY et al., 2007; LI et al., 2011; BHATIA et al., 2012). Os
neutroéfilos ativados liberam uma variedade de mediadores, incluindo proteases,
EROS (espécies reativas ao oxigénio), histonas e peptideos, os quais causam
lesGes no endotelial vascular e no epitélio alveolar (GROMMES; SOEHNLEIN,
2011). O consequente aumento da permeabilidade da barreira alvéolo-capilar
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leva ao acumulo de fluido extravascular rico em proteinas (KROPSKI et al.,
2009). O rompimento da capacidade para remocao de liquidos e producao de
surfactante devido a lesdo epitelial pulmonar também agrava o edema
pulmonar (WARE; MATTHAY, 2001).

Os neutrofilos sédo células importantes para o desenvolvimento da
patogénese da LPA e a IL-8 (CXCL8) tem sido indicada como o principal fator
guimiotatico para neutrdfilos no fluido de pulmao de pacientes com LPA/SDRA
(AZOULAY et al., 2002; PALLISTER et al., 2002; BAO et al., 2010). A IL-8 pode
aumentar a atividade de migracdo de neutrofilos e induzir a migracdo através
da barreira alvéolo-capilar, resultando numa acumulacdo de neutréfilos nos
espacos alveolares (BAO et al., 2010).

Apesar da extensa investigacao destinada ao diagndstico e o tratamento
das reacgOes patogénicas iniciais na LPA, terapias especificas ainda ndo foram
identificadas (CEPKOVA; MATTHAY, 2006; RAGHAVENDRAN et al., 2008).
Portanto, o investimento e realizacdo de novas terapias devem ser

intensificadas.

1.3 Inflamagéao Cronica

O termo cronico refere-se a tempo (cronologia), significando que a
inflamacao € de longa duracéo e acontece dentro de semanas ou meses.

Entendemos que a inflamacdo pode ser definida como o conjunto de
alteracdes bioquimicas, fisioldgicas e imunoldgicas em resposta a estimulos
agressivos ao organismo. Na resposta de fase aguda, que ocorre logo apés a
agressao, ha aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular, com
recrutamento de leucdcitos no foco da lesdo e liberacdo de mediadores
inflamatérios. A transicdo para a fase crbnica € caracterizada pelo
desenvolvimento da resposta humoral especifica e da resposta imune celular.
Embora possa suceder a inflamacdo aguda, a inflamacdo crbnica, com
frequéncia, comeca de maneira insidiosa, como resposta de baixo grau,
latente e, muitas vezes, assintomatica (KHOVIDHUNKIT et al., 2004; KUMAR
et al., 2004).
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Tanto na resposta de fase aguda quanto na crbnica, mediadores
inflamatérios agem de maneira local ou sistémica, ativando outras células
envolvidas com o processo inflamatério (células endoteliais, fibroblastos e
células do sistema fagocitico mononuclear), ampliando, assim, a resposta
inicial ao agente lesivo, podendo promover a formacdo de abcessos e fibrose,
como observado em varias doencas pulmonares, incluindo asma e DPOC
(doenca pulmonar obstrutiva crbnica). Além disso, um processo inflamatério
exacerbado contra substancias, que para a maiorias das pessoas sao inécuas,
pode levar a uma inflamac&o alérgica cronica. As doencas alérgicas mais
comuns sdo: rinite, asma, alergia alimentar, dermatite atopica e o angioedema
(HOLGATE e POLOSA, 2008).

1.3.1 Rinite

A rinite alérgica (RA) se caracteriza por ser uma inflamacdo das vias
aéreas superiores, especificamente da mucosa. Esse processo inflamatério
tem como sintomas: congestdo nasal, rinorréia, espirros, coceira e prurido
nasal (NG & WANG, 2015). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima
gue cerca de 25% da populacdo mundial seja portadora de rinite alérgica
(PAHO, 2015), afetando cerca de 500 milhdes de pessoas no mundo (GOMEZ
et al., 2015)

A RA é uma doenc¢a que promove um impacto negativo na vida social,
no desempenho escolar e na produtividade do trabalho dos pacientes, além de
elevar os custos com essa doenca no pais (GOMEz et al., 2015). Geralmente a
RA esta associada a outras doencgas, tais como: conjuntivite alérgica,
rinossinusite e especialmente a asma (GOMEZ et al., 2015).

Na RA a ligacdo dos anticorpos especificos do tipo IgE, presentes na
membrana basal de células como mastocitos, aos seus antigenos na mucosa
nasal resulta no processo inflamatério local, promovendo assim a expressao
clinica da doenga com sintomas como: coriza, espirros, obstrucdo nasal e
prurido (BOUSQUET et al., 2008). Trata-se da forma mais comum de rinite, a

gual acomete mais de 100 milhdes de pessoas na Europa e cerca de 60
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milhdes nos Estados Unidos (HANKIN et al., 2014), contudo ndo ha relatos da
prevaléncia dessa doenca em adultos no Brasil.

A RA constitui um sério fator de risco para a asma além de estar
associada a doencas crbnicas como a rinossinusite, como mencionado
anteriormente (HENS et al., 2008). Além dos sintomas classicos, o impacto
geral da rinite em executar tarefas diarias bem como o desvio comportamental,
psicolégico e a deficiéncia em executar tais tarefas ndo devem ser
subestimados (LEDFORD, 2003; MELTZER et al., 2012).

A rinite pode ser o resultado de etiologias diversas, mais comumente por
infeccbes ou respostas alérgicas imediatas, porém outros desencadeantes
podem promover o surgimento da rinite, incluindo: medicamentos, desequilibrio
hormonal e disfung&o neuronal. A rinite é classicamente dividida em 3 grandes
fenotipos clinicos: a.) rinite alérgica (RA), b.) rinite infecciosa e c.) rinite néo-
alérgica e nédo infecciosa (NAR), com a possibilidade de combinacdes
(ROBERTS et al., 2013; MURARO et al., 2016).

Os fenotipos de rinite foram descritos em relacdo a gravidade e duracao
e principais sintomas, padréo de apresentacdo, sensibilizacdo, presenca de
comorbidades e nivel de controle depois do tratamento. Os fendtipos de rinite
tém sido a base para o tratamento baseados em evidéncias (MURARO et al.,
2016). Além dos fendétipos, ha a necessidade de caracterizar os endotipos, pois
uma porcentagem significativa de pacientes com RA tém doenca descontrolada
(HELLINGS et al., 2013), ressaltando na necessidade de tratamento especifico
e eficaz para estes pacientes com RA. Afim de obter maior precisdo houve a
necessidade de categorizar os pacientes com RA em endotipos e deve ser
enfatizado que pacientes com rinite podem ter um endotipos complexos e que
a compreensao atual dos processos celulares e moleculares requer um estudo
mais aprofundado (MURARO et al., 2016).

Os endotipos podem ser:

a.) Rinite tipo Th2

Este endotipo é também denominada RA. Na primeira exposi¢cdo ao
alérgeno através do epitélio, células dendriticas (CD) capturam este alérgeno,
processam e apresentam nos oOrgaos linfoides, via complexo principal de
histocompatibilidade classe Il (MHC-II) a linfocitos inicialmente virgens ou ThO,

os quais irdo diferenciar-se em linfocitos Th2, com o auxilio de moléculas co-
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estimulatérias CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) (LLOYD et al., 2001). Em adicao, a
diferenciacdo de células Th2 é favorecida pelo proprio epitélio, que expressa
receptores (ICAM e VCAM) e é, portanto, ativado pelo alérgeno, liberando
citocinas como a interleucina (IL)-25, IL-33 e a linfopoetina do estroma timico
(TLSP). As células Th2, sob influéncia das citocinas IL-4 e IL-13 promovem a
ativacao do linfocito B em plasmacito produtor de IgE e IgG1 (Imunoglobulina E
ou G1) especifica ao alérgeno sensibilizante (WILLS-KARP, 1998). Esta IgE ou
IgG1 ligam-se a receptores de alta afinidade em mastocitos dos tipos FceRI ou
FcyRI respectivamente, sensibilizando essas células. Contatos subsequentes
do mesmo alérgeno com a submucosa, promovem uma ligacéo cruzada entre o
alérgeno e as IgE/IgG1 presentes na superficie dos mastécitos e basdfilos,
através de uma reacdo antigeno-anticorpo, provocando a desgranulagéo
destas células e a liberacdo de mediadores pré-formados (histamina) e
derivados dos fosfolipidicos de membrana (serotonina, leucotrienos,
prostaglandinas, tromboxanos, fator de ativacdo plaquetaria (PAF)), capazes
de causar inflamacdo (MURARO et al., 2016; GINA 2017). Isso geralmente é
acompanhado por uma resposta imune sistémica dominada por citocinas do
tipo 2 produzidas por células TCD4", associado também a uma eosinofilia nasal
(BENTLEY et al., 1992).

b.) Rinite tipo Thl

Uma resposta imune inata e adaptativa do tipo 1 ou Thl/IL-17 leva a
influxo de neutrdfilos e células TCD4" produtoras de IFN-y, geralmente ocorre
na rinite infecciosa (WANG et al., 2013; GINA 2017).

c.) Rinite Neurogénica

Este endotipo em particular € caracterizado por um aumento ha
expressao de canal potencial de receptor transiente (TRP) no nervo trigémeo e
altas concentracdes de substancia P, bem como neurocininas. Este endotipo
esta ligado a rinite gustativa, rinite dos idosos e rinite idiopatica com
hiperreatividade nasal (VAN GERVEN et al., 2014; GINA 2017).

d.) Disfuncéao epitelial

A disfuncéo epitelial pode ser primaria ou secundaria tanto a inflamacéo
da rinite tipo Th2, como da rinite tipo Thl. Pode também ser dividida na via da
disfuncéo ciliar (primario versus secundario) e a via da disfuncdo na barreira

(STEELANT et al., 2016). Varios outros fenétipos de rinite, como drogas, senis,
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e rinite hormonal, sdo mal caracterizados por falta de biomarcadores e de
mecanismos moleculares e celulares envolvidos. Na pratica clinica, os esfor¢cos
na caracterizagdo podem ser feitos em pacientes com rinite medindo-se 0s
niveis de IgE total e averiguando alérgenos especificos.

O tratamento atual desta doenca envolve a prevencéo do contato com o
alérgeno, o que muitas vezes é dificil e impraticavel. Para prevenir ou reduzir
os sintomas de RA, varios medicamentos séo utilizados na clinica medica tais
como corticosteroides, anti-histaminicos, descongestionantes, anticolinérgicos
e antagonistas dos receptores de leucotrienos. Poucos destes, no entanto,
permitem o alivio completo dos sintomas sem complicacdes. Além disso, esses
medicamentos geralmente requerem administracdo frequente uma ou duas
vezes por dia por um periodo de tempo relativamente longo, interferindo assim
na qualidade de vida dos pacientes (AOISHI et al., 2015; GINA 2017).

1.3.2 Rinite e Asma

Em 2012 foi publicada a ARIA (Allergic Rinitis and its Impact on Asthma),
um estudo que confirmou a relacdo entre a rinite e a asma, identificada ha dois
séculos atras (BUSQUET et al.,, 2012). No entanto, antes do estudo ARIA, a
asma e sua comorbidade com a rinite era desconsiderada (CRUZ et al., 2007).
A maioria dos pacientes com asma (asma alérgica e ndo alérgica) também
possuem rinite, enquanto 10% a 40% dos pacientes com RA possuem
comorbidade na asma (CRUZ et al., 2007). Alguns estudos sugerem que a
asma é mais comum em pacientes com rinite persistente de moderada a grave
do que aqueles com os outros tipos de rinite. Existem fortes interagcdes entre
asma e rinite devido a ambientes ocupacionais (MOSCATO et a., 2008).

A rinite geralmente ndo é o primeiro sintoma em criangas pré-escolares
durante a sua marcha atdpica. No entanto, a rinite em individuos sem asma €
um fator de risco para asma em adultos (SHAABAN et al., 2007; ROCHAT et
al., 2010). Na idade adulta, o desenvolvimento de asma em pacientes com
rinite € frequentemente independente da alergia, (SHAABAN et a., 2008)
enguanto que na infancia, frequentemente esta associado a alergia (ROCHAT
et al., 2010).
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1.3.3 Asma

A asma é uma das doencas inflamatérias crbnicas mais comuns que
afeta cerca de 300 milh6es de pessoas no mundo sendo a sua prevaléncia
duplicada a cada década (LAMBRECHT et al. 2015), com consequéncias
negativas para os individuos e sociedade. Tais consequéncias, como dias e
custos decorrentes de hospitalizagbes, ocasionam impacto econdmico e social
para o pais.

No Brasil a asma atinge 6,4 milhbes de brasileiros acima de 18 anos,
tendo uma prevaléncia de 39% a mais entre o sexo feminino. Em 2014, foram
registradas 105,5 mil internagcbes pela doenca originando um custo de R$ 57,2
milhdes para a rede publica de satude (BRASIL, 2015).

A taxa média de mortalidade no pais, entre 1998 e 2007, foi de
1,52/100.000 habitantes (variacdo, 0,85-1,72/100.000 habitantes), com
estabilidade na tendéncia temporal desse periodo (SBPT, 2012). Essa taxa
vem decrescendo e em 2010 atingiu 0,44 mortes/100.000 habitantes (LOTUFO,
2012).

Esta reducao pode ter ocorrido devido a maiores conhecimentos sobre a
doenca por meédicos e pacientes, bem como a implementacdo de politicas
publicas pelo governo, as quais oferecem corticosteroides inalatorios, entre
outras medicacoes, para pacientes com asma grave. Este programa reduziu os
custos relacionados com a asma ao Sistema Unico de Saude (SUS) em
relacdo as hospitalizacdes (SOUZA-MACHADO et al., 2010; SOLE et al.,
2017). No entanto, a asma ainda é uma das 20 razdes mais comuns para
visitas a hospitais no Brasil, representando a terceira principal causa de
hospitalizacéo dentro do SUS (CRUZ et al., 2012; SOLE et al., 2017).

Uma analise individual para cada centro de atendimento revelou que
todos os pacientes com diagnostico médico de asma em S&o Paulo foram
tratados com agonistas beta 2 de curta acao e corticosteroides orais, enquanto
22% desses pacientes receberam corticosteroides inalados como uma forma
de tratamento anti-inflamatoério, revelando insuficiéncia no tratamento para
esses pacientes (CAVALCANTI et al., 2014; SOLE et al., 2017).
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O nivel de controle da asma, a gravidade da doenca e 0s recursos
médicos utilizados por asmaticos brasileiros sdo pouco documentados. Em um
estudo, observou-se que o custo direto da asma (utilizacdo de servicos de
saude e medicacgdes) foi o dobro entre pacientes com asma néo controlada que
agueles com asma controlada, sendo a falta de controle da asma o maior
componente relacionado a utilizagcdo dos servicos de saude. Entretanto, o
gasto direto relacionado as medicagdes foi maior entre os portadores de asma
controlada, sendo que 82,2% desses utilizavam regularmente corticoides
inalatérios. O custo da asma aumenta proporcionalmente com a gravidade da
doenca. O custo indireto (niumero de dias perdidos de escola e trabalho) foi
superior no grupo com asma nao controlada (MILLER et al., 2005). Além disso,
o dificil acesso a servicos médicos, o preco das medicacbes e falta de
informacédo da populagdo afetada torna a situagdo ainda mais complicada
(RAMOS et al., 2006).

Recentemente Stirbulov e colaboradores (2016) mostraram que o
governo tem feito grande esforgo para melhorar os indices de crises de asma,
ao fornecer acesso a medicamentos para pacientes de familias de baixa renda,
através de programas como: "Farmacia Popular do Brasil (2004)", "Aqui tem
Farmacia Popular (2006)" e "Saude Nao Tem Preco (2011)", em que o0s
pacientes podem adquirir medicamentos para asma com prec¢os diferenciados
ou até mesmo gratis. Porém, apesar de todos esses avan¢os, a asma continua
a ser um problema de saude publica no Brasil. Nos ultimos cinco anos, essa
condicao foi responsavel por aproximadamente 2.500 mortes por ano, 0 que
significa haver 7 mortes por dia (BRASIL, 2015).

Ha registros de que a prevaléncia da asma esteja aumentando em todo
0 mundo, inclusive no Brasil, tendo em vista o agravamento dos fatores causais
(poluicdo) e o crescente numero de publicacbes cientificas com estudos
epidemiolégicos (GERGEN, 2001; STRIBULOV et al., 2009). Muitos fatores
tém contribuido para o aumento da prevaléncia da asma brdénquica, tais como,
0 aumento da poluicdo atmosférica e a rdpida modernizacdo. O aumento da
urbanizacdo explica em parte, a modificacdo na tradicional baixa incidéncia da
asma nos paises subdesenvolvidos (RAMOS et al., 2006).

Alguns estudos relatam que a exposicdo a determinados antigenos

durante a infancia pode estar relacionada a protecao contra a asma (RIEDLER
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et al., 2001; EGE et al., 2007). Porém, os mecanismos envolvidos nessa
protecdo ainda ndo estdo claramente definidos (MUTIUS; VERCELLI, 2010),
sendo a etiologia da asma multifatorial, uma vez que podem estar envolvidos
tanto fatores genéticos que predispdem o individuo a doenga, quanto os fatores
ambientais como poluicdo atmosférica, fumo e exposicdo a poeira (SOUSA,
2011).

A asma afeta todas as idades, porém com maior magnitude em criancas
e adolescentes, podendo os sintomas variar quanto a gravidade e frequéncia. E
relatada também uma maior incidéncia de crises de asma no periodo noturno e
na realizacéo de atividades fisicas (BOUSQUET et al., 2005).

Durante uma crise de asma, a mucosa dos brénquios intumesce,
resultando em estreitamento das vias aéreas e reducgdo do fluxo de ar para
dentro e para fora dos pulmdes e consequente falta de ar. A falta de ar retrata
uma das principais condicbes dos asmaticos, pois afeta ndo apenas a
respiracdo, mas produz outras complicacbes como a insbnia, promovendo a
fadiga diurna e niveis reduzidos de atividade. Esse quadro tem um significativo
impacto na qualidade de vida desses individuos, sendo o responsavel por
absentismos escolares e no trabalho.

A asma é um problema de saude publica nos paises desenvolvidos e em
desenvolvimento, tanto pelo fato de apresentar tratamentos apenas
sintomaticos e ndo curativos, quanto por ser uma doencga sub-diagnosticada.

Estima-se que entre 20 a 30% das pessoas que, apesar de
apresentarem sintomas graves caracteristicos, ndo sejam diagnosticadas
corretamente, causando consequéncias substanciais a saude, por nao
receberem o tratamento adequado (STRIBULOV et al., 2016). Além disso, o
sub-diagnostico e o0 sub-tratamento da asma s&o, indubitavelmente, os
responsaveis ou corresponsaveis por grande parte das hospitalizacées
pediatricas, sendo, em alguns casos, 0 intervalo entre a primeira visita ao
médico por sintomas respiratorios e o estabelecimento do diagnostico de asma
de 16 consultas ou trés anos. O atraso no diagndstico da asma na crianca
resulta em agravamento dos sintomas, tensao entre os familiares e aumento
dos custos com o tratamento (STRIBULOV et al., 2016).

De acordo com GINA (2017), o diagnéstico clinico da asma é sugerido

por um ou mais sintomas, como dispneia, tosse cronica, sibilancia, opressao ou
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desconforto toracico, sobretudo a noite ou nas primeiras horas da manha. As
manifestacbées que sugerem fortemente o diagndstico de asma sdo a
variabilidade dos sintomas, o desencadeamento de sintomas por irritantes
inespecificos (como fumacas, odores fortes e exercicio) ou por aeroalérgenos
(como &caros e fungos), a piora dos sintomas a noite e a melhora espontanea
ou apos o uso de medicacdes especificas para asma (WENZEL et a., 2016).

O exame fisico do asmético geralmente é inespecifico. A presenca de
sibilo é indicativa de obstrucéo ao fluxo aéreo; contudo, pode ndo ocorrer em
todos os pacientes. Embora o diagndstico clinico da asma em sua forma
classica (asma alérgica) de apresentacao néo seja dificil, a confirmacéo deve
ser feita por um método objetivo, uma vez que os sinais e sintomas da asma
ndo sdo exclusivos dessa condicdo. Os testes diagnosticos disponiveis na
pratica clinica incluem espirometria (antes e apds o uso de broncodilatador),
testes de broncoprovocacédo e medidas seriadas de Pico de Fluxo Expiratério
(PFE). Em certos casos, a comprovacao da reversibilidade da obstrucdo ao
fluxo aéreo pode ser demonstrada apenas com o teste terapéutico com
corticoide oral (GINA, 2017).

A asma foi considerada uma Unica doenca durante anos. Sua tradicional
definicdo de hiperresponsividade brénquica das vias aéreas tornou-se muito
ampla e inespecifica, uma vez que estudos recentes abordam sua
heterogeneidade, promovendo o0 conceito de que a asma pode apresentar
varios fenétipos e endotipos (WENZEL, 2006).

Fendtipo é definido como o agrupamento das caracteristicas observaveis
de um organismo, os quais resultam da interacdo de fatores genéticos com o
meio ambiente. Essas caracteristicas observaveis séo: resposta IgE-especifica
a alérgeno-especificos e funcdes pulmonares (WENZEL, 2006). Os endotipos
da asma, por sua vez, abrangem 0s mecanismos celulares e moleculares
subjacentes as caracteristicas de doencas observaveis, ou seja, a
imunopatologia (LOTVALL; et al., 2011; AGACHE, 2012). A asma &, portanto,
cada vez mais vista como uma sindrome em vez de uma Unica doenca
(WENZEL, 2012; WU et al.,, 2014). Atualmente, os fenotipos da asma
compreendem asma tipo 2 e asma nao tipo 2 enquanto os endotipos
compreendem: inflamatério tipo 2 (Th2"™) e nao tipo 2 (Th2"°) (WENZEL et al.,
2016) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema demonstrando os fenétipos e endotipos da asma e seus grupos.

\’

FENOTIPO
Caracteristicas observaveis induzidas 3
por interagdes genéticas com fatores

*+ Asmatipo 2

* Asma ndo tipo 2

ambientais
ENDOTIPO  Inflamatorio tipo 2
—_
Condicdo imunopatolégica da doenca « Inflamatério néo tipo 2

A asma é caracterizada de acordo com os feno6tipos, que sado as caracteristicas observaveis, os
quais podem ser de dois tipos: asma tipo 2 ou nédo tipo 2. O endotipo também pode ser
classificado de duas formas: inflamatdrio tipo 2 ou néo tipo2, caracterizando os mecanismos
patolégicos da doenga. Autoria propria.

Os endotipos diferem em termos de susceptibilidade genética, fatores de
risco ambientais, idade de inicio, apresentagdo clinica, prognostico e resposta
a terapias padrao e novas (WU et al., 2014; WENZEL 2012; WU et al., 2014).

Os fendtipos da asma compreendem varios tipos como demonstrado na

figura abaixo:

Figura 2. Representacdo esquematica dos fendtipos da asma.

—=

Asma Precoce — até 12 anos
Asma tipo 2 —< Asma Tardia — a partir de 20 anos

Asma Induzida pelo Exercicio (AIE)

=—

Asma Induzida pela Obesidade (AlO)

Asma nao tipo 2 ==

Asma Neutrofilica

Classificacdo dos fendétipos da asma tipo 2 em: asma precoce, tardia ou induzida por exercicio
e nao tipo 2 em: asma induzida por obesidade ou neutrofilica.
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1.3.3.1. Fenétipos da Asma

A classificacdo dos diversos fenétipos na asma deu inicio nas décadas
atrds com os conceitos de asma extrinseca (alérgica) e intrinseca (néo
alérgica) (RACKEMANN, 1947). Individuos com asma extrinseca
apresentavam a doenca no inicio da vida e eram caracterizados atOpicos
(produzem IgE-especifica a alérgenos). Por outro lado, asma intrinseca estava
relacionada a individuos que desenvolviam a doenca mais tarde na vida (apos
40 anos de idade) e estava relacionada com a exposicao a aspirina (“aspirin-
exacerbated respiratory disease - AERD), mas ndo com a sensibilizagéo
alérgica (WENZEL, 2006). Porém com a publicacdo de alguns trabalhos
realizados em humanos que demonstravam que o0s niveis de citocinas Th2
eram semelhantes na asma extrinseca e intrinseca, essa distingdo nao foi mais
aceita (HUMBERT et al., 1996; HUMBERT et al., 1999; GINA, 2008).

a) Asma Tipo 2

Desde o surgimento do conceito que a resposta imune poderia ser
dividida em resposta imune tipo 1 (Thl) e resposta imune tipo 2 (Th2), a asma
tem sido considerada uma resposta imune tipo 2 (Th2), associada a atopia e
alergia, as reacfes de hipersensibilidade do tipo imediata, com presenca de
eosindfilos e a resposta positiva aos corticosteroides. Apesar de estudos
recentes demonstrarem a existéncia de varios fenotipos de asma, ainda ocorre
a prevaléncia da asma tipo Th2 (cerca de 70%) (HALDAR et al., 2008; MOORE
et al., 2010). A asma do perfil Th2 compreende: asma precoce, tardia e a asma
induzida pelo exercicio (AIE) (HALLSTRAND et al., 2005 e 2010).

A patogénese da asma associa-se a mecanismos moleculares e
celulares da inflamagdo das vias aéreas. Na asma alérgica tipo 2 essa
inflamacdo é amplamente dependente da sensibilizacdo de mastocitos e
basofilos pela IgE (COSTA et al.,, 2008) e pela presenca de eosinoéfilos no
tecido (BOUSQUET et al.,, 1990). Observacbes de diferentes grupos de
fendtipos mostraram que varios endotipos de asma apresentam linfcitos Th2"
e linfécitos Th2"°, com base na presenca ou auséncia das citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13, bem como de eosindfilos no sangue e tecido (WOODRUFF et al., 2009).
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A presenca de IgE sérica (atopia) é o biomarcador da imunidade
adaptativa Th2, impulsionada por IL-4 e IL-13, que promovem a troca de isotipo
das imunoglobulinas sintetizadas por linfécitos B. Outros biomarcadores
também podem correlacionar com a asma tipo Th2", tais como: niveis de IL-25
no soro e periostatina, uma proteina de matriz extracelular que € secretada
pelas células epiteliais apos estimulo com IL-13 (CHENG et al., 2014).

No primeiro contato do alérgeno com o0 organismo, ocorre a
apresentacdo e ativacdo, com o auxilio do MHC-lIl e de moléculas co-
estimulatérias como CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), aos linfécitos T auxiliares (LT
helper — Th0), que sé@o essenciais para a ativacdo dos linfécitos ThO e sua
diferenciacdo em linfocitos Th2 (McADAM et al., 2000).

A ligacdo de CD80 ou CD86 ao CD28 em linfécitos ThO aumenta a
localizac&o nuclear do fator de transcricdo NFAT1 (do inglés: Nuclear factor of
activated T cell) e induz a expressao da proteina 3 ligante do GATA (GATA 3),
o principal regulador da diferenciacdo Th2 (RODRIGUEZ-PALMERO et al.,
1999). Esta co-estimulacdo também é fundamental para a expressdo do co-
estimulador induzivel (ICOS) que é regulado positivamente na ativacdo pelo
receptor de células T (TCR) (McADAM et al., 2000). O ligante para o ICOS
(ICOSL) é expresso constitutivamente em células B e células dendriticas
favorecendo a comunicacdo entre estas células e os linfocitos T. A ligacao
ICOS-ICOSL é importante para: a ativacdo de células T, producéo de citocinas
Th2 e a mudanca de classe de imunoglobulina para IgE e tem sido relacionada
com o desenvolvimento de inflamacao alérgica das vias aéreas (MOWEN e
GLIMCHER, 2004). Assim como o ICOS, o OX40 (CD134) é expresso em
células T apos a ligacdo do TCR. O seu ligante (OX40L) é expresso em APCs
apos ativacao e a expressdo de ambos é dependente da interacdo entre CD28
e CD80/86 (ROGERS et al., 2001). A co-estimulacdo por OX40 promove a
diferenciacdo Th2 e tem demonstrado ser importante para o desenvolvimento
de asma alérgica (HOSHINO et al., 2003)

Em adicdo, a diferenciacdo de células Th2 é favorecida pelo proprio
epitélio, que expressa receptores e €, portanto, ativado pelo alérgeno, liberando
citocinas como a IL-25, IL-33 e TSLP. Estas citocinas ativam diretamente as
CDs contribuindo para que induzam a diferenciacdo em linfocitos Th2, além de
desempenharem um importante papel na ativacdo de basofilos, estimulando a
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producao de IL-4, que por sua vez é fundamental para a ativacdo de genes de
citocinas do perfil Th2 (PAUL e ZHU, 2010). Tem sido demonstrado que o
estimulo por TLSP para a diferenciacdo Th2 é dependente da co-estimulacao
via a ligacdo entre CD40L (expresso por células T) e CD40 (expresso por
APCs). Estas moléculas estimulam a proliferacdo de células T por induzirem a
expressdo de CD80/86 em APCs (WATANABE et al., 2005).

As células Th2, por sua vez, passam a sintetizar citocinas as quais
promovem a diferenciacdo de linfocitos B em plasmadcitos. Esses, na presenca
de citocinas tais como IL-4 e IL-13 favorecem a troca de isotipo de
imunoglobulinas, pelo plasmécito, para IgE e IgG1 (Imunoglobulina E e G1)
especifica ao alérgeno sensibilizante (WILLS-KARP, 1998). Posteriormente as
IgE e IgG1l irdo ligar-se aos receptores de alta afinidade do tipo FceRl,
presentes na membrana celular de mastécitos e de baséfilos pulmonares, ricos
em mediadores da inflamacdo (HOLGATE et al., 2008).

Contato subsequente do mesmo alérgeno com a submucosa, promovem
uma ligacdo cruzada entre o alérgeno e as IgE/IgG1 presentes na superficie
dos mastdcitos e basdfilos, por uma reacdo antigeno-anticorpo, provocando a
desgranulacdo destas células e a liberacdo de mediadores pré-formados
(histamina) e derivados dos fosfolipidicos de membrana (serotonina,
leucotrienos, prostaglandinas, fator de ativacdo plaquetéria (PAF), capazes de
causar contracdo do musculo liso brénquico e inflamacdo da mucosa
respiratoria ou seja, provocar broncoespasmo e edema (BARNES, 2008;
EDWARDS et al, 2012).

Existe simultaneamente a ativacao rapida dos macrofagos presentes nas
vias aéreas e producdo de espécies reativas intermediarios do oxigénio (eROS)
(YANG et al, 2011). Os linfécitos Th2, presentes na mucosa brénquica na
asma, induzem a sintese de IgE pelos plasmdcitos, pela acdo de citocinas
como a IL-4 e a IL-13 e favorecem a diferenciacédo e ativacdo dos eosinofilos
pela agdo da IL-5 (PALMQVIST et al, 2007). A intervencdo do fator de
crescimento GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
tem capacidade amplificadora sobre esse processo (TODO-BOM e PINTO,
2006).

A resposta tardia ocorre como consequéncia da regulagdo positiva de

citocinas, quimiocinas e de moléculas de adesdo que motivam a ativagédo e o
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recrutamento de células inflamatorias, em particular dos linfécitos, basofilos e
eosinofilos e ainda neutréfilos e macrofagos para o local onde ocorreu o
contato. Os eosinofilos que infiltram a mucosa brénquica fixam também IgE na
sua membrana e respondem ao contato com o alérgeno libertando mediadores
(SHAKOORY et al., 2004). O acumulo de eosindfilos gera quimiocinas proé-
inflamatdrias e enzimas citoliticas incluindo a proteina catiénica eosinofilica e a
proteina basica principal que provocam ruptura da integridade do epitélio das
vias aéreas (WENZEL et al., 2006).

De fato trés tipos celulares principais estdo envolvidos no processo
alérgico: eosindfilos, mastocito/basofilos e linfocitos Th2 (WENZEL et al., 2006)
aparecendo consequentemente como fundamentais a expressao dos
receptores CCR3, CCR4 e CCRS8 para quimotaxinas, eotaxinas e RANTES
(Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted).

Atualmente se sabe que a asma alérgica, uma doenca com aspecto
clinico tao variavel, ndo é resultado apenas do desenvolvimento da resposta
Th2 exacerbada, mas também de outros perfis de respostas imunoldgicas,
desencadeados por linfécitos tais como: Th9 e Thl7, importantes, sobretudo,
no desencadeamento da asma severa (WENZEL et al., 2016). Além disso, a
presenca de células como as células linfoides inatas (ILCs) auxiliam na
severidade da doenca (LAMBRECHT et al., 2015). Por outro lado, células T
reguladoras (Treg) desempenham um papel primordial na supresséo dessas
respostas, promovendo uma modulacao do perfil Th2 em detrimento do perfil
Thl (LAMBRECHT et al., 2015). Tendo em vista a diversificada participacéo
celular na asma, seus diferentes fenétipos e endotipos, a observacdo do
paradigma Th2 nédo foi suficiente para explicar todo o espectro da sindrome da
asma. A doenca grave ndo esta associada a uma exclusiva producdo de
citocinas Th2, portanto fatores adicionais além dessas citocinas desempenham
um papel importante na patogénese desta sindrome (LAJOIE et al, 2010)
(Figura 3).
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Figura 3. Respostas imunes de tipo 2 na asma.
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A liberacédo de citocinas por células epiteliais, particularmente I1L-33 e TSLP, induzem a expresséao do ligante
OX40 (OX40L) em células dendriticas (CDs) e migracdo para o linfonodo onde ativam células T CD4" naive
produtoras de IL-4, que migram para zonas de células B e diferenciam-se em Th2 (linfocito T helper 2).
Citocina IL-4 e IL-13 ativam LB em plasmdcito produtor de imunoglobulina e medeiam a troca de isototipo
para IgE, Citocinas como IL-5 e IL-13 promovem altera¢Bes inflamatérias e remodelacdo na mucosa das
vias aéreas que predispde um individuo a asma exacerbada. ILC2 - célula linféide inata do grupo 2; TSLPR
- receptor TSLP; TSLP - linfoproteina do estroma timico. Fonte: adaptado de Fahy, 2017.

b) Asma néo tipo 2

Em comparagdo com a asma tipo 2, pouco se sabe sobre a asma nao
tipo 2, os fendtipos que |Ihe estdo subjacentes, ou os elementos moleculares
gue controlam. Asma nao tipo 2 pode afetar 50% ou mais dos individuos em
tratamento com corticosteroides que, apesar de cumprir 0s critérios para a
asma, mostram menos obstrucdo das vias aéreas e hiperreatividade do que os
individuos que apresentam asma severa tipo 2 (WOODRUFF et al., 2009).

Algumas pessoas que apresentam asma leve na fase adulta e sem

histérico de caracteristicas alérgicas moderadas na infancia sdo provaveis
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individuos que se enquadram nesta categoria (BISGAARD et al., 2010;
MARTIN et al., 2011).

A obesidade, por sua vez, desempenha um papel importante no
desenvolvimento, controle e gravidade de um desses fendétipos da asma. No
entanto, se a obesidade € um componente motriz do desenvolvimento da asma
ou ndo, ainda permanece controverso (WENZEL, 2012; WENZEL, 2016). Em
adicdo, a obesidade esta associada a um maior gasto energético durante a
respiracdo, falta de ar, maior probabilidade de refluxo gastroesofagico, tosse e
aperto no peito, sintomas estes que podem confundir o diagnostico de asma
nestes individuos (LOCKE et al., 1999; SIN et al., 2002; NILSSON et al., 2003;
PAKHALE et al., 2010).

Estudos demonstram a associacdo da obesidade com um estado pro-
inflamatorio generalizado, envolvendo elevada expressdo de determinados
mediadores inflamatorios, tais como TNF-qa, IL-6 e leptinas. Por outro lado, a
obesidade esta associada a menores quantidades de Fracdo Exalada de Oxido
Nitrico (FeNO), presenca de poucos eosinofilos e, mais importante, resposta
diminuida a terapia com corticosteroide (PETERS-GOLDEN et al., 2006;
KOMAKULA et al., 2007). Além disso, estudos recentes demonstraram que a
perda de peso esta relacionada com aumento da producdo de citocinas do
padrdo Th2 em relagdo as citocinas dos perfis Thl e Thl7 (DIXON et al.,
2011).

JA a asma neutrofilica apresenta-se associada a asma grave
(JATAKANON et al., 1999; WENZEL, 2012). E um fenétipo geralmente
observado em pacientes tratados com corticoides, pelo fato destes individuos
ndo responderem bem a essa terapia. Os corticosteroides atuam inibindo a
apoptose de neutréfilos, contribuindo assim para a ativacdo destas células
(KATO et al., 1995). Nestes individuos, a neutrofilia pulmonar esta associada a
baixa funcéo do pulméo, estreitamento da passagem do ar, espessamento das
vias aéreas (medido por tomografia computadorizada) e uma maior expressao
das metaloproteinases, mas ndo esta associada com hiperreatividade das vias
aéreas (SIMPSON et al., 2005) (Figura 4). Em adicéo, estudos relataram que a
inflamacao neutrofilica esta associada com regulacéo das vias da IL-18 e TNF-

a, além de co-existir com eosinofilia, caracterizando um quadro de asma
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severa, com presenca de multiplas vias de imunidade inata e adaptativa
(HASTIE et al., 2010; BOURGEQOIS et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4. Asma como doenca da musculatura lisa que é modificada pelo processo

inflamatério presente em cada endotipo.
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A asma apresenta broncoconstriccdo do musculo liso, o qual modifica-se pelo processo inflamatério de cada
fendtipo. Nos endotipos da asma compreendem-se o inflamatério tipo 2, que apresenta perfil Th2",
enquanto que o inflamatorio tipo ndo 2 apresenta perfil Th2". Estas vias inflamatérias n&o tipo 2 ndo séo

bem compreendidas, mas podem incluir as associadas a obesidade ou neutrofilica. Th- T helper. Fonte:
Adaptado de Fahy, 2017.

1.3.3.2 Asma: Participagdes de Diversas Células

A asma é uma doenca heterogénea, que apresenta um namero distinto
de fendtipos de acordo com a clinica de cada individuo. A forma mais comum
da asma é a asma alérgica (cerca de 70% dos casos), a qual resulta de uma
resposta imune inapropriada a inalacdo de alérgenos por individuos
geneticamente suscetiveis. Estes individuos apresentam a asma cléssica, de
perfil Th2 (ver topico Asma perfil Th2 e Figura 3) e IgE reativa a antigenos

especificos. Em contraste, na asma ndo Th2, os asmaticos apresentam a
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doenca sem ligacdo com antigenos especificos, presenca substancial de
neutréfilos em infiltrados pulmonares e resisténcia a terapia com esteroides
(LLOYD e HESSEL, 2010; WENZEL, 2012; WENZEL, 2016) (Figura 4). Uma
melhor compreensédo destes fendétipos clinicos, bem como seus biomarcadores
proporcionara a oportunidade de desenvolver terapias personalizadas voltadas
especificamente para cada fendtipo. Assim a participacdo de diversas células

na fisiopatologia da doenca é marcante para cada tipo de fenotipo.

a.) Células Linfoides Inatas (ILC)

As células linfoides inatas (ILC) foram inicialmente classificadas como
células efetoras ndo-T e ndo-B em muitos modelos de doencas do perfil Th2
(KANG et al.,, 2012). Publicagcdes seguintes passaram a denominar essas
células como células linfoides inatas, ou ILCs. As ILCs foram entéo
classificadas em trés grupos: 1. ILC1 — ILC do grupo 1, que incluem células NK
e secretam IFN-y; 2. ILC2 — ILC do grupo 2, produtoras de citocinas do perfil
TH2; 3. ILC3 — ILC do grupo 3, produtoras de IL-17 e IL-22 (WALKER et al.,
2013).

De muitas maneiras, as ILC2 se assemelham a células Th2, porém as ILC2
nao apresentam receptores especificos a antigenos, mas como células Th2,
reagem as citocinas derivadas do epitélio IL-25, IL-33 e TSLP (KANG et al.,
2012). As ILC2 que produzem citocinas do perfil Th2 (IL-13, IL-5 e IL-9) foram
inicialmente descritas no intestino de camundongos infectados com helmintos,
onde estas contribuem para a eosinofilia tecidual e para a producédo de muco,
parametros cruciais para a expulséo de vermes (MORO et al., 2010).

As células ILC2 desenvolvem-se a partir de progenitores linfoides comuns
em resposta a citocinas como IL-7 e IL-33 e dependem dos fatores de
transcricdo GATA-3 e RORa. A ativagao de ILC2 é ainda induzida por IL-25 e
IL-33, produzidos principalmente por células epiteliais em resposta a lesdo e
estimulagdo através de receptores de reconhecimento de padrées (PRR)
(WENZEL et al., 2016).

Estudos subsequentes ligaram as ILC2 a patogénese da inflamacao
alérgica das vias aéreas, onde alérgenos contendo proteases podem ativar
indiretamente ILC2 através das células epiteliais pulmonares (HALIM et al.,
2012). A leséo proteolitica induz a liberacdo de IL-33 que, por sua vez, ativa as
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células ILC2 para induzir eosinofilia pulmonar e hiperreatividade brénquica.
Outra maneira pela qual as ILC2 podem ser ativadas nos pulmdes apos a
exposicdo ao alérgeno é através da expressdo do receptor de cisteinil
leucotrieno, CysLT1R (DOHERTY et al., 2013). O leucotrieno D4 (LTD4), o
principal ligante para CysLT1R, pode ser induzido apdés uma Unica exposicao a
alérgenos proteoliticos e estudos demonstraram seu papel regulatorio na
ativacao e proliferacdo de ILC2 (DOHERTY et al., 2013). Tais dados indicam
gue as células ILC2 podem ser ativadas muito cedo apds a exposi¢cdo ao
alérgeno e que sua producdo de IL-5 e IL-13 podem causar algumas
caracteristicas da asma alérgica de forma independente das células T
(LAMBRECHT et al., 2015).

b) Th17

Células Th1l7 apresentam-se como uma distinta linhagem de células T
efetoras CD4", que secretam IL-17 e expressam fator de transcri¢do receptor
do &cido retindico relacionado ao receptor nuclear 6rfao yt (RORyt) e RORa
(HARRINGTON et al., 2005). Embora o fator de transformacédo de crescimento
B (TGF-B) e citocinas inflamatdrias IL-6, IL-21 e IL-23 serem consideradas
cruciais para desenvolvimento de resposta envolvendo linfécitos Thl7 em
animais, ainda ndo esta claro quais citocinas sao necessarias para o
desenvolvimento de Thl7 em humanos (ALCORN et al., 2010). IL-17A
apresenta-se aumentada nos pulmdes de pacientes com asma e 0s niveis de
IL-17 estdo correlacionados com a gravidade da doenca, particularmente em
pacientes com neutrofilia e resistente a esteroides (AL-RAMLI et al., 2009).

Células Th17 podem também exacerbar eosinofilia mediada por células
Th2 na inflamacdo das vias aéreas (WAKASHIN et al., 2008).
Interessantemente, a transferéncia de antigenos especificos para células Th17
promove inflamacéo das vias aéreas resistente a esteroides e hiperreatividade
em camundongos, fortalecendo ainda mais a associacéo entre as células Th17
e asma severa (MCKINLEY et al., 2008).

As formas graves de asma sao caracterizadas pelo aumento da
remodelacdo das vias aéreas. Em alguns modelos experimentais de asma
conduzidos por acaros caseiros ou 0zonio, observou-se que a IL-17A contribuiu

para a remodelacao, promovendo a proliferacéo de fibroblastos (BELLINI et al.,
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2011). Em humanos e camundongos, a IL-17 também pode causar a contracéo
direta das células do musculo liso brénquico e assim causar hiperreatividade
bronquica na auséncia de inflamacéo neutrofilica (KUDO et al., 2012). Além
das células T convencionais TCRaB'CD4", células TCRyd" e células ILC3
podem ser fonte de IL-17 e a contribuicdo relativa de todas pode ser diferente
em varios endotipos de asma. A producdo de citocinas pelas células Thl7 é
notoriamente resistente a inibicdo por esteroides, o que explica por que a
inflamagéo rica em neutréfilos conduzida pelas células Thl7 é o correlato

patolégico da asma resistente a esteroides (LAMBRECHT et al., 2015).

c.) Th9

A IL-9 foi originalmente descrita como um fator de crescimento de
células T e mastdcitos, produzida por varios tipos celulares incluindo linfocitos
T, mastdcitos, eosindfilos e neutroéfilos. Por muito tempo a IL-9 foi considerada
uma citocina do perfil Th2, devido a sua elevada producéo durante infeccdes
por nematodas e em respostas alérgicas.

Vérios estudos indicam a existéncia de outro tipo de células T auxiliares,
distintas das células Th2, que produzem IL-9 em grandes quantidades e podem
regular inflamacdes alérgicas crénicas (SOROOSH & DOHERTY, 2009).

Os mecanismos envolvidos na diferenciacdo das células Th9 nao estao
completamente elucidados, porém atualmente é definido que estas células sédo
diferenciadas a partir de ThO ativadas na presenca de TGF- e IL-4, enquanto
o IFN-y inibe a ativacao destas células (SCHMITT et al.,1994).

As células Th9 foram identificadas como um subconjunto de células T
auxiliares distintas e foi demonstrado que estimulos adicionais, tais como
TSLP, vias de sinalizacéo através de receptores da familia Notch ou a ligagéo
ao receptor OX40 também contribuem para a diferenciacdo de células Th9
(YAO et al., 2013). Estudos demonstraram que as vias moleculares envolvidas
na producdo de IL-9 estdo ligadas a fatores de transcricdo Smad2, Smad3,
STATS5, IRF4 e PU.1 que sao essenciais para a diferenciacdo Th9 (LIAO et al.,
2014). Evidéncias sugerem que IL-9 estad envolvida no desenvolvimento de
inflamacado alérgica no pulmao, por ser detectada em bidpsias de pacientes

com asma e estar relacionada as células TCD4", embora existam varias outras
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fontes celulares de IL-9, incluindo os mastocitos e eosinéfilos (PEJMAN, S.;
TAYLOR, 2009).

d.) T regulatério (Treq)

As células Treg exercem um papel chave no controle das respostas
inflamatérias. Elas podem ser de ocorréncia natural (nTreg) ou induzidas
(iTreg) por estimulagdo antigénica. Os linfécitos Treg apresentam o fator de
transcricdo FOXP3 (do inglés: forkhead Box P3) (LLOYD e HAWRYLOWICZ,
2009) e atuam na regulacéo das respostas inflamatorias. Foi demonstrado que
a transferéncia de células CD4'CD25'FOXP3 promove modulagdo no
desenvolvimento de inflamacédo nas vias aéreas, hiperreatividade e previne a
ativacdo induzida por alérgenos de células dendriticas (KEARLEY et al., 2005)

As células Treg exercem sua acao inibitéria por mecanismos diretos e
indiretos: produzem citocinas anti-inflamatérias como IL -10 e TGF-B, as quais
suprimem a ativacdo de células dendriticas nos pulmdes; expressdao de
moléculas inibidoras, tais como antigeno 4 do linfocito T citotoxico (CTLA4) e
modulam tanto o MHC-II quanto as moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86
na apresentacdo do antigeno (KEARLEY et al.,, 2005; WHITEHEAD et al.,
2012).

A supressédo das CDs por linfécitos Treg € dependente do contato direto
a célula. Células Treg expressam LFAL (linfécitos associado ao antigeno 1)
dependente da ligacdo com CDs, que promove uma regulacdo negativa de
moléculas co-estimuladoras nas CDs em resposta a expressdo de CTLA4
pelas Tregs (ONISHI et al., 2008). Além disso, a deplecdo de Tregs, em
camundongos, promove maior frequéncia de CDs nas vias respiratorias e
niveis elevados de moléculas co-estimulatérias (LEWKOWICH et al., 2005).
Adicionalmente nas vias aéreas de criangas com asma, a percentagem de
células Treg é menor do que em criancas saudaveis (KHOA et al., 2009).

Recentemente vem sendo demonstrado que algumas terapias
medicamentosas podem aumentar respostas via Treg. A combinacdo de
corticoide e vitamina D induz a producdo de IL- 10, via Treg e a vitamina D
restaura o defeito na producao de IL- 10, in vitro (RYANNA et al., 2009).
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1.3.4 Farmacoterapias na asma

Para a maioria das desordens alérgicas o tratamento € feito a base de
substancias que visam uma combinacdo de alivio dos sintomas e controle
terapéutico. Entre essas substancias se encontram o0s corticosteroides, 0s
antagonistas de mediadores, os agonistas B,-adrenérgicos e os inibidores de
fosfodiesterases. Outras classes de farmacos também tém sido desenvolvidas,
como os inibidores de mastécitos e os anticorpos monoclonais, porém com
menor uso clinico (HOLGATE & POLOSA, 2008).

Os corticoides, a exemplo da dexametasona, suprimem respostas
alérgicas por meio da inibicdo de citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesao. O mecanismo de ac¢do destas drogas envolve a sua difusdo através da
membrana plasmatica e a interagdo com receptores de glicocorticoides no
citoplasma, induzindo ativacdo destes receptores e migracdo para o nucleo,
onde eles modulam a atividade de genes alvos, incluindo aqueles codificantes
dos fatores de transcricdo NFkB e AP-1 (BARNES & ADCOCK, 2003).

Os principais antagonistas de mediadores sdo os anti-histaminicos de
primeira e segunda geracdo, como a clorferamina e a loratadina,
respectivamente. Estes compostos antagonizam as ac¢des da histamina,
principalmente no receptor H1. Os anti-histaminicos de segunda geracdo sao
mais eficazes e mais seletivos e por isso possuem menor toxicidade (DEL et
al., 2006).

Antagonistas do receptor de cisLT como montelukaste® e zafirlukaste®
também tém sido desenvolvidos, contudo seu principal uso é como terapia
suplementar aos corticoides inalatorios (POLOSA, 2007).

Os agonistas B,-adrenérgicos, como o salbutamol sdo broncodilatadores
e proporcionam alivio rapido dos sintomas da asma. A ligacdo destes agonistas
aos receptores B,-adrenérgicos resulta na ativacao da proteina Gs, que por sua
vez estimula a atividade da enzima adenilato ciclase para aumentar a producao
do 3’'5’-monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). O AMPc ativa a enzima PKA,
gue medeia o relaxamento do musculo liso por meio da fosforilacdo da kinase
da cadeia leve de miosina (MLCK) e da abertura de canais de K* dependentes
de Ca®* (KCa) (HOLGATE & POLOSA, 2008).
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Os inibidores de fosfodiesterases, a exemplo da teofilina, também séo
broncodilatadores. Estas drogas atuam evitando a degradacdo do AMPc e com
iISSO permitem que ele aja por mais tempo ativando a PKA e promovendo
relaxamento da musculatura lisa (BOSWELL-SMITH et al., 2006).

A evolugdo no tratamento da asma mantém a promessa de
desenvolvimento de medicamentos de precisdo, terapias biologicas
especificamente dirigidas aos fenétipos de cada paciente a fim de melhorar a
eficacia e diminuir o risco. Neste sentido, os biomarcadores podem ser a base
fundamental para a precisdo clinica do futuro. Os biomarcadores servem de
base para que seja proporcionado ao paciente um tratamento mais especifico
ao seu fenotipo da asma. Um biomarcador ideal deve ser sensivel e especifico,
facil e reproduzivel. Além disso, deve fornecer informagBes biologicamente
relevantes que auxiliem nas tomadas de deciséo (FRICKER et al., 2017).

As terapias bioldgicas para asma tipo 2, aprovadas ou ainda em ensaios
clinicos, sdo destinadas a agir contra a IgE, IL-5, IL-13, receptor IL-4 (IL-4Ra) e
ao TSLP. As citocinas IL-4 e IL-13 s&o centrais para a inflamagéo do tipo Th2,
com GATA3 sendo seu principal fator de transcricdo (FAJT et al.,, 2015).
Multiplo marcadores para inflamacao tipo 2 foram desenvolvidos, incluindo
eosinofilos em escarro e sangue, oxido nitrico (FeNO) exalado, IgE sérica e a
periostina (FRICKER et al., 2017).
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Tabela 1. Tratamento direcionado ao endotipo inflamatério perfil Th2 da asma.

Biomarcador Droga Alvo Efeito Aprovacgéo
Eosindfilos no Omalizumab IgE Reducéo da exacerbacéo. Aprovado
sague Melhora nos sintomas e na pela FDA.
FENO gualidade de vida.
Periostina
Eosindfilos no Mepolizumab IL-5 Reduc¢do do namero de Aprovado
sague/escarro eosinofilos, exacerbacgao. pela FDA.
FENO
Eosindfilos no Reslizumab IL-5 Reducado do niumero de Em
sague eosinofilos, exacerbacéo. avaliacao
Eosinofilos no Benralizumab IL-5Ra Reduc¢é&o do namero de Fase llI
sague eosinofilos e basofilos,
exacerbacao.
Eosinofilos no Dupilumab IL-4Ra Reducéo de exacerbagéo, Fase llI
sague melhora nos sintomas e na
qualidade de vida
Periostina Tralokinumab IL-13 Reducéo do numero de Fase llI

eosinodfilos, exacerbacao.

Periostina Lebrikizumab IL-13 Reducdo da exacerbacéao Fase Il

As vias da IgE, IL-5 e IL-4/IL-13 podem ser alvos com anticorpos monoclonais (mAbs). Existe uma
sobreposicdo notavel entre os chamados biomarcadores preditivos e uma significante heterogeneidade na
resposta clinica. FDA, US Food and Drug Administration; IL-4Ra, receptor da IL-4a ; IL-5Ra, receptor IL-5.
Fonte: MURARO et al., 2016.

Embora exista uma consideravel variedade de drogas utilizadas na
terapia antialérgica, elas apenas aliviam os sintomas e, portanto precisam ser
usadas de forma cronica. Este fato tem uma importante implicacéo terapéutica,
pois a maioria destas drogas apresenta efeitos colaterais graves, que podem
causar muitos danos aos usuarios de medicamentos, principalmente quando
utilizados por um longo periodo de tempo. Os corticoides podem causar
alteracGes enddcrinas graves (ALEN, 2006); os anti-histaminicos apresentam
efeitos sedativos e anticolinérgicos (DEL et al., 2006); os agonistas [3.-
adrenérgicos e os inibidores de fosfodiesterases apresentam efeitos cardiacos
e no sistema nervoso central (BOSWELL-SMITH et al., 2006).

Neste sentido, € de extrema importancia a realizacdo de pesquisas para
o0 desenvolvimento de novos farmacos que possam ser utilizados com

seguranca e eficacia terapéutica, trazendo beneficios a satude da populacéo.
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1.3.5 Psiconeuroimunologia

O sistema imunoldgico (Sl) e o sistema nervoso (SN) evoluiram para a
manutencdo da homeostase fisiolégica e protecdo contra possiveis agressdes
ao organismo, sendo o processo inflamatério uma ferramenta de defesa do Sl
(CHAVAN et al., 2017). No entanto, quando o processo inflamatorio néo for
resolvido, este pode ser prejudicial, causando o surgimento de doencas
inflamatdrias cronicas ou disturbios autoimunes.

O SN integra as funcdes biologicas e fornece um controle homeostatico
instantaneo pela liberagcdo de neurotransmissores e moléculas regulatorias.
Esses dois sistemas, SI e SN, possuem caracteristicas evolutivas
aperfeicoadas que permitem o reconhecimento de alteracbes e ameacas em
um microambiente em constante mudanga e ao reconhecerem, montam
respostas e desenvolvem memoéria para facilitar respostas a alteracdes
semelhantes no futuro (CHAVAN et al.,, 2017). Assim, a interacdo entre
neurdnios e células imunes, suas comunicacao e cooperacao funcional, é parte
integrante da homeostase e sobrevivéncia das espécies.

Estudos identificaram componentes da interacdo neuro-imune
compartilhados entre os dois sistemas. Além das células imunes, a presenca
de receptores de reconhecimento de padrées (PRR), incluindo os receptores
tipo Toll (TLRs) e dos receptores de citocinas, nas células do Sl e nos
neurbnios fornecem substratos moleculares para modulacdo simultdnea da
funcdo imune e neuronal por padrbes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), citocinas e outras moléculas imunolégicas (HOSOI et al.,, 2005;
LARTIGUE et al., 2011; PARK et al., 2014; XU et al., 2015; STEINBERG et al.,
2016).

Essa interacdo resulta na ativacédo de vias de sinalizac&o intracelulares
mediadas por fatores como NFKB e AP1, assim como a ativacdo de
inflamassomas e aumento da sintese de citocinas (DAVIS et al.,, 2011,
MEDZHITOV, 2008). A ativac@o das células imunes periféricas e liberacéo de
citocinas e outros mediadores inflamatorios (serotonina, histamina,
prostaglandinas) tem um impacto nos nervos sensoriais no local inflamado. A

maior classe de neurbnios sensoriais € de nociceptores e a ativacao destes
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promove a liberacdo de substancia P (SP), peptideo intestinal vasoativo (VIP) e
outros neurotransmissores, que se ligam a seus receptores nas células imunes
promovendo ou suprimindo as respostas inflamatorias (PINHO-RIBEIRO et al.,
2017).

Os nociceptores desempenham um papel critico na conducdo de
hiperreatividade pulmonar e inflamacao na asma (TALBOT et al., 2015). O trato
respiratorio € inervado por neur6nios nociceptores que podem induzir tosse,
producdo de muco e broncoconstriccdo. Estes neurdnios detectam estimulos
nocivos, incluindo irritantes quimicos e alérgenos (PINHO-RIBEIRO et al.,
2017). Os neurdnios nociceptores podem gerar inflamacdo pulmonar através
da liberacéo do neuropeptideo VIP, que atua sobre o receptor VPAC2 expresso
pelas células linfoides inatas Tipo 2 (ILC2) para induzir a producdo de IL-5
(TALBOT et al., 2015) (Figura 5). Os neuropetidos também potencializam a
desgranulacdo de mastdcitos, principais mediadores da inflamacéo alérgica
(KIM et al., 2014).

Figura 5. Neurdnios nociceptores liberam neuropeptideos que regulam as fun¢8es das

células imunes adaptativas e inatas.
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O peptideo intestinal vasoativo (VIP) ativa seu receptor VPAC2 expresso por células linfoides
inatas e células Th2 e estimula essas células a produzir IL-5 e IL-13, mediadores importantes
de reacdes alérgicas que causam desgranulacao de eosinéfilos e mastécitos.
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A expressdo de receptores para neurotransmissores, incluindo
receptores de acetilcolina e receptores adrenérgicos foram identificados em
macroéfagos, células dendriticas, células T, e outras células imunes, facilitando
a regulagdo neural nas respostas imunolégicas (KAWASHIMA et al., 2015). As
células imunes também sintetizam e liberam substancias classicamente
designadas como neurotransmissores e neuromoduladores, incluindo
acetilcolina, dopamina e outros catecolaminas com papel na regulagdo imune
local e em circuito neuroimunomodulador mais complexo (MARINO e
COSENTINO, 2013) (Figura 6).

Nos ultimos 50 anos tem-se abandonado a ideia de que 0s organismos
sejam constituidos por 6rgéos e sistemas funcionalmente separados uns dos
outros. Neste sentido a Neuroimunologia ou Psiconeuroimunologia é um ramo
de estudos que vem crescendo cada vez em pesquisas a fim de analisar o
relacionamento reciproco entre o Sistema Nervoso (SN) e os componentes do
Sistema Imune (SI).

O estudo da neuroimunomodulacdo ndo € unidirecional. A
bidirecionalidade dos Sl e SN s&o apresentadas pela existéncia de elementos
comuns entre esses sistemas. Muito se tem avancado em relacdo a interacéo
entre os sistemas nervoso, endocrino e imune e os efeitos que o estresse tem
sobre a imunidade (ALVES et al., 2007), porém aqueles relacionados aos
efeitos da ativacédo do sistema imune sobre o sistema nervoso necessitam ser
aprofundados. Sabe-se da presenca de citocinas e de receptores para as
mesmas, nos SN e Sl, fato que, provavelmente, justifica as alteracfes
neuroquimicas e comportamentais que acompanham processos infecciosos
(OLIVEIRA et al., 2000; CHITTIPROL et al., 2008). Esta interacdo sugere um
papel imunoregulatorio para as citocinas no cérebro, e um papel do sistema
imune nas aferéncias sensoriais, sendo algumas doencgas psiquiatricas como
ansiedade, depressdo, esquizofrenia e autismo atreladas com disfuncdes
imunoldgicas, ou seja, alteracdes imunes sdo capazes de modular a atividade
neuronal e, consequentemente as emocgdes e o comportamento (PALERMO-
NETO et al., 2010) (Figura 6).



57

Figura 6. Esquema ilustrativo das interagdes entre os sistemas nervoso, endécrino e

imune.

Sistema
Nervoso

Sistema
Imune

Sistema
Enddcrino

<€ >

Hormonios

InteracBes entre os sistemas nervoso, endécrino e imune, que através dos seus mediadores
alteram o processo de salde-doenca Fonte: Adaptado de ALVES e PALLERMO-NETO, 2010.

A asma afeta diretamente a qualidade de vida dos individuos, né&o
apenas pela alteracdo respiratoria, mas também por prejuizos
comportamentais, funcionais e fisicos que ocasiona, podendo estar relacionada
com sintomas de depressao e ansiedade (MATOS et al. 2007; CAMPANHA et
al., 2008).

Alteracbes da funcédo pulmonar influenciam diretamente os aspectos
psicossociais, como depressao, ansiedade e qualidade de vida em pacientes
asmaticos. Muitos pacientes se apresentam ansiosos € depressivos,
justamente pelas mudangas que vem com a doenga. A alta prevaléncia desses
sintomas pode estar associada as manifestacbes da doenca, como intensa
dispneia e respostas psicologicas do paciente a medida que este se confronta
com as significativas limitacdes para realizar as atividades de vida diaria e com
o esforco exigido para ajustar-se a incapacidade (FURTADO et al. 2012).

Nos seres humanos alguns problemas respiratérios estdo associados a
ansiedade sendo a respiragcdo um parametro a mais no diagnostico de varias
desordens relacionadas a ansiedade (FREIRE et al., 2012). Apesar de esta

relacdo ser bem descrita em humanos, a pesquisa pré-clinica visa investigar a
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funcdo respiratdria em modelos animais de ansiedade (CARNEVALI et al.,
2013).

Observacdes clinicas de insuficiéncia respiratdria grave em pacientes
gue apresentam transtornos de ansiedade tém estimulado muitas pesquisas a
fim de identificar anormalidades respiratérias associadas a esta sindrome.
Sintomas como a hiperventilagcdo (PAPP et al., 1997), instabilidade respiratoria
e suspiros frequentes (SCHWARTZ et al.,, 1996; ABELSON et al., 2001) tém
sido comumente relatadas em pacientes com transtorno de panico, mesmo
durante periodos sem crise (WILHELM et al., 2001; WILHELM et al., 2001).

Evidéncias de ligacdo entre a respiracdo e a ansiedade em ratos vém
sendo documentadas, mostrando que parametros respiratorios sao fortemente
afetadas pelo condicionamento e pela novidade (FRYSZTAK et al., 1991,
HEGOBURU et al., 2011). H4 também estudos mostrando que diminuicdes na
frequéncia respiratoria séo indicativas de dano pulmonar em modelos de asma
murino (VAICKUS et al., 2010). Assim a respiracdo € o ponto comum da asma
e da ansiedade (Figura 7).

Utilizando modelo de asma experimental murino estudos demonstraram
mudancas na atividade em nucleos cerebrais especificos no hipotalamo e
amigdala, juntamente com mudancas comportamentais associadas a
exposicdo a alérgeno especificos em camundongos (BASSO et al., 2003;
COSTA-PINTO et al., 2005). Estes estudos ainda demonstraram um aumento
na atividade cerebral no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) e nucleo
central da amigdala (CeA), desencadeada por desafio com OVA em
camundongos alérgicos (BASSO et al., 2003; COSTA-PINTO et al., 2005).
Podemos entdo afirmar que estas sdo importantes areas na modulacdo de
fatores afetivos comportamentos que participam de respostas ao estresse,
incluindo a ativacdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA), contendo as
maiores quantidades de fator liberador de corticotropina (CRF) no SNC. Estudo
demonstrou por imunohistoquimica que a expressao de c-fos nestas regides
cerebrais esta aumentada em animais sensibilizados e desafiados com OVA
(COSTA-PINTO et al., 2006).
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Figura 7. Esquema representativo mostrando a relagéo entre asma, respiragéo e ansiedade

RESPIRACAO
ANSIEDADE

A asma provoca alteracbes respiratdrias, as quais favorecem quadros de ansiedade. A
respiracao apresenta-se como 0 ponto comum da asma e da ansiedade.

Os adolescentes sdo uma parte da populagdo com uma elevada
prevaléncia e morbidade de asma os quais nao cuidam de forma efetiva da sua
doenca (BRUZZESE et al., 2012). Uma explicacdo potencialmente importante
para a falta de cuidado é a ansiedade como comorbidade. Os jovens com asma
possuem maior risco de apresentar sintomas de ansiedade, sendo este fato
associado ao aumento dos sintomas de asma (FELDMAN et al., 2013).

A literatura relata uma prevaléncia significativamente maior de
transtornos mentais em pessoas com asma, com énfase particular nas
desordens como depressdao e/ou ansiedade (KATON et al., 2004). Esta
associacao tem importantes implicacbes para estes pacientes, decorrentes da
presenca de comorbidade psiquiatricas, levando a gravidade dos sintomas e
reducdo do controle da asma (ZHANG et al., 2016). Estudo mostrou que cerca
de 80% dos pacientes asméaticos tém ansiedade descontrolada (VIEIRA et al.,
2011). Outro dado muito importante € a confirmag¢do desta associacdo em
varios estudos em animais, 0s quais apresentam biomarcadores da asma e
altos niveis de ansiedade (ORAKA et a., 2007; MARCO et al., 2010). Embora a
compreensao mecanicista desta associacdo esteja sob investigacdo, esta se
tornando evidente que o manejo da ansiedade é importante para o tratamento
do paciente com asma (MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016).

Medicacbes ansioliticas atualmente usadas sdo da classe dos
benzodiazepinas e antagonistas seletivos de recaptacao de serotonina (SSRI)
e ambos ndo sao ideais, pois 0 primeiro provoca sonoléncia e pode causar
dependéncia, enquanto o segundo requer 2-3 semanas para o inicio do efeito.
Portanto, para o manejo complexo da asma com ansiedade associada, uma

medicacdo que combine efeitos anti-inflamatorios e ansioliticos representaria
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um beneficio significativo. Estudo em nosso laboratério, utilizando o extrato de
Herissantia tiubae demonstrou que o mesmo apresenta tal combinacdo das
duas propriedades em modelo experimental de asma e em protocolos de
ansiedade (MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016).

Com base nos dados apresentados acima, estudamos o 6leo essencial
gama-terpineno (GT) no sentido de observar uma combinacéo de efeitos tanto
no Sl quanto no SN de forma a se apresentar benéfica no controle das
afeccdes do trato respiratorio. Assim, nosso objetivo foi determinar se o GT

previne ou reduz os indices relacionados a asma, incluindo ansiedade.

1.3.6 Oleos essenciais e monoterpenos

Os Oleos essenciais sdo substancias volateis e complexas,
caracterizados por um forte odor, sintetizados por plantas aromaticas durante o
seu metabolismo secundario. Muitas dessas plantas ja demonstraram possuir
um grande potencial terapéutico, que pode ser atribuido a presenca dos 0Oleos
essenciais (SOWNDHARARAJAN et al.; DE SOUSA, 2011; ALI et al., 2015;
CALO et al., 2015; CARVALHO et al., 2015; SARMENTO-NETO et al., 2015).

Os principais constituintes dos 0leos essenciais sdo compostos de baixo
peso molecular, constituidos por unidades basicas semelhantes ao isopreno
contendo cinco carbonos, denominados de terpenos. Os terpenos sao
biossintetizados pela via do mevalonato, a qual utiliza o &cido mevalénico como
precussor para a formacdo do isopentenil pirofosfato (PP), composto chave
para a formacdo de todos os terpendides (WATERMAN, 1991; SIMOES;
SPITZER, 2004). Os terpenos sao produzidos a partir da conversao de prenil
difosfatos aciclicos e esqualeno em formas ciclicas ou aciclicas, por acdo do
terpeno sintase. Diferentes isoformas dessa enzima s&o responséaveis pela
formacéo de diversas classes de terpenos, classificadas como: monoterpenos
(classe de terpenos com 10 unidades de carbono - C10), sesquiterpenos
(classe de terpenos com 15 unidades de carbono - C15), diterpenos (classe de
terpenos com 20 unidades de carbono — C20), entre outras (DEGENHARDT et

al., 2009). Apesar da existéncia dessas inUmeras classes, cerca de 90% dos
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terpenos extraidos dos Oleos essenciais encontrados em plantas, pertencem a
classe dos monoterpenos (BAKKALI et al., 2008).

Os monoterpenos podem apresentar algumas variagbes estruturais,
podendo ser aciclicos, monociclicos ou biciclicos (SIMOES; SPITZER, 2004).

Diversos estudos utilizando 6leos essenciais e monoterpenos
demonstraram uma grande variedade de propriedades farmacoldgicas dessas
substancias. As propriedades farmacolégicas atribuidas aos 6leos essenciais e
aos monoterpenos sao variadas e algumas delas podem apresentar vantagens,
guando comparadas a outras drogas com acdo terapéutica ja evidenciada,
como, por exemplo, a sua volatilidade e o baixo peso molecular de seus
componentes, que os torna ideal para uso em nebulizagbes, banhos de
imers@o ou uso intranasal, além de serem rapidamente metabolizados pelo o
organismo (BANDONI; CZEPAK, 2008). Dessas ac¢fes farmacoldgicas,
destacam-se: acdo sobre o processo inflamatério e sobre o sistema nervoso
central.

Mendes e colaboradores (2010b) demonstraram que o 6leo essencial
obtido das folhas Lippia gracilis possui acées antinociceptiva e anti-inflamatoria.
O principal componente desse 6leo € o monterpeno timol, que ja& demonstrou
apresentar diversas atividades bioldgicas: antimicrobianos, antioxidantes, anti-
nociceptiva e anti-inflamatéria (BRAGA, DAL SASSO, CULICI, BIANCHI, et al.,
2006; BRAGA, DAL SASSO, CULICI, GALASTRI, et al., 2006; KARPANEN et
al., 2008; RIELLA et al., 2012).

Oleos essenciais de plantas aroméaticas como Helichrysum
odoratissimum (L.) Less, Heteropyxis natalensis Harv. e Lippia javanica (Bir. f.)
Spreng, utilizadas popularmente no tratamento de doencas dermatoldgicas,
demonstraram possuir a atividade inibidora sobre a 5-lipoxigenase (LOX-5), os
monoterpenos 1,8-cineol e limoneno sdo os principais constituintes dos 6leos
essenciais dessas plantas e sdo considerados como 0s principais responsaveis
pela atividade anti-inflamatoria destas espécies (DE CASSIA DA SILVEIRA E
SA et al, 2013). Além disso, diversos estudos demonstram a atividade
ansiolitica dos monoterpenos como: mirtenol (MOREIRA et al., 2014); limoneno
(LIMA et al., 2013; ALVES, et al., 2016); 1,4-cineol (GOMES, et al., 2010) e 1,8-
cineol (KIM et al.,, 2014), sendo os trés ultimos compostos com semelhanca

estrutural com o gama-terpineno.
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que o0
monoterpeno gama-terpineno (Figura 8) possui atividade anti-inflamatéria, em
diferentes modelos de inflamagédo agudos. O tratamento com gama-terpineno
reduziu pardmetros inflamatorios, tais como edema, producéo de citocinas proé-
inflamatérias, além de reduzir a migracdo de células para o sitio inflamatério
(RAMALHO et al., 2015).

Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade anti-inflamatéria
aguda e cronica do gama-terpineno (GT) em protocolos murinos de leséo
pulmonar aguda (LPA), rinite e asma respectivamente. Estendemos 0 nosso
estudo sobre o GT no sentido de observar seu efeito, de forma concomitante,
na asma e ansiedade tendo em vista forte ligacdo dos sintomas clinicos

observados na asma e a geracao de niveis de ansiedade.

Figura 8. Estrutura quimica dos monoterpeno gama-terpineno
CHj
H3C
CHj

Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/223190?lang=pt&region=BR
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar os efeitos do gama-terpineno (GT) nas inflamacdes aguda e

crobnica em modelos murino de lesdo pulmonar aguda (LPA - inflamacéo

aguda), rinite e asma alérgicas (inflamacdes crbnicas), bem como avaliar a

inter-relacdo asma-ansiedade.

2.2Especificos

Avaliar o efeito do tratamento com GT no protocolo de inflamacédo aguda

como a LPA, analisando:

Migracao células totais e diferenciais

Nivies de proteinas totais no tecido pulmonar

Peso pulmonar

Andlise histolégica do tecido pulmonar

Producéo de citocinas inflamatoérias

Analise expressao do receptor TRL4 e de moléculas sinalizadoras tais
como: MAPK p38 e o fator de transcricdo NFkB,;

Avaliar o efeito do tratamento com GT nos protocolos de inflamacéao

cronica, como a rinite e a asma, analisando:

- Rinite:

Migracao células totais e diferenciais na cavidade nasal
Avaliacdo dos sinais clinicos

Analise histoldgia do tecido nasal
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- Asma:

e Avaliar os sinais comportamentais de ansiedade

e Analisar a expressao de c-fos em regifes determinadas no cerebro

e Quantificar a migracdo de células totais e diferenciais na cavidade
pulmonar

e Producédo de IgE-alérgeno especifica

¢ Andlise histolégia do tecido pulomonar

e Producgdao de citocinas

e Analise das vias de sinalizagdo MAPK (p38; JNK; ERK1/2) e os fatores
de transcricdo AKT e NF-kB.
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3. METODOLOGIA

3.1 Substancias, sais, aparelhos e equipamentos

As listas de substancias e sais, de aparelhos e equipamentos

encontram-se nos apéndices A e B, respectivamente.

3.2 Animais

Camundongos isogénicos fémeas da linhagem BALB/c de 7 a 8
semanas (n = 6), com peso corporal entre 20 e 30 g e ratas Wistar fémeas (n =
6), pesando em média 200 g, foram utilizadas nos experimentos. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno a uma temperatura de 25 + 2 °C e
submetidos a um ciclo de claro e escuro de 12 horas (6:00 as 18:00 claro e de
18:00 as 6:00 escuro) com livre acesso a agua (autoclavada) e a uma dieta
controlada a base de racao do tipo pellets (PURINA) durante todo o periodo de
experimentacdo. Os camundongos e as ratas foram fornecidos pelo biotério
Professor Thomas George do Instituto de pesquisa de farmacos e
medicamentos (IPeFarM)/UFPB. A manipulagdo dos animais foi realizada de
acordo com o Guia de Cuidado Animal (SHERWIN et al., 2003). Os animais
foram eutanasiados por overdose de anestésicos (xilazina 20 a 30 mg/kg +
guetamina 200 a 300 mg/kg). Os procedimentos experimentais foram
analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) do
Centro de Biotecnologia CBiotec/UFPB, sob a certiddo n°35/16 (em anexo).

3.3 CondigOes Experimentais

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Imunofarmacologia - CCS em parceria com os laboratérios: Psicofarmacologia
- UFPB e o Laboratério de Neuroanatomia - UFRN. Para os procedimentos
comportamentais, cerca de 120 minutos antes dos testes, os camundongos
(n=6/grupo) foram previamente alojados em gaiolas de polietileno, visando
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minimizar as possiveis alteracfes comportamentais dos animais decorrentes
da mudanca de ambiente, bem como permitir uma adaptacdo a sala de
experimentacdo. Os camundongos foram mantidos a temperatura de 21 + 1° C
e privados de agua e racdo 60 minutos antes dos testes. Antes de cada
procedimento, a bancada foi limpa com etanol 70%, e durante os
procedimentos foi utilizado etanol de baixa graduacdo (10%). Todos os
experimentos foram executados no periodo compreendido entre as 9h as 15h

horas e 0s animais foram utilizados uma Unica vez.

3.4 Preparo do Gama-Terpineno

O gama-terpineno (GT) foi adquirido comercialmente pela Sigma-Aldrich,
com pureza de 98%. Para a utilizacdo do 6leo essencial nos experimentos in
vivo, o GT foi solubilizado em veiculo composto de 2% de Tween 20 em
solucao salina a 0,9% em trés doses: 12,5 mg/kg; 25 mg/kg e 50 mg/kg. Em
todos os protocolos o GT foi administrado por via oral (v.0). O grupo de animais
controle ndo-tratado recebeu igual volume do veiculo empregado na dissolucdo

do GT e administrado por via oral (v.0).

3.5 Protocolos Experimentais

3.5.1 Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

O protocolo de lesao pulmonar aguda experimental induzida por LPS foi
adaptado de Pacheco de Oliveira e colaboradores (2015) e Franco e
colaboradores (2009). Este protocolo consiste na inducdo da LPA por
lipopolissacarideo (LPS). Assim, os camundongos foram previamente
anestesiados e receberam, por instilagdo nasal, LPS (2,5mg/Kg) diluido em
40uL de solucdo salina estéril. O grupo controle recebeu apenas 40uL do
veiculo estéril via intranasal. Os animais foram mantidos em condi¢cdes normais

de alimentacao e agua por 72h. Apos o desafio com LPS ou veiculo os animais
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foram tratados trés vezes: 1, 24 e 48 horas ap0s o desafio e 72 horas ap6s o
desafio os animais foram eutanasiados por overdose anestésica, pela
administracdo intramuscular (i.m.) de solucdo anestésica contendo 29 mg/mL
de quetamina e 1,91 mg/mL de xilazina em solucdo salina (NaCl 0,9%) e,
posteriormente, foi coletado o fluido do lavado broncoalveolar (BALF) para
contagem de células (totais e diferenciais) e dosagens de proteinas totais e

citocinas.

3.5.1.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos experimentais (n=6/grupo)
1. Grupo Basal: animais saudaveis (ndo desafiados com LPS e tratados com
veiculo; 2. Grupo LPS: animais desafiados com LPS e tratados com veiculo; 3.
Grupo GT50: animais desafiados com LPS e tratados com o gama-terpineno
(GT) na dose de 50 mg/kg; 4. Grupo GT25: animais desafiados com LPS e
tratados com o gama-terpineno (GT) na dose de 25 mg/kg; 5. Grupo GT12,5:
animais desafiados com LPS e tratados com o gama-terpineno (GT) na dose
de 12,5 mg/kg. Foram realizados trés tratamentos nos tempos 1, 24 e 48 horas
apos o desafio com o LPS (Tabela 2).

Tabela 2. Grupos de camundongos BALB/c no protocolo de Lesdo Pulmonar Aguda.

Grupo Desafio/LPS Tratamento
Basal Nao Veiculo
LPS Sim Veiculo
GT50 Sim GT dose 50 mg/kg
GT25 Sim GT dose 25 mg/kg
GT12,5 Sim GT dose 12,5 mg/kg

LPS: lipopolissacarideo
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3.5.1.2 Contagem de células Totais e Diferenciais no BALF no protocolo
de Leséao Pulmonar Aguda

Para quantificagdo do numero total de células e do numero de células
diferenciais, no fluido do lavado bronco alveolar (BALF) dos animais
submetidos a lesdo pulmonar aguda, no dia 4° do protocolo experimental (72 h
apos o desafio), os animais foram anestesiados, as traqueias foram expostas
com auxilio de pinga e tesoura cirurgica, os lobos da glandula tireoide foram
retirados e entdo inserido um cateter periférico 1V-18G de poliuretano
(Descarpack) para a coleta do BALF. No cateter foi conectada uma seringa
contendo 1 mL de HBSS-/- 8°C, que foi administrado na traqueia no sentido
pulméo, sendo realizado a lavagem e coleta do BALF. O fluido coletado foi
transferido para um tubo tipo eppendorf e armazenado no banho de gelo, para
preservar a viabilidade celular. Uma aliqguota do BALF (10 pL) foi retirada e
adicionada, na proporcéo 1:10 a de solucdo de Turk (90 uL) (VETEC, Rio de
Janeiro, RJ), levada a camara hemocitométrica (Neubauer), sendo realizada a
contagem das células totais no microscoépio 6ptico (40 X - BX40, OLYMPUS).
ApOs a contagem das células totais, o BALF foi centrifugado (centrifuga
CR422, JONAM) em 1000 RPM a 4°C por 5 minutos. Os sobrenadantes foram
retirados, aliqguotados e armazenados em freezer para posterior quantificacao
das citocinas e dosagem de proteinas totais (BEZERRA-SANTOS et al., 2006).
O pellet do BALF foi ressuspenso em 500uL de HBSS-/- e homogeneizado, em
seguida foi retirado 200 yL do BALF, adicionados em laminas e centrifugadas
na citospin (FANEN, S&o Paulo, SP, Brasil Mod 2400). As laminas contendo as
células foram fixadas, coradas pelo método pandético (Kit Pandtico, Renylab) e
contadas de forma diferencial em microscopia éptica.

3.5.1.3 Quantificacéo de Proteinas Totais e Taxa de Pulm&o Umido/Seco
(U/s)

Para quantificar proteinas totais do BALF foi utilizado o método do
reativo do biureto. Os fons cobre (Cu*?) em meio alcalino presentes no
Reagente de Biureto reagem com as ligacdes peptidicas das proteinas séricas

formando cor purpura, proporcional a concentracdo das proteinas na amostra.
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A absorbancia das amostras foi mensurada em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 540 nm.

ApOs 72h do protocolo experimental, os pulmes direitos foram retirados
de todos 0s grupos experimentais e pesados para obter o peso "umido" do
orgdo. Para obter o peso "seco" dos pulmdes, os 6rgaos foram colocados em
placas de Petri e incubados a 60 °C por 48 h e apds esse periodo os pulmdes
foram pesados. O indice de edema pulmonar foi calculado pela propor¢céo do

peso molhado pelo peso seco dos tecidos pulmonares (relacéo U/S).

Figura 9. Resumo do protocolo de lesdo pulmonar aguda (LPA).
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Camundongos foram desafiados, por instilacdo nasal, com LPS (2,5mg/kg). Ap6s o desafio
com LPS ou veiculo os animais foram tratados trés vezes: 1, 24 e 48 horas ap0s o desafio e 72
horas apds o Ultimo tratamento os animais foram eutanasiados por overdose anestésica, para
obtencéo do BALF e retirada dos pulmdes.

3.5.2 Rinite alérgica experimental

O modelo de rinite alérgica experimental foi desenvolvido tendo como
base o protocolo experimental descrito por Yingkun e colaboradores (2013)
com algumas modificacbes. Nos dias 0 e 12, os camundongos foram

sensibilizados com a injecdo de 10 yg/mL de uma suspensédo contendo 50
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pMg/mL de ovalbumina (OVA) grade V (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) e 10
mg/mL de AI(OH); (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) em solucdo salina por via
intraperitoneal (i.p.). Entre os dias 19 e 23, os animais foram desafiados com
aerossol de OVA grade Il (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) a 5% em solucéo
salina. Os desafios foram realizados diariamente, durante 30 minutos, em uma
camara fechada, sob um fluxo continuo de aerossol, com o auxilio de um
nebulizador ultra-sénico em duas etapas. A primeira etapa foi dos dias 19 a 23
e ap6s um intervalo de 7 dias ocorreu a segunda etapa, compreendida dos dias
30 a 34. Uma hora antes cada desafio das duas etapas os animais foram

tratados com o GT (12,5; 25 e 50 mg/kg), droga padréo ou veiculo.

3.5.2.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais (n=6/grupo) 1.
Grupo Basal: animais saudaveis (ndo sensibilizados, porém desafiados com
OVA e tratados com veiculo; 2. Grupo OVA: animais sensibilizados e
desafiados com OVA e tratados com veiculo; 3. Grupo GT50: animais
sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com o gama-terpineno na
dose de 50 mg/kg; 4. Grupo GT25: animais sensibilizados e desafiados com
OVA e tratados com o gama-terpineno na dose de 25 mg/kg; 5. Grupo GT12,5:
animais sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com o gama-
terpineno na dose de 12,5 mg/kg. 6. Grupo Dexa: animais sensibilizados e
desafiados com OVA e tratados com dexametasona (2 mg/kg). Foram feitos 4
tratamentos na primeira etapa de desafios e 4 tratamentos na segunda etapa
de desafios, sendo estes sempre efetuados uma hora antes cada desafio
(Tabela 3).
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Tabela 3. Disposi¢cédo dos grupos animais na rinite.

Grupos Sensibilizagdo-OVA Desafio-OVA Tratamento
Basal Nao Sim Veiculo
OVA Sim Sim Veiculo
GT50 Sim Sim GT dose 50 mg/kg
GT25 Sim Sim GT dose 25 mg/kg
GT12,5 Sim Sim GT dose 12,5 mg/kg
Dexa Sim Sim Dexametadona 2 mg/kg

OVA: ovalbumina

3.5.2.2 Sinais clinicos

Os sinais clinicos, tais como espirros e friccdes nasais, dos animais no
protocolo de rinite foram avaliados tendo como base o protocolo experimental
de Saito e colaboradores (2002). Os animais foram analisados individualmente
em cada grupo imediatamente apés o ultimo desafio com OVA (34° dia do
protocolo). Os parametros avaliados foram: a.) contagem do numero de
espirros e b.) movimentos de prurido nasal (friccbes nasais). Estes foram
avaliados por 10 minutos com o auxilio de uma camera de filmagem e posterior

contagem.

3.5.2.3 Coleta do Fluido do Lavado Nasal (NALF)

O NALF foi coletado no 35° dia do protocolo experimental, 24 horas ap0s
o ultimo desafio. O NALF foi realizado com 1mL de HBSS+/- a 8°C, injetado na
nasofaringe do animal pela traqueia, sentido traqueia-nariz. O fluido foi

coletado e armazenado para posterior contagem de células (Figura 10).

3.5.2.4 Contagem Total e Diferencial de Células do NALF

A contagem do numero total de células no NALF foi realizada em
camara hemocitométrica. O NALF foi diluido (1:2) em solucéo de Turk (VETEC,

Rio de Janeiro, RJ) e a contagem das células totais foi realizada no
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microscopio Optico (40x - BX40, OLYMPUS). Os tubos do tipo eppendorf
contendo o NALF, foram centrifugados (centrifuga CR422, JONAM) a 1000
rpm, em uma temperatura de 4°C, por 5 minutos. Os sobrenadantes foram
separados e o pellet foi ressuspenso em 300uL de HBSS-/-. Este foi entéo
homogeneizado, retirados 200 yL de cada NALF e uma gota da suspensao
celular colocada em laminas e estas centrifugados no citospin (FANEN, Sé&o
Paulo, SP, Brasil Mod 2400). As laminas obtidas foram fixadas e coradas pelo
método pandtico (Kit Panotico, Renylab). A contagem diferencial de células foi
realizada por microscopia Optica (40x). Cada lamina foi percorrida até a
contagem de 100 células, utilizando para isso a objetiva de imersdo (100x), os
leucécitos contados foram divididos em quatro classes: macréfagos; linfocitos;

neutréfilos e eosindfilos.

Figura 10. Resumo do protocolo de Rinite Alérgica

12 etapa dos

22 etapa dos

desafios desafios
! } | | | N
0 1 19 23 31 34 | 35
\_YJ 130 min 130 min'\
2 dias de =
Sensibilizacéo / N
(i.p.) [T [LQVA - 59 m—HOvA - 50 \
R e b “
35 s &2 '
Sinais

NALF .
/ angue Clinicos
X
S— IgE
l Cél. Totais

Pellet
Cel. Diferenciais

Camundongos foram sensibilizados (i.p.) nos dias 0 e 12 com OVA e desafiados em duas
etapas: de 19 a 23 e de 31 a 34. Uma hora antes cada desafio os animais foram tratados com
GT (12,5; 25 e 50 mg/kg), dexametasona ou salina.
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3.5.3 Inflamagc&o pulmonar alérgica experimental — protocolo de asma

experimental

O protocolo experimental de asma consistiu na sensibilizagcdo de
camundongos BALB/c fémeas via a injecdo intraperitoneal (i.p.) de 0,2 mL de
uma suspensdo contendo 10 ug de OVA (grade V e 0,2 g de hidréxido de
aluminio, no primeiro e décimo dias. No periodo entre os dias 19 a 24 ap0s a
sensibilizagdo, os animais foram desafiados com aerossol de OVA 1%
dissolvido em salina 0,9 % durante 20 minutos em uma camera fechada
(LLOYD et al., 2001), procedendo sempre com o pré-tratamento dos animais
uma hora antes de cada desafio, sendo estes grupos: salina, GT 12,5; 25 ou 50
mg/kg ou droga padréo dexametasona. Imediatamente ap6s o Ultimo dia de
desafio, os animais foram submetidos a testes respiratérios e comportamentais.
No 25° dia, os animais foram eutanasiados por overdose de anestésicos
(xilazina 20 a 30 mg/kg + quetamina 200 a 300 mg/kg) para procedimento com

técnicas imunolégicas.

3.5.3.1 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em sete grupos experimentais (n=6/grupo) 1.
Grupo Basal: animais saudaveis (ndo sensibilizados, mas desafiados com OVA
e tratados com veiculo); 2. Grupo OVA: animais sensibilizados e desafiados
com OVA e tratados com veiculo; 3. Grupo GT50: animais sensibilizados e
desafiados com OVA e tratados com o0 gama-terpineno na dose de 50 mg/kg; 4.
Grupo GT25: animais sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com o
gama-terpineno na dose de 25 mg/kg; 5. Grupo GT12,5: animais sensibilizados
e desafiados com OVA e tratados com o0 gama-terpineno na dose de 12,5
mg/kg. 6. Grupo Dexa: animais sensibilizados e desafiados com OVA e
tratados com dexametasona (2 mg/kg). 7. Grupo DZP: animais sensibilizados e
desafiados com OVA e tratados com diazepam (1 mg/kg). Foram feitos quatro

tratamentos sempre uma horas antes cada desafio com OVA (Tabela 4).
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Tabela 4. Disposic¢&o dos grupos animais ha asma.

Grupos Sensibilizacdo-OVA  Desafio-OVA Tratamento

Salina Nao Sim Veiculo

OVA Sim Sim Veiculo

GT50 Sim Sim GT dose 50 mg/kg
GT25 Sim Sim GT dose 25 mg/kg
GT12,5 Sim Sim GT12,5 dose 12,5 mg/kg
Dexa Sim Sim Dexametasona 2 mg/kg
DzP Sim Sim Diazepam 1 mg/kg

OVA: ovalbumina

3.5.3.2 Analise Comportamental

Imediatamente apds o ultimo desafio alergénico (22°), os animais foram
avaliados com relacdo a presenca de sinais comportamentais de ansiedade,
utilizando os testes do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) e da Placa Perfurada
(PP). Para andlise comparativa, foi utilizado como droga padrdo o diazepam
(DZP) na dose de 1 mg/kg.

a) Teste do Labirinto em cruz elevado

O aparelho utilizado neste experimento é constituido de material acrilico
cinza (introspeccdo ®, Sao Paulo, Brasil) e apresenta dois bragos abertos (30
cm x 5 cm x 15 cm) e dois bragos fechados (30 cm x 5 cm x 15 cm) irradiando
do centro da plataforma (5 x 5 cm) para formar um sinal de mais (+). O
aparelho é elevado a uma altura de 38,5 cm, e colocado dentro de uma sala de
som atenuado (Figura 11). A analise se inicia ao colocar um animal na
plataforma central do labirinto, de frente para um dos bracos abertos, sendo
gue estes foram pré-tratados de acordo com o protocolo experimental. O
namero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragcos abertos foram
contados durante um periodo de teste de 5 minutos. O critério de entrada em
um dos bracos s6 era considerado quando o animal posicionava as quatro
patas no seu interior (BIALA e KRUK, 2008). Os testes de LCE foram
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realizados no laboratério de Psicofarmacologia do CCS/UFPB, Joao Pessoa,
PB.

Figura 11. Labirinto em Cruz Elevado (LCE).

Fonte:https://www.google.com.br/search?g=elevated+plus+maze&source=Inms&tbm=isch&sa=
X&ved=0ahUKEwie2NTckLDZAhXMf5AKHAHQAKOQ AUICigB&biw=1366&bih=613. Acessado:
07.03.18 as 9h

b) Teste da Placa Perfurada (PP)

O aparelho de Placa Perfurada (Ugo Basile-Itdlia, modelo 6650),
utilizado para o teste consiste em uma plataforma de formato quadrado,
medindo 40 x 40 cm, contendo 16 orificios de 3 cm de diametro, acoplados a
fotocélulas sensiveis ao mergulho da cabeca do animal, as quais sao
conectadas a central que registra, de forma cumulativa, o numero de
mergulhos e contém dispositivos para ligar e zerar o aparato. Essa estrutura
posicionada a 18 cm do balcao, através de dois suportes localizados nas duas
laterais do mesmo (Figura 12). O teste baseia-se no fato de animais ansiosos
explorarem menos o aparelho e animais tratados com drogas ansioliticas
fazerem o oposto (LIMA et al., 2013). Os testes PP foram realizados no

laboratorio de Psicofarmacologioa da UFPB.
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Figura 12. Placa Perfurada (PP).

Fonte:<https://www.ottoenvironmental.com/shopexd.asp?id=7929&bid=True> Acessado:
07.03.18 as 9h

3.5.3.3 Analise da expressao do Fos no tecido cerebral

Entre 90 a 120 minutos ap6s o desafio com OVA, cada animal foi
anestesiado com quetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg i.p. (intraperitonial)
e foi realizado a perfusdo transcardiaca com solucdo salina 9% (50 mL) e
posteriormente com formaldeido 4% (paraformaldeido 350 mL) para fixar o
tecido cerebral. Em seguida os encéfalos foram removidos, pos-fixados no
mesmo fixador por 2 horas e acondicionados em solu¢cdo sacarose 30%. Os
encéfalos foram microtomizados por congelamento (30 pm) em criostato e os
cortes do tecido cerebral foram divididos em 4 séries de cortes alternados para

contemplar as varias regides do encéfalo.

e Coracdo do tecido cerebral por imunohistoquimica

Os cortes do tecido encefalico foram marcados com anticorpos
especificos para a proteina c-fos pela técnica de imunohistoquimica. A técnica
consiste inicialmente em lavagens com tampéo fosfato 0,1M (PBS). Os cortes
dos tecidos cerebrais, free floating, foram submetidos a um pré-tratamento com
uma solucao de perdxido de hidrogénio a 0,3 % em PB 0,1M com Triton X-100
(TXPB) durante 30 minutos em agitador orbital para inativacdo da peroxidases
enddgenas. Apés esse periodo os cortes de tecido foram incubados em TXPB
com o anticorpo primario anti-cFos de coelho (Calbiochem; 1:10.000),
acrescido de soro de fetal bovino (1:1000; Jackson Laboratories) e incubados

por 12 horas (overnight). Apos esse periodo, os cortes de tecidos foram


https://www.ottoenvironmental.com/shopexd.asp?id=7929&bid=True
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lavados em PBS e incubados com o anticorpo secundario (Jackson
Laboratories; 1:1000) diluido em TXPB, por 2 horas. Os cortes de tecido foram,
novamente lavados em PBS e incubados por 2 horas em solu¢éo de avidina-
biotina-peroxidase (kit ABC, Vector, 1:333) diluidos em PBS. Os cortes foram
novamente lavados em PBS e incubados com o cromdgeno diaminobenzidina
(DAB) 0,05 % e sulfato de amoénio e niquel (NAS) 0,05 %, acrescidos de
peroxido de hidrogénio 0,01 % por aproximadamente 6 minutos. A reacao foi
bloqueada com lavagens em PBS e em agitador orbital.

O tecido cerebral foi analisado em microscopio Optico de campo claro.
Os nacleos paraventricular do hiportdlamo (PVN) e central da amigdala (CeA)
foram identificados com o auxilio do Atlas Estereotéaxico de Encéfalo de
Camundongo (Paxinos e Franklin, 2008). Essas estruturas foram analisadas e
tiveram suas areas medidas bilateralmente em 2 niveis utilizando o programa
NIS (Nikkon). As areas de cada nucleo de interesse foram entdo somadas
resultando em uma éarea total que foi usada como uma forma de correcdo
proporcional da contagem. A Tabela 5 descreve as areas de interesse e suas
correnspondéncias aproximadas com o Atlas Estereotaxico de Encéfalo de
Camundongo (Paxinos e Franklin, 2008). Na sequéncia, 0S neurdnios
imunorreativos ao c-Fos foram contados bilateralmente dentro destas areas
utilizando o programa NIS (Nikkon). Apenas os neurbnios cuja marcacao
estivesse bem acima da coloragdo de fundo foram contados. O resultado esta
expresso em neurdnios c-Fos por mm? usando como base as é&reas

previamente medidas.

Tabela 5. Nacleos cujos neurdnios c-Fos foram contados e suas respectivas

correspondéncias de areas de contagem com Paxinos e Franklin (2008)

Nucleos Nivel 1 Nivel 2

Nucleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN) Pranchas 37/38 Pranchas 39/40

Nucleo Central da Amigdala (CeA) Pranchas 41/42 Pranchas 43/44
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3.5.3.4 Coleta de sangue e obtencéo do soro

No 23° dia, os animais foram anestesiados com solucdo de cloridrato de
guetamina e xilazina, eutanasiados e coletado o sangue pelo plexo braquial
para a obtencéo do soro. Para tal, foi realizada uma incisdo no plexo braquial e
o sangue foi coletado com auxilio de uma pipeta pasteur, pela qual foi aspirado
cerca de 0,6 a 1 mL de sangue. O sangue foi armazenado em tubos tipo
eppendorfs inclinados a 45° e estocados em geladeira por 24 h, facilitando a
formacdo dos coagulos e coleta dos soros. Apos a separacdo do soro, esses
foram centrifugados a 1.500 rpm, a 4°C por 10 minutos e novamente foi
realizada uma segunda centrifugacdo para separar o soro das hemécias que
por ventura ficaram no soro. Em seguida, as amostras foram estocadas,
etiquetadas e congeladas a -20 °C para posterior utilizacdo no teste de
Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA). A partir do PCA foi determinado o titulo
sérico de IgE OVA-especifica dos seis grupos de animais em experimentacao
(grupos basal, OVA, GT 12,5, 25 e 50 mg/kg, bem como a padrdo
dexametasona). Para o teste do PCA, os soros dos camundongos BALB/c
foram descongelados e diluidos (razdo 2) em salina e administrados 50 ul de
cada soro via subcutanea (s.c.), em diferentes sitios do dorso de ratas Wistar
(n=5). As diluicbes testadas foram 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512,
1:1024 e 1:2048. Cada soro foi testado em diferentes ratas, as quais foram
previamente depiladas e anestesiadas com solucdo de xilazina e quetamina.
ApoOs 48 h as ratas foram novamente anestesiadas e suas caudas lavadas com
agua para administracao na veia de 0,5 mL de uma solu¢ao contendo o corante
Azul de Evans a 1% (VETEC) e 2,0 mg de OVA (grade Il — SIGMA). Decorridos
30 minutos da injecdo na veia da cauda, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os diametros das manchas formadas no dorso foram
mensurados a partir da soma das duas maiores medidas e sua divisdo por
dois, realizadas com o auxilio de uma régua milimétrica. O titulo do soro
fornece, portanto, uma medida indireta da concentracdo de IgE OVA-especifica
nos grupos de animais testados e este foi determinado pela maior diluicdo

capaz de promover mancha mensuravel =2 5 milimetros (COSTA et al., 2008).
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3.5.3.5 Coleta do Fluido do Lavado Pulmonar (BALF)

O BALF foi coletado no 23° dia do protocolo experimental, 24 horas apds
o Ultimo desafio. O BALF foi coletado com 1 mL de HBSS+/- a 8 °C, injetado na
tragueia do animal. O fluido foi coletado para posterior contagem total de
células no BALF em camara hemocitométrica (Neubauer). O BALF foi diluido
(1:4) em solugéo de Turk (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) e a contagem das
células totais foi realizada no microscopio 6ptico (40x - BX40, OLYMPUS). Os
tubos foram centrifugados (centrifuga CR422, JONAM) a 1000 rpm, em uma
temperatura de 4 °C, por 5 minutos. Os sobrenadantes foram coletados,
aliquotados e armazenados para posterior quantificacdo de citocinas e o pellet
foi ressuspenso em 300 pL de HBSS-/-. Este foi entdo homogeneizado,
retirados 200 yuL de cada BALF colocados em laminas e centrifugados no
citospin (FANEN, Sao Paulo, SP, Brasil Mod 2400). As laminas obtidas foram
fixadas e coradas pelo método pandético (Kit Panético, Renylab). A contagem
diferencial de células foi realizada por microscopia Optica. Cada lamina foi
percorrida até a contagem de 100 células, utilizando para isso a objetiva de
imersdo (100x). Os leucocitos contados foram divididos em quatro classes:
macrofagos, linfécitos, neutrofilos e eosinofilos. A partir da ressuspensao do

pellet também foram feitas técnicas de citometria de fluxo.

3.5.3.6 Quantificacao das citocinas no BALF

As citocinas presentes nos sobrenadantes do BALF de camundongos
sensibilizados e desafiados foram quantificadas pelo método de ELISA, de
acordo com o protocolo especificado no Kit do fabricante (BIOSCIENCE, Inc.
Science Center Drive, San Diego, CA-USA). Placas de ELISA (NUNC-
Immuno™) foram sensibilizadas com o anticorpo de captura, diluidos em
tampdo fosfato pH 6.5 (1:1000, 1:250, 1:250, 1:1000, e 1:1000,
respectivamente) e incubadas por 18 h a 4°C. Apoés este periodo, as placas
foram lavadas com PBS contendo 0,05 % de tween 20 (PBST) (SIGMA-
ALDRICH, St. Louis, MO-USA) e os sitios inespecificos foram bloqueados com
a solucdo de bloqueio (PBS contendo 10 % de SFB), por uma hora.

Novamente, as placas foram lavadas em PBST e adicionadas tanto as
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amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentracdes das citocinas
recombinantes, para a realizagdo da curva. As placas foram novamente
incubadas por 18 horas a 4°C. As placas foram, entédo, lavadas e o complexo
detector formado pelo anticorpo de deteccdo biotinilado foi adicionado as
placas e incubadas por uma hora. Posteriormente, foram novamente lavadas e
0 complexo enzimatico avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionada. As
placas foram incubadas por mais meia hora a temperatura ambiente. Apos
lavagens adicionais, a reacéo foi revelada pela adicdo da solugdo substrato
contendo tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de hidrogénio (H.0;) e ap6s 15
minutos, a reacao foi interrompida com acido sulfurico 1 N e a leitura realizada
em leitor de placa (MICROPLATE READER versa Max, tunable, BN 2529
Molecular Devices) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a
partir das curvas-padrédo. Foram quantificadas citocinas do protocolo de LPA e

de asma.

3.5.3.7 Citometria de Fluxo

A andlise do perfil celular presente no BALF, por citometria de fluxo,
permite a distingdo de populagbes celulares heterogéneas a partir de
parametros como “forward-scattered light” (FSC) e “side-scattered light” (SSC),
0s quais distinguem as células pelo tamanho (difracdo da luz) e granularidade
(difuséo da luz), respectivamente. A andlise da granularidade dos linfocitos é
identificada por FSC"°/SSC® e a de granularidade por SSC" (VAN RIJT et al.,
2004). Todos os grupos de animais foram analisados nos parametros FSC e
SSC, bem como na expressao de p65NFkB (PE) e as MAPKs: p38MAPK (PE-
Cy7), ERK1/2 (PE), JNK (PE) e AKT (Alexa) para o protocolo de asma. No
protocolo experimental de LPA foram analisadas: a expressao do TLR4 (PE),
ativacdo de p38MAPK (PE-Cy7) e p65NFkB (PE). Para desenvolvimento da
técnica foi seguido o protocolo segundo o Kit. A analise dos resultados foi
realizada em citdmetro de fluxo (FACSCalibur I, Becton Dickinson) equipado
com laser de ions de argbnio de 15mW em 488nm, resfriado a ar. A
fluorescéncia verde emitida pelo isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi

detectada apds passagem em filtro de 530nm (FL1). A fluorescéncia laranja da
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ficoeritrina (PE) foi detectada apds passagem em filtro de 585nm (FL2) e a
fluorescéncia vermelha aloficocianina (APC) em filtro de 660 nm (FL3). Foram

adquiridos 10.000 eventos em todas as analises.

3.5.4 Coleta dos pulmdes (asma experimental) e cabecas (rinite

experimental) para as analises histoldgicas

Para as coletas dos pulmdes e das cabecas oriundos dos protocolos
experimentais de asma, LPA e rinite, os camundongos foram eutanasiados e,
em seguida, no limite das costelas com o diafragma, a cavidade toracica do
animal foi aberta e realizada a perfusdo cardiaca. A perfusdo consistiu na
administracdo de 20 mL de solucéo salina no coracao para retirada do sangue
da circulacdo sanguinea e a lavagem do pulméo possibilitando sua coleta. As
cabecas dos animais foram coletadas apés a coleta do pulméo e submetidas a
uma rapida lavagem com solucdo salina possibilitando sua fixacao.
Imediatamente apos a coleta do material biolégico, esses foram submetidas a
fixacdo em formalina tamponada por no minimo 24 h e em seguida lavadas em
agua corrente. A fixacdo garante a manutencdo da integridade do tecido,
evitando a sua degradacdo por enzimas presentes no interior das células
(autdlise) ou por bactérias, além de preservar a estrutura e a composicdo
celular. Apés a coleta, o material foi registrado no livro de protocolo. Por meio
desse registro, o material foi identificado por um namero, tipo de experimento,
datas, 6rgaos que o acompanhou durante todos os procedimentos da técnica
histologica. Cada 6rgdo foi inserido em um cassete devidamente identificado
para facilitar o manuseio durante o processo evitando possiveis trocas.

Posteriormente & fixagdo, o excesso de pele das cabecas foi retirado, a
mandibula inferior e os olhos foram removidos e o cranio seccionado na regiao
posterior, entre o terceiro dente superior e a abertura posterior do ducto
faringeo (nasofaringe) (GUIBAS et al., 2014). Em seguida, as narinas foram
submetidos a descalcificacdo quimica pelo auxilio de um agente quelante, o
EDTA, durante uma média de 15 dias. As narinas foram suspensas no liquido
descalcificador, com o volume igual ou superior a vinte vezes o volume da

peca. A solucéo descalcificadora foi trocada diariamente e, quando possivel, o
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frasco foi submetido a agitacdo. Apds 10 dias foi realizado o teste fisico da
agulha para assegurar que ocorreu a descalcificacdo. Uma vez obtida a
completa descalcificacdo das amostras, estas foram lavadas para retirada do
fixador e foi dado prosseguimento ao processamento histolégico.

O material histolégico foi entdo desidratado por imersdes de 1 hora
numa série crescente de alcool etilico a 70, 80, 90 e 100%. Em seguida, foi
feita a diafanizacdo, na qual o material foi imerso duas vezes em xilol com
duracdo de 1 h cada imersao, seguido do processamento em parafina. Na
Impregnacédo, as amostras foram submetidas a dois banhos sucessivos em
parafina, cada banho com duracdo de 1 h. Apdés impregnacdo, o material
histologico foi emblocado em formas de parafina. Quando o material foi
totalmente imerso, cada forma foi deixada ao ar livre para solidificacdo da
parafina. Os blocos formados foram retirados das férmas e, em seguida, foram
realizados os cortes histolégicos no micrétomo.

Os cortes histologicos foram realizados com espessura de 5 ym. Apods a
microtomia, as fitas de parafina obtidas foram colocadas em banho-maria (38 —
40 °C). Com auxilio das laminas, os cortes foram “pescados” do banho-maria.
Em seguida, as laminas foram reservadas para secagem e coradas com
hematoxilina-eosina (H&E), acido peridédico de Shiff (PAS), azul de toluidina
(AT) e tricomico de gomori (TG). As fotografias digitais foram capturadas pela
camera Moticam 5.0 MP acoplada a um microscopio 6ptico. As imagens foram
calibradas no programa MOTIC PLUS em definicdes especificas conforme a
objetiva utilizada: 10x ou 40x. As imagens foram analisadas pelo software
Image J que analisa a quantidade de pixels e em seguida, gera os histogramas
das areas mensuradas previamente, comparando 0s grupos em guestao.

Os dados das analises histologicas foram analisados em score
histologico, onde foram avaliados: infiltracdo celular, producdo de muco,
guantidade de fibras colagenas e numero de mastocitos, conforme as

coloracdes utilizadas (Tabela 6).



Tabela 6. Parametros e scores do material biolégico (pulmdes e focas nasais) nas

andlises histolégicas
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Score Infiltrado, muco e fibras colagenas

0 Auséncia de alteracgdes histoldgicas

1 Grau leve: menos de 25% do campo microscoépico

2 Grau moderado: de 25 a 49% do campo microscopico

3 Grau acentuado: de 50 a 75% do campo microscépico

4 Grau muito acentuado: mais de 75% do campo microscopico
Score Mastocitos

0 Menos de 5 células por campo

1 De 5 a 15 células por campo microscopico

2 De 16 a 25 células por campo microscépico

3 De 26 a 35 células por campo microscépico

4 Mais de 35 células por campo microscépico

Fonte: adaptado Ponikau et al., 2003
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Figura 13. Resumo do protocolo de Inflamac&o Pulmonar Alérgica Experimental
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Animais foram sensbilizados nos dias 0, 7 e 14° e desafiados dos dias 19 a 22, sendo estes
tratados 1h antes de cada desafio, com GT ou droga padrdo. No ultimo desafio, os animais
foram levados a testes comportamentais ou o cerebro foi retirado. Apds 24h do Ultimo desafio,
0s animais foram eutanaziados para coleta do BALF, sangue e pulméo.



3.6 RESUMO DA METODOLOGIA

Figura 14. Resumo esquematico da metodologia utilizado no estudo do GT.
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados usando o programa Graph Pad Prism®
versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.). Para analisar os
dados do Citbmetro de Fluxo foi utilizado inicialmente o programa FlowJo e
posteriormente as andlises estatisticas foram feitas no Graph Pad Prism. Os
resultados obtidos foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM),
usando o teste ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. Os valores de
foram considerados significantes quando o p < 0,05. Valores de # <0,05; ##
p<0,001 ### p<0,0001 foram considerados significativos quando comparados
com o grupo basal e * p<0,05, ** p<0,001 e *** p<0,0001 foram considerados

significativos quando comparados com o grupo LPS ou OVA.



RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito do tratamento com Gama Terpineno (GT) na migracdo de
células inflamatérias para a cavidade broncoalveolar de animais com
Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

Os camundongos BALB/c desafiados com lipopolissacarideo
(LPS) e tratados por trés dias (1, 24, 48 horas apds o desafio) com o GT a
12,5; 25; 50 ou 100 mg/kg apresentaram, no fluido do lavado broncoalveolar
(BALF), diminuicdo significativa na migracdo de células totais (6,033+4,983;
3,263+2,692; 1,828+2,002; 9,906+1,253; respectivamente, p<0,0001) e de
neutréfilos (0,0800+0,03184, p<0,001; 0,0404+0,0246, p<0,0001;
0,0377+0,0246, p<0,0001; 0,0947+0,0188, p<0,05; respectivamente), quando
comparado ao grupo LPS (células totais - 31,16%£13,49; neutrofilos -
0,1628+0,0750).

Em relagdo as células mononucleares, apenas as doses de 50 e 100
mg/kg do GT foram capazes de diminuir, significantemente, o nUmero dessas
células (5,818+2,604, p<0,0001; 8,073+£1,210, p<0,001; respectivamente)
guando comparados com o grupo LPS (15,24+2,976) (Grafico 1A, B e C).

O grupo de animais tratados com a droga padrdo dexametasona e
desafiado com o LPS apresentou diminuicdo significativa nos quatro
parametros analisados: numero de células totais (1,021+1,198, p<0,0001),
neutrofilos  (0,03197+0,02518, p<0,0001) e células mononucleares
(6,532+2,158, p<0,0001), quando comparado com o0 grupo de animais do grupo
LPS (Grafico 1).

Esses resultados mostram que entre as doses do GT que promoveram
efeito inibitério na migracdo de células para o espaco broncoalveolar dos
animais com LPA, a dose de 50 mg/kg apresentou efeito semelhante a dose de
100mg/kg, portanto escolhemos, para dar continuidade ao trabalho, a menor

dose com efeito inibidor do processo inflamatério na lesdo pulmonar aguda.
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Gréfico 1. Efeito do tratamento com gama terpineno (GT) na migracédo de células totais e
diferenciais para a cavidade pulmonar na leséo pulmonar aguda experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com lipopolissacarideo (LPS) foram
tratados trés vezes com GT nas doses de 12,5; 25; 50 ou 100 mg/kg uma hora, 24 e 48 horas
apos o desafio. Os animais foram eutanasiados com 72h e foi coletado o BALF para: A. células
totais; B. neutrofilos; C. mononucleares. Os dados numéricos foram expressos em média +
e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). # significativo em relagdo ao grupo
Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em relacdo ao grupo LPS; * p<0,05;
** p<0,001; *** p<0,0001.

4.1.1 Quantificacdo de proteinas e medida do peso pulmonar dos animais

com leséo pulmonar aguda

O BALF foi retirado e realizado a quantificacdo de proteinas. O grupo
LPS, quando comparado com o grupo basal apresentou aumento significativo
(3,053+£0,9677 vs 1,025+0,1051, p<0,0001) na quantificacdo de proteinas
totais, enquanto que o tratamento com GT na dose de 50 mg/kg (GT50)
diminuiu significativamente a sua concentracdo (1,208+0,09290, p<0,001)
(Grafico 2A) quando comparados com os animais do grupo LPS, de forma
semelhante a droga padrdo dexametasona (1,220+0,1259, p<0,001).

A avaliacdo do edema pulmonar foi analisada pela razdo do peso umido
pelo peso seco do pulméo (U/S), onde os animais do grupo LPS apresentaram
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aumento significativo desta razdo (9,077+0,2169 vs 8,241+0,6063;
respectivamente, p<0,05) quando comparados ao grupo basal. O tratamento
com GT50 foi capaz de diminuir a razdo do peso U/S do pulméo
(8,097+0,2285, p<0,001) quando comparado com a do grupo LPS (Gréfico 2B).
O grupo de animais tratados com a droga padrdo dexametasona e desafiado
com o LPS apresentou diminuicdo significativa do edema pulmonar
(7,854+0,2756, p<0,001) (Grafico 2B) quando comparado com o0 grupo de

animais do grupo LPS.

Grafico 2. Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) no edema pulmonar na leséo
pulmonar aguda experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com lipopolissacarideo (LPS) foram
tratados trés vezes com GT na dose de 50 mg/kg uma hora, 24 e 48 horas apos o desafio. Os
animais foram eutanasiados com 72h e foi coletado o BALF e o pulméo para: A. Quantificacdo
de proteinas totais; B. Avaliagdo do edema pulmonar; respectivamente. Os dados numéricos
foram expressos em media * e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). #
significativo em relacéo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em
relacdo ao grupo OVA, * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.1.2 Efeito do GT no tecido pulmonar de animais com Lesdo Pulmonar
Aguda (LPA)

O tecido pulmonar dos animais do grupo LPS, analisado pela coloracao
H&E, apresentaram aumento (score) significativo no infiltrado (3,67+£0.52 vs 0,0
+ 0,0; respectivamente, p<0,0001), edema (3,33£0,82 vs 0,0£0,0;
respectivamente, p<0,0001) e hemorraiga (33,50+0,55 vs 0,0+0,0;
respectivamente, p<0,0001) no tecido pulmonar, quando comparados ao grupo

basal (Figura 15 e Gréfico 3).

Basal
LPS
G50
Dexa
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O tratamento com GT (50 mg/kg) em animais desafiados com LPS foi
capaz de diminuir todos os parametros analisados: infiltrado (2,167+0,7528,
p<0,0001), edema (2,333+0,5164, p<0,05) e hemorragia (2,667+0,5164,
p<0,05), assim como a droga padrdo dexametasona (2 mg/kg) (infiltrado
1,5004£0,5477, p<0,0001; edema 2,167+0,7528, p<0,05 e hemorragia
1,500+0,5477, p<0,0001) quando comparados com os animais do grupo LPS
(Figura 15 e Grafico 3).

A avaliagdo histolégica dos pulmdes dos animais do grupo LPS,
realizada pela coloragédo do TG, indicou deposi¢ao (score) significativa de fibras
colagenosas nas regides bronquioloalveolar e perivascular quando comparados
ao grupo basal (3,00 + 0,71 vs 0,0+0,0; p<0,0001; respectivamente).
Entretanto, o tratamento com GT50 em animais desafiados com LPS foi capaz
de diminuir significantemente a deposicdo das fibras colagenas, de forma
semelhante a droga padrdo dexametasona (2.17+ 0.41, p<0,05; 1.80+0,45,
p<0,05; respectivamente) quando comparados com o grupo LPS (Figura 16 e
Gréfico 4).

Figura 15. Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) no tecido pulmonar de animas

com lesdo pulmonar aguda
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Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar de camundongos com LPA (n=6/grupo).
A. Tecido pulmonar corado por Hematoxilina Eosina (H&E). A.T 100x (600 um) e 400x (150
um). = infiltracéo perialveolar, 4 = edema, | = hemorragia; B. Histogramas da quantidade de
pixels mensurados nas fotomicrografias da cavidade pulmonar de camundongos BALB/c com
LPA, conforme os grupos: basal, LPS, GT50 e Dexa. Coradas em H&E, A.T 400x (150 pum).
Area mensurada 300x240 pixels; RGB (Red, Green, Blue); 21k.
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Gréfico 3. Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) no tecido pulmonar de animas
com lesédo pulmonar aguda
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Os dados numéricos foram expressos em media * e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste
de Tukey). # significativo em relac@o ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; *
significativo em relacdo ao grupo OVA; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

Figura 16. Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) na histologia pulmonar sobre a
deposicéo de fibras colagenas

Basal

Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar de camundongos. com LPA dos grupos
basal, LPS, GT50 e Dexa, coradas em Tricrdbmo de Gomori (TG). A.T 100x (600 um) e 400x

(150 um). e = fibras colagenas.
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Gréfico 4. Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) na histologia pulmonar usando
Tricdmico de Gomori (TG)

! [ Basal
Bl PS5

3 E GT50
—T— - B Dexa

Score histolégico

Analise do score histologico. Os dados numéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA
one-way seguido pelo teste de Tukey). # significativo em relacdo ao grupo Basal; # p<0,05; ##
p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em relacdo ao grupo OVA,; * p<0,05; ** p<0,001; ***
p<0,0001.

4.1.3 Quantificacao de citocinas no lavado broncolaveolar de animais com

Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

Animais do grupo LPS apresentaram, no BALF, aumento significativo
nas concentracdes (pg/mL) das citocinas pré-inflamatoérias (IL-1B, IL-6, e TNF-
a), quando comparadas com as dos animais do grupo basal (IL-1B -
36,123+4301 vs 120,20+99,34, p<0,05; IL-6 - 2,109+0,1768 vs 1,366+0,1499,
p<0,0001; TNF-a - 158,0+22,94 vs 8,192+3,479, p<0,0001; respectivamente).
O tratamento com GT50 em animais desafiados com LPS promoveu uma
diminuicao significativa das trés citocinas analisadas (IL-18 - 0,9696+0,4617,
p<0,001; IL-6 -5098+10276, p<0,001; TNF-a - 22,29+21,15, p<0,0001) de
forma semelhante a droga padrdo dexametasona (IL-1 1,206%0,2450,
p<0,001; IL-6 9572+14599, p<0,001; TNF-a 36,96+23,22, p<0,0001) quando

comparados com o grupo LPS (Gréafico 5A, B e C).
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Grafico 5. Efeito do tratamento com GT nas concentra¢des de citocinas pro-inflamatérias
no BALF de animais com Les&o Pulmonar Aguda (LPA)
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com lipopolissacarideo (LPS) foram
tratados trés vezes com GT na dose de 50 mg/kg uma hora, 24 e 48 horas apés o desafio. Os
animais foram eutanasiados com 72h e foi coletado o BALF. O sobrenadante do BALF foi
utilizado para quantificar as citocinas. A. IL-1B; B. IL-6 e C. TNF-a. Os dados numéricos foram
expressos em media £ e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). # significativo
em relagdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em relagdo ao
grupo OVA,; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.1.4. Analise da expressao de moléculas sinalizadoras nas células do

BALF, de animais com Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)

Para definir mecanismos de acdo do GT em células do BALF nos
animais com LPA, avaliamos a expressdao de TLR4, MAPKinase p38 e
p65NFkB nessas células. A figura 17 apresenta os histogramas representativos
gerados na citometria de fluxo, das células do BALF dos grupos de animais
LPS, GT50 e Dexa. As células foram marcadores com anticorpos anti: -TLR4, -
p38 e -p65NFkB. As células dos animais do grupo GT50 apresentaram
reducdo, em porcentagem, na expressao TLR4, de forma semelhante a droga
padrdo DEXA, quando comparadas com as do grupo LPS (49,30%+7,14 e
52,30%=0,46 vs 63,0%+8,24, respectivamente) (Figura 17 e Grafico 6A). Em
relacdo a via de sinalizacdo p38 observou-se também diminuicdo (em
porcentagem) tanto no grupo GT50 como do grupo Dexa em compara¢cao com
0 grupo LPS (6,22%=+1,51; 7,24%+1,28 vs 10,30%=0,66, respectivamente)
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(Figura 17 e Gréfico 6B). No entanto, para p65NFkB, apenas GT50 foi capaz
de reduzir (em porcentagem) a expressdo de p65NFkB quando comparado
com o grupo LPS (12,47%+2,07 vs 16,37%0,76, respectivamente) (Figura 17 e
Grafico 6C).

Figura 17. Efeito do tratamento com GT na expressdo de moléculas sinalizadoras nas
células do BALF de animais com Les&o Pulmonar Aguda (LPA)
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com lipopolissacarideo (LPS) foram
tratados trés vezes com GT na dose de 50 mg/kg uma hora, 24 e 48 horas apés o desafio. Os
animais foram eutanasiados com 72h e foi coletado o BALF. O sobrenadante do BALF foi
utilizado para marcagfes usando o citbmetro de fluxo. Figura mostra os histogramas das
marcacoes efetuadas.
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Gréfico 6. Efeito do tratamento com GT na expresséo de moléculas sinalizadoras nas
células do BALF de animais com Les&@o Pulmonar Aguda (LPA)
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com lipopolissacarideo (LPS) foram
tratados trés vezes com GT na dose de 50 mg/kg uma horaio, 24 e 48 horas apés o desafio. Os
animais foram eutanasiados com 72h e foi coletado o BALF. O sobrenadante do BALF foi
utilizado para marcagfes usando o citdmetro de fluxo. A. TLR4; B. p38; C. NFkB. Os dados
numeéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey).
# significativo em relagdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo
em relacdo ao grupo OVA,; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.2 Efeito do tratamento com Gama Terpineno (GT) nos sinais clinico na
Rinite alérgica experimental

Imediatamente apo6s o ultimo dia de desafio com ovalbumina (OVA) os
animais foram avaliados de acordo com parametros de sinais clinicos como:
namero de fricgcdes na regido nasal e de espirros, por um tempo de 10 minutos.
Os animais do grupo OVA apresentam aumento significativo dos dois
parametros analisados (friccdo 18,333,077 vs 4,167+1,722, p<0,001); espirro
(22,67£1,966 vs 0,3333+0,5164, p<0,001; respectivamente), quando
comparados ao grupo basal (Grafico 7A e B). O tratamento com GT (12,5 ou 25
mg/kg) promoveu diminuigdo significativa em no numero de espirros
(15,80+4,207, p<0,001; 12,60+3,286, p<0,0001; respectivamente) quando
comparado com os do grupo OVA (Gréfico 7B). Entretanto, o tratamento com
GT na dose de 50 mg/kg foi capaz de reduzir tanto o numero de friccbes como
0o numero de espirros de forma significativa (10,171,472, p<0,0001;
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7,167+£1,169, p<0,0001; respectivamente) de maneira semelhante ao
tratamento com a droga padrdo dexametasona (8,625+2,264, p<0,0001;
10,14+4,059, p<0,0001; respectivamente) quando comparados com 0s animais
do grupo OVA (Grafico 7A e B).

Grafico 7. Efeito do tratamento com GT nos sinais clinicos, como espirro e friccdo nasal
nos animais com rinite alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Imediatamente apés
0 Ultimo dia de desafio foram avaliados os sinais clinicos dos animais por 10 minutos. A.
Namero de Fricgdes; B. Numero de Espirros. Os dados numéricos foram expressos em media
+ e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). # significativo em relacdo ao grupo
Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em relagdo ao grupo OVA; * p<0,05;
** p<0,001; *** p<0,0001.

4.2.1 Efeito do tratamento com GT na migracdo de células inflamatérias

para a cavidade nasal de animais com Rinite alérgica experimental

No 35° dia do protocolo experimental de rinite alérgica, os animais foram
eutanasiados e obtido o NALF para quantificacdo das células totais e
diferenciais. Os animais do grupo OVA apresentaram aumento significativo no
namero total de células no NALF quando comparados aos do grupo basal
(0,3727+0,1649 vs 0,0818+0,04622; respectivamente, p<0,0001). Houve
reversdo na migracdo de células no NALF apds o tratamento com o GT nas
doses de 12,5 (0,2167+0,0516, p<0,05), 25 (0,1056+0,0634, p<0,0001) ou 50
mg/kg (0,0666+0,0353, p<0,0001), sendo as duas ultimas doses tdo efetivas
guanto o tratamento com a droga padrdo dexametasona (0,09167+0,03764,
p<0,0001) em comparacao com as do grupo OVA (Gréfico 8A).

Com relacdo as células diferenciais, pode-se observar, no grupo OVA,
um aumento significativo de linfécitos (0,0675+0,0260 vs 0,0100+0,0062,
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p<0,001; respectivamente), neutrofilos (0,1281+0,0516 vs 0,0180+0,0244,
p<0,0001; respectivamente), bem como eosinofilos (0,1481+0,0593 vs
0,0130+0,0061, p<0,0001; respectivamente) quando comparado ao grupo
basal. Ndo houve aumento do numero de os macréfagos no NALF (Graficos
8B, C, D eE).

O tratamento com o GT na dose de 12,5 mg/kg ndo apresentou efeito na
diminuicdo das células diferenciais quando comparado ao grupo OVA. O
tratamento com GT 25 mg/kg apresentou diminuicdo significativa nos
neutréfilos  (0,04893+0,06419; p<0,05) e eosinodfilos (0,0806+0,01654;
p<0,001), porém sem efeito na migracdo de macréfagos ou linfocitos no NALF
guando comparado com o grupo OVA. Entretanto a dose de 50 mg/kg do GT
apresentou reducdo significativa dos linfécitos (0,0144+0,0141, p<0,001),
neutréfilos (0,0270+0,0180, p<0,001) e eosindfilos (0,0267+0,0161, p<0,0001)
de forma semelhante aos animais tratados com o dexametasona (linfécito-
0,0090+0,0070, p<0,001; neutrofilo- 0,0158+0,0101, p<0,0001; eosinofilo-
0,0172+0,0247, p<0,0001) quando comparados com o grupo OVA (Grafico 8B,
C,DekE).
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Grafico 8. Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) na migragao de células totais e
diferenciais para a cavidade nasal narinite alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Apds 24h do Ultimo
desafio os animais foram eutanasiados e foi realizado o NALF para obtenc¢&o de celulas totais e
deiferenciais. A. Numero total de células; B. Macréfagos; C. Linfocitos; D. Neutrdfilos; E.
Eosinodfilos. Os dados numéricos foram expressos em media = e.p.m. (ANOVA one-way
seguido pelo teste de Tukey). # significativo em relacdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001;
### p<0,0001; * significativo em relagéo ao grupo OVA; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.2.2 Andlise histolégica do tecido da regido nasal dos animais com rinite

alérgica experimental e tratados com o gama terpineno

No 35° dia os animais foram eutanasiados para a obtencdo das cabecas
afim de realizar o processamento histolégico. Os tecidos da regido nasal dos
animais dos grupos OVA e basal foram corados com H&E (avaliar o infiltrado

celular), PAS (analisar a formagdo de muco), AT (analisar a presenca de
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mastocitos) ou TG (avaliar a formacédo de fibras coldgenas) e comparados
pelos scores, sendo possivel observar que os dos animais do grupo OVA
(grupo doente) apresentaram aumento significativo no infiltrado celular
(3,167+£0,7528 vs 0,0+0,0, p<0,0001; respectivamente), muco (3,33+0,82 vs
0,0+£0,0, p<0,0001; respectivamente), aumento no numero de mastocitos
(2,500+0,8367 vs 0,0+0,0, p<0,0001; respectivamente) e presencas de fibras
colagenas (2,500+0,5477 vs 0,0+0,0, p<0,0001; respectivamente) quando
comparados ao grupo basal (Figura 18 e grafico 9).

Nos animais sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com GT50
foi possivel observar que houve diminuicdo, nos seguintes parametros
analisados: infiltrado (1,333+0,5164, p<0,0001), muco (1,833+0,4082, p<0,05)
e presenca de mastdcitos no tecido (1,500+0,5477, p<0,05) semelhantemente
a droga padrdo dexametasona (2 mg/kg) (infiltrado - 2,000+0,6325, p<0,001;
muco - 1,667+0,5164, p<0,001 e presenca de mastocitos - 1,333+0,5164,
p<0,001) quando comparados com os animais do grupo OVA (Figura 18 e
grafico 9). O tratamento com GT50, bem como com a droga padrdo
dexametasona ndo alteraram a deposicéo de fibras colagenas (Grafico 9).
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Figura 18. Efeito do tratamento com GT no tecido da cavidade nasal de animais com rinte
alérgica experimental
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Fotomicrografias representativas da cavidade nasal de camundongos. A. Cavidades nasais
coradas por Hematoxilina Eosina (H&E), A.T 100x (600 um) e 400x (150 pm). A = infiltrac&@o
perivascular; B. Histogramas da quantidade de pixels mensurados nas fotomicrografias da
cavidade nasal de camundongos BALB/c com CARAS, coradas em H&E, A.T 400x (150 pm).
Area mensurada 300x240 pixels; RGB (Red, Green, Blue); 21k; C. Cavidades nasais coradas



104

por Acido Periddico de Shiff (PAS), A.T 400x (150 um). = = células caliciformes produtoras de
muco; D. Cavidade nasal de camundongos coradas em azul de Toluidina (AT) A.T 100x (600
pm). — = mastocitos epiteliais; E. Cavidade nasal de camundongos coradas em Tricromo de

Gomori (TG) A.T 100x (600 um) e 400x (150 um). ® = fibras colagenas.

Grafico 9. Efeito do tratamento com GT no tecido da cavidade nasal de animais com rinte
alérgica experimental
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Grafico da analise estatistica do tecido histolégico da cavidade nasal. Os dados numéricos
foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). #
significativo em relagcdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em
relacdo ao grupo OVA; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.3 Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) na inflamacao
pulmonar crénica

O protocolo experimental da asma consistiu na sensibilizagdo de
camundongos no primeiro, 7° e 14° dia. No periodo entre os dias 19 a 24 apos
a sensibilizacdo, os animais foram desafiados com aerossol de OVA
precedendo sempre com o pré-tratamento dos animais uma hora antes de cada
desafio. Imediatamente ap6s o Ultimo dia de desafio, os animais foram
submetidos a testes comportamentais. No 25° dia, os animais foram
eutanasiados para obtencdo do BALF e assim efetuar a quantificacdo de
celulas totais e diferenciais, dosagem de citocinas e aplicacdo de técnicas de
citometria. Efetuou-se também a retirada dos pulmdes para analise histoldgica
e retiradas das cabecas para medicao da expresséo de c-fos.
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4.3.1 Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) no comportamento

dos animais no protocolo experimental de asma alérgica

No protocolo de asma alérgica experimental, imediatamente apdés o
ultimo desafio com OVA, os animais foram analisados segundo parametros
comportamentais utilizando dois aparelhos de andlise de ansiedade: labirinto

em cruz elevado e a placa perfurada.

* Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

No LCE os animais do grupo OVA apresentaram reduc¢ao significativa no
tempo de permanéncia nos bragos abertos (BA) bem como no namero de
entradas dos bracos abertos (BA) quando comparados aos do grupo basal
(11,78+13,02 vs 135,8+18,90; p<0,0001; 1,125+1,356 vs 4,857+1,464;
p<0,0001, respectivamente) (Gréafico 10).

O tratamento com GT (12,5; 25 ou 50 mg/kg) dos animais sensibilizados
e desafiados com OVA foi capaz de reverter o efeito de doenca descrito acima,
aumentando significativamente tanto o tempo de permanéncia nos BA
(206,3+31,03, p<0,0001; 227,2+7,713; 245,7+12,95, p<0,0001;
respectivamente), quanto no numero de entradas nos BA (6,600+3,209,
p<0,001; 7,286+3,546, p<0,0001; 9,667+2,733, p<0,0001; respectivamente).
Em adicdo, os tratamentos com as drogas padrbes dexametasona ou
diazepam induziram aumentos significativos tanto no tempo de permanéncia
nos BA (125,5£14,79; p<0,001 e 280,0+7,783; p<0,0001, respectivamente),
guanto no numero de entradas nos BA (8,125+1,727; p<0,0001 e 8,625+1,506;
p<0,0001 respectivamente) quando comparados ao grupo OVA (Grafico 10).

Apenas os tratamentos com GT 50mg/kg ou diazepam foram capazes de
aumentar o tempo de permanéncia nos BA (245,7+12,95; p<0,0001 e
280,0+7,783; p<0,0001 vs 135,8+18,90, respectivamente), bem como no
namero de entradas nos BA (9,667+2,733; p<0,001 e 8,625+1,506; p<0,05 vs
4,857+1,464; respectivamente) de forma significativa, quando comparados ao
grupo basal, sendo observado no ultimo parametro analisado, maior efeito do

tratamento com GT50 em relacdo ao grupo diazepam (Gréfico 10).
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Grafico 10. Efeito do tratamento com GT no teste do LCE na ansiedade nos animais com
asma alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com gama terpineno (GT) nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio.
Imediatamente apos o Ultimo desafio, os animais foram levados a testes comportamentais. A.
Nimero de entradas nos bracos abertos (BA); B. Tempo de permanéncia nos bracos abertos
(BA). Os dados numeéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo
teste de Tukey). # significativo em relacdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ###
p<0,0001; * significativo em relagdo ao grupo OVA, * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.
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* Placa Perfurada (PP)

Na PP os animais do grupo OVA (doente) apresentaram aumento
significativo no parametro laténcia quando comparados aos do grupo basal
(84,33£13,89 vs 40,70+5,772; p<0,001, respectivamente). O grupo OVA
apresentou diminuicdo significativa nos parametros ambulagcdo e niamero de
mergulhos quando comparado ao grupo basal (8,375%£2,973 vs 26,82+7,222;
p<0,0001; 5,286+2,628 vs 16,00+2,777; p<0,05, respectivamente) (Gréfico 11).

O tratamento com GT, nas trés doses analisadas (12,5; 25 ou 50 mg/kg)
nos animais sensibilizados e desafiados com OVA, foi possivel observar
diminuicao significativamente a laténcia (13,33+11,64; p<0,0001; 14,17+9,1009;
p<0,0001; 7,000+5,538; p<0,0001, respectivamente), quando comparado ao
grupo OVA. A dose de 12,5 mg/kg foi capaz de aumentar significativamente o
namero de mergulhos (16,71+6,775, p<0,05), porém ndo apresentou efeito
significativo na ambulacdo, quando comparado ao grupo OVA (Grafico 11). O
tratamento com as doses de 25 ou 50 mg/kg apresentaram aumento
significativo tanto na ambulacdo (21,86+6,283; p<0,001 e 37,43+4,158;
p<0,0001, respectivamente) quanto no numero de mergulhos (19,00+3,606;
p<0,001 e 26,00+4,690; p<0,0001, respectivamente) quando comparados ao
grupo OVA (Gréfico 11).
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Os tratamentos com as drogas padrdes dexametasona e diazepam
apresentaram diminui¢cdo significativa na laténcia (23,71+14,29; p<0,0001 e
6,286+5,438; p<0,0001, respectivamente) quando comparados ao grupo OVA.
Ambos tratamentos apresentaram efeito significativo aumentando o0s
parametros de ambulacdo (20,86+10,04; p<0,001 e 43,88+5,668; p<0,0001,
respectivamente) e numero de mergulhos (21,86+7,904, p<0,0001 e
27,00+5,598; p<0,0001, respectivamente) quando comparados ao grupo OVA
(Gréfico 11).

Apenas os tratamentos com GT50 e diazepam apresentaram de
diminuicdo da laténcia (7,000+5,538; p<0,05; 6,286+5,438; p<0,05 vs
40,7045,772; respectivamente), aumento na ambulacéo (37,43+4,158; p<0,05;
43,88+5,668; p<0,0001 vs 26,82+7,222; respectivamente), e aumento no
namero do mergulhos (26,00+4,690; p<0,05; 27,00+5,598; p<0,001 vs
16,00+2,777; respectivamente) quando comparados ao grupo basal (Grafico
11).
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Grafico 11. Efeito do tratamento com GT no teste PP na ansiedade nos animais com
asma alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Imediatamente apds
o ultimo desafio, os animais foram levados a testes comportamentais e analisados parametros
como: A. Laténcia B. Ambulagdo; C. Nimero de mergulhos. Os dados numéricos foram
expressos em media * e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). # significativo
em relacdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em relacdo ao
grupo OVA; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.3.2 Efeito do tratamento com gama-terpineno (GT) na expressao da
proteina c-fos no cérebro dos animais no protocolo experimental de

asma alérgica

Apds o ultimo dia de desafio, os animais foram eutanasiados e as
cabecas dos grupos basal, OVA, GT50 e Dexa foram removidas para obtencao
do cérebro e avaliacdo da expressao de c-fos no nucleo central da amigdala
(CeA) (Figura 19A) e no nudcleo paraventricular hipotalamico (PVN) (Figura
19B). Os animais do grupo OVA apresentaram aumento significativo da
expressdo de c-fos tanto no PVN (160,0+5,350 vs 89,37+18,21; p<0,05,
respectivamente) quanto no CeA (95,05+1,750 vs 19,33+5,783; p<0,0001;
respectivamente) quando comparados com o grupo basal (Figura 19 e Gréfico
12). O tratamento com GT50, assim como da droga padrdao dexametasona
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foram capazes de diminuir a expressao deste marcador cerebral de forma
significativa nas duas areas cerebrais avaliadas: PVN (93,17+6,380; p<0,05 e
35,47+£1,674; p<0,0001, respectivamente) e CeA (62,27+2,967; p<0,001 e
17,97+£8,00; p<0,0001, respectivamente), quando comparado ao grupo OVA
(Figura 19 e Gréfico 12).
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Figura 19. Efeito do tratamento com GT na expresséo de c-fos no cérebro de animais
com asma alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT na dose de 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Imediatamente apds o Gltimo
desafio, os animais foram eutanasiados e os cerebros foram retirados para avaliar a expresséo
de c-fos por imuno-histoguimica. I. Presenca de c-fos no nucleo central da amigdala (CeA); 1A.
Basal; IB. Dexa; IC. GT50; ID. OVA. Il. Presenca de c-fos no nucleo paraventricular
hipotalamico; IA. Basal; IB. Dexa; IC. GT50; ID. OVA. 3v - terceiro ventriculo; GP- globo palido;
ot- trato optico. Barra de 200 um na figua | e de 100 um na figura Il.

Gréfico 12. Efeito do tratamento com GT na expressao de c-fos no cérebro de animais
com asma alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT na dose de 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Imediatamente apés o ultimo
desafio, os animais foram eutanasiados e os cerebros foram retirados para avaliar a expresséo
de c-fos por imuno-histoquimica. A. Andlise estatistica CeA; B. Analise estatistica PVN. Os
dados numéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de
Tukey). # significativo em relacdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; *
significativo em relacéo ao grupo OVA,; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.3.3 Efeito do tratamento com Gama Terpineno (GT) na migracdo de
células inflamatérias para a cavidade broncoalveolar nos animais com

asma alérgica experimental

No 25° dia do protocolo os animais foram eutanasiados para a obtencéo
do BALF e quantificacdo de células totais e diferenciais, bem como dosagem
de citocinas e caracterizacdo celular pela técnica de citometria de fluxo. O
BALF dos animais do grupo OVA apresentou aumento significativo na migracao
de células inflamatérias quando comparado com o dos animais do grupo basal
(0,9053+0,4571 vs 0,0825+0,0388; p<0,0001; respectivamente) (Grafico 13A)
Os tratamentos com GT nas doses de 25 ou 50 mg/kg apresentaram
diminuicao significativa deste parametro quando comparados ao grupo OVA
(0,3500+0,1683; p<0,001 e 0,3963+0,2379; p<0,0001; respectivamente). A
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diminuicdo da migracdo celular promovida pelo tratamento com GT50
apresentou efeito semelhante ao tratamento com a dexametasona
(0,2706+0,2420; p<0,0001) (Grafico 13A).

Com relacéo as células diferenciais, o grupo OVA apresentou aumento
no namero de neutréfilos (0,1833+0,0803 vs 0,0029+0,0021; p<0,0001;
respectivamente), linfécitos (0,4505+0,05576 vs 0,05518+0,04518; p<0,0001;
respectivamente) e eosindfilos (0,4122+0,2148 vs 0,0073+0,0052; p<0,0001;
respectivamente), ndo sendo observado o mesmo efeito em macréfagos
guando comparado com o grupo basal (Grafico 13B, C, D e E). O tratamento
com GT 12,5 mg/kg apresentou diminuic&o significativa apenas de neutrofilos e
linfocitos  (0,0800+0,03184; p<0,001 e 0,2936+0,08062; p<0,001;
respectivamente) quando comparado com grupo OVA (Gréfico 13C e D). Nos
tratamentos com GT nas doses de 25 ou 50 mg/kg, observou-se diminui¢cao de
neutréfilos  (0,0404+0,0246; p<0,0001 e 0,0319+0,0251; p<0,0001;
respectivamente), linfocitos (0,0951+0,0562; p<0,0001 e 0,0422+0,0146;
p<0,0001; respectivamente) e eosinofilos (0,1801+0,0503; p<0,001 e
0,0174+0,0139; p<0,0001; respectivamente) quando comparados ao grupo
OVA (Gréfico 13B, C, D e E).

Entretanto, o grupo GT50 apresentou efeito semelhante ao grupo tratado
dexametasona (neutrdfilo - 0,0267+0,0211; p<0,0001; linfécito - 0,0251+0,0153;
p<0,0001; eosindfilo - 0,0329+0,0343; p<0,0001). Ndo houve alteragcdo no
namero de macréfagos nos grupos de animais analisados (Gréafico 13B, C, D e
E).
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Gréafico 13. Efeito do tratamento com GT na migracéo de células inflamatérias para a
cavidade broncoalveolar nos animais com asma alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Apés 24 h do ultimo
desafio, os animais foram eutanasiados para obtencdo do BALF para contagem de celulas
totais e diferenciais. A. Células totais; B. Macréfagos; C. Neutréfilos; D. Linfocitos; E.
Eosindfilos. Os dados numéricos foram expressos em media * e.p.m. (ANOVA one-way
seguido pelo teste de Tukey). # significativo em relagdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001;
### p<0,0001; * significativo em relacéo ao grupo OVA; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.3.4 Efeito do tratamento com GT na producao de IgE-OVA especifica em

animais com asma alérgica experimental

Os soros dos animais dos grupos analisados (basal, OVA e tratados com
doses de GT) foram quantificados quanto a presenca de IgE-OVA especifica. O
grupo basal ndo apresentou concentragfes detectaveis IgE-OVA especifica.

Entretanto, como esperado, nos soros dos animais do grupo OVA foram
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detectados titulos de IgE OVA-especifica na diluicdo de 1:1024 e nos soros dos
animais tratados com GT 12,5; 25 ou 50 mg/kg observou-se diminuicédo
significativa nos titulos de IgE OVA-especifica nas diluicbes 1:512; 1:256 e
1:128, respectivamente quando comparados ao grupo OVA (537,6+£142,5;
p<0,05; 365,7+51,72; p<0,001 e 265,1+69,03; p<0,001; respectivamente vs
877,7+94,43). Nas doses de 25 e 50 mg/kg observou-se efeito semelhante ao
tratamento com a droga padrao dexametasona (298,7+42,67; p<0,001) (Gréfico
14).

Gréfico 14. Efeito do tratamento com GT no titulo de IgE OVA-especifica
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Apés 24 h do ultimo
desafio, os animais foram anestesiados para obtencdo do soro para analise do titulo de IgE
OVA-especifica. Os dados numéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way
seguido pelo teste de Tukey). # significativo em relagdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001;
### p<0,0001; * significativo em relagéo ao grupo OVA; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.3.5 Efeito do tratamento com GT no tecido pulmonar em animais com

asma alérgica experimental

Apbs 24 h do dltimo desafio com OVA, os animais foram eutanasiados e
retirados os pulmdes para analise histologica. Na coloracdo H&E observa-se as
células que migraram para a cavidade nasal, na coloracdo PAS, o aumento de
muco, na coloracdo AT, a presenca de mastécitos e na coloracdo TG a
deposicao de fibras colagenas. Assim temos que o0s animais do grupo OVA
apresentaram aumento significativo (score): no infiltrado celular nas regides
peribroncoalveolar e perivascular no tecido pulmonar (3,167+0,7528 vs 0,0+0,0;

p<0,0001; respectivamente), muco na regido bronquiolar (2,833+0,4082 vs
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0,0£0,0; p<0,0001; respectivamente), na presenca de mastécitos no tecido
pulmonar (0,8333+0,7528 vs 0.0+0.0; p<0,0001; respectivamente) e na
deposicdo de fibras colagenas (1,167+0,4082 vs 0,0+0,0; p<0,0001;
respectivamente) do tecido pulmonar, quando comparados ao grupo basal
(Figura 20 e Gréfico 15).

O tratamento com GT50 em animais sensibilizados e desafiados com
OVA foi capaz de diminuir o infiltrado celular (1,833+0,7528; p<0,001), a
producdo de muco (1,500+0,5477; p<0,0001) de forma semelhante a droga
padrao dexametasona (2 mg/kg) (infiltrado - 2,000+0,6325; p<0,05; muco -
1,667+0,5164; p<0,0001) quando comparados aos tecidos pulmonares dos
animais do grupo OVA (Figura 20 e Gréfico 15). O tratamento com GT50, bem
como com a droga padrdao dexametasona, ndo alteraram a presenca de

mastécitos, bem como a deposigéo de fibras colagenas.
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Figura 20. Efeito do tratamento com GT no tecido pulmonar dos animais com asma
alérgica experimental
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Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar de camundongos. A. Tecido pulmonar

corado por Hematoxilina Eosina (H&E), A.T 100x (600 pum) e 400x (150 pum). A = infiltrado
peribronquiolar e perivascular; B. Histogramas da quantidade de pixels mensurados nas
fotomicrografias da cavidade pulmonar de camundongos BALB/c com asma, coradas em H&E,
A.T 400x (150 pum). Area mensurada 300x240 pixels; RGB (Red, Green, Blue); 281k; C.

Tecidos pulmonares coradas por Acido Periodico de Shiff (PAS), A.T 400x (150 um). =~ =
células caliciformes produtoras de muco; D. Tecido pulmonar de camundongos coradas em
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azul de Toluidina (AT) A.T 100x (600 um); E. Tecido pumonar de camundongos coradas em
Tricrdmico de Gomori (TG) A.T 100x (600 um) e 400x (150 um). ® = fibras colagenas.

Grafico 15. Efeito do tratamento com GT no tecido pulmonar dos animais com asma
alérgica experimental
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Analises das fotomicrografias do tecido pulmonar de camundongos. Os dados numéricos foram
expressos em media £ e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). # significativo
em relac@o ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em relacédo ao
grupo OVA,; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.

4.3.6 Efeito do tratamento com GT na producdo de citocinas por células
presentes no lavado broncoalveolar dos animais com asma alérgica

experimental

O fluido do lavado broncoalveolar (BALF) foi analisado quanto a para
producédo de citocinas pelas células presentes na cavidade pulmonar. O BALF
dos animais do grupo OVA apresentou aumento significativo das citocinas
(pg/mL): TNF-a (6,389+1,384 vs 3,375+0,2560 p<0,0001), IL-6 (211,4+72,88 vs
28,70+37,74; p<0,0001); IL-1B8 (28,89+5,25 vs 3,580+2,130; p<0,0001); IL-4
(17,1145,838 vs 6,307+1,235; p<0,001) e IL-13 (30,43+5,729 vs 13,11+2,182;
p<0,0001) quando comparado ao BALF do grupo basal (Gréfico 16).

O tratamento com GT nas doses de 12,5 ou 25 mg/kg apresentaram
diminuicdo das citocinas (pg/mL): TNF-a (2,9431£0,1810; p<0,0001 e
3,138£1,315; p<0,0001; respectivamente); IL-6 (88,12+16,63; p<0,001 e
41,09+10,58; p<0,0001; respectivamente) e IL-13 (14,08+1,793; p<0,0001 e
14,47+1,425; p<0,0001; respectivamente). Apenas a dose de 25 mg/kg foi
capaz de diminuir a IL-1p (12,21+2,448; p<0,05) quando comparados com as
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do grupo OVA (Grafico 16). Em adicdo, o tratamento com GT50 promoveu
diminuicdo de TNF-a (3,100+1,174; p<0,0001), IL-6 (45,60+£11,81; p<0,0001);
IL-1B8  (7,669+2,212; p<0,001); IL-4 (8,112+1,974; p<0,001) e IL-13
(11,89£2,680; p<0,0001) semelhante ao grupo de animais tratado com
dexametasona (TNFa- 3,665+1,997; p<0,001/ IL-6 - 23,72+16,77; p<0,0001/ IL-
18 - 13,07+£1,743; p<0,05/ IL-4 - 8,472+2,087; p<0,001/ IL-13 - 13,48+1,887,
p<0,0001). Foi observado também um aumento nas concentracdes das
citocinas IFNy e IL-10 (56,94+11,96; p<0,0001 e 454,6+68,1; p<0,0001;
respectivamente) quando comparado ao grupo OVA, fato este que soO foi

observado na dose de 50 mg/kg de GT (Grafico 16).
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Gréfico 16. Efeito do tratamento com GT na quantificacéo de citocinas na asma
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Apés 24 h do ultimo
desafio, os animais foram eutanasiados para obtencdo do BALF e o sobrenadante foi utilizado
para dosar citocinas. A. TNF-q; B. IL-6; C. IFNy; D. IL-17; E. IL-1B; F. IL-10; G. IL-4; H. IL-13.
Os dados numéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste
de Tukey). # significativo em relacdo ao grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; *
significativo em rela¢do ao grupo OVA, * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.
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4.3.7 Efeito do tratamento com GT no perfil de celulas presentes na

cavidade pulmonar em animais com asma alérgica experimental

O grupo OVA apresentou aumento significativo tanto de granulécitos
(3898+359,2 vs 246,7+37,88; p<0,0001; respectivamente) como de linfécitos
(2150+144,8 vs 736,0+£35,50; p<0,0001; respectivamente) no BALF quando
comparado ao grupo basal (Figura 21 e Grafico 17). Os tratamentos com GT
12,5 ou 25 mg/kg nao interferiram no nimero dessas duas células no BALF.
Entretanto, tanto o tratamento com GT na dose de 50 mg/kg quanto da droga
padrdo dexametasona foram capazes de reduzir o numero de granulécitos
(634,6+213,3 e 631,0£385,4; p<0,0001; respectivamente) e linfécitos
(897,5+75,5 e 903,3+71,9; p<0,0001; respectivamente) quando comparados
com o BALF do grupo OVA (Figura 21 e Gréfico 17).

Na Figura 21 podemos observar os dotplots representativos dos grupos

analisados em relacao aos granuldcitos e aos linfocitos.
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Figura 21. Andlise das populac¢@es celulares em citometria de fluxo na asma
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Apés 24 h do ultimo
desafio, os animais foram eutanasiados para obtencéo do BALF e andlise em citometria de
fluxo, demonstrando o dotplot das populacdes analisadas.

Gréfico 17. Analise das populacdes celulares em citometria de fluxo na asma
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6/grupo) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados
com GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Apés 24 h do Ultimo
desafio, os animais foram eutanasiados para obtencdo do BALF e analise em citometria de
fluxo. Os dados numéricos foram expressos em media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo
teste de Tukey). # significativo em relacdo ao grupo Basal;, # p<0,05; ## p<0,001; ###
p<0,0001; * significativo em relagdo ao grupo OVA; * p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.
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4.3.8 Efeito do tratamento com GT na expressdo de moléculas
sinalizadoras em células do lavado bronco alveolar de animais com

asma alérgia experimental

Células do lavado bronco alveolar foram analisadas quanto a presenca
ou auséncia de mediadores inflamatorios intracelulares, tais como: JNK, AKT,
ERK1/2, p38 e p65NFkB. As células provenientes do BALF de animais do
grupo OVA apresentaram aumento significativo na expressdo das quinases
ERK1/2 (35,552,777 vs 24,40+1,163; p<0,001; respectivamente), p38
(35,804£5,60 vs 1,133+0,8420; p<0,0001; respectivamente) e p65NFkB
(3,450+0,3536 e 14,87+2,183; p<0,001 respectivamente) quando comparadas
as do grupo basal (Grafico 18). Ambos os tratamentos, GT50 ou
dexametasona, ndo foram capazes de reverter o aumento de ERK1/2 (Gréfico
18C). Entretanto, os tratamentos com GT50 ou com dexametasona foram
capazes de reduzir a expressao de p38 (6,227+1,059; p<0,001 e 2,877+1,114;
respectivamente; p<0,001), porém apenas o tratamento com GT50 diminuiu a
ativacdo de p65NFkB (7,150+0,07071; p<0,001) quando comparados com o0
grupo OVA (Grafico 18).

Com relacdo a proteina JNK e AKT, ndo foi observado alteracfes
significativas na expressao dessas proteinas nas células do BALF nos grupos

analisados (Grafico 18).
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Gréfico 18. Analise da expresséo das vias de sinalizacdo nas células do lavado bronco
alveolar de animais com asma alérgica experimental
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Camundongos BALB/c fémeas (n=6) desafiados com ovalbumina (OVA) foram tratados com
GT nas doses de 12,5; 25 ou 50 mg/kg uma hora antes cada desafio. Apds 24 h do dltimo
desafio, os animais foram eutanasiados para obtencdo do BALF e analise em citometria de
fluxo. A. JNK; B. AKT; C. ERK; D. p38; E. NFkB. Os dados numéricos foram expressos em
media + e.p.m. (ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey). # significativo em relagdo ao
grupo Basal; # p<0,05; ## p<0,001; ### p<0,0001; * significativo em relacdo ao grupo OVA, *
p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001.
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5. DISCUSSAO

O uso de 6leos essenciais como substancias de cura € uma forma de
tratamento de origem bastante antiga, fundamentada no acumulo de
informacdes passadas por sucessivas geracdes (ALl et al., 2015).

Os oOleos essenciais, bem como seus constituintes, tém sido
extensivamente estudados, e apresentaram inumeros efeitos bioldgicos
evidenciados em diversos modelos experimentais, incluindo efeitos:
antialérgico, tumoricida, analgésico, antimicrobiano, anticonvulsivante e anti-
inflamatoério (PASSOS et al., 2007; DA SILVA et al., 2015; KHODABAKHSH et
al., 2015; MOIRANGTHEM et al.,, 2015; SARMENTO-NETO et al., 2015;
AMBROZ et al., 2016; GIOVANNINI et al., 2016). Esse grande namero de
efeitos deve-se a diversidade estrutural de seus constituintes quimicos.

Os principais constituintes dos O6leos essenciais sdo 0s terpenos,
compostos encontrados em plantas aromaticas, em especial os monoterpenos,
que constituem cerca de 90% (GUIMARAES et al.,, 2013). Os monoterpenos
sao formados pela condensacédo de duas unidades de isopreno ou isopentano
(BANTHORPE et al., 1972) e, estudos recentes tém demonstrado que esses
compostos naturais apresentam uma grande variedade de acbes bioldgicas,
incluindo atividade anti-inflamatéria (SILVA et al.,, 2012; JUERGENS, 2014;
MOREIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014).

A inflamacdo € wuma reacdo de protecdo local gerada por
células/tecidos/moléculas do corpo em resposta a agentes microbianos, injuria,
irritacdo alérgica ou quimica. Os sintomas classicos da inflamagdo sé&o
caracterizados por dor, calor, vermelhiddo, inchagco e perda de fungcao, que
resultando na dilatacdo dos vasos sanguineos que conduzem a um aumento
do fornecimento de sangue e de aumento dos espacos intercelulares,
promovendo o movimento de leucdcitos, proteinas e fluidos na regido
inflamada. Esse processo é essencial para a manutencdo da homeostase dos
tecidos (MEDZHITOV, 2010; KOTAS et al., 2015). Entretanto, uma inflamacéo
descontrolada pode gerar danos nos tecidos, e contribuir para o aparecimento
de doencas inflamatérias de carater agudo, como por exemplo, a lesdo
pulmonar aguda (LPA) (TSUSHIMA et al., 2009; ZAWROTNIAK et al., 2013;

KOTAS et al., 2015) e de caréter crénico como a rinite e a asma.
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Constituintes obtidos de plantas que inibem alvos moleculares,
responsaveis por iniciar e manter o processo inflamatério sdo substancias com
alto potencial terapéutico, podendo ser utilizados para a producdo e
desenvolvimento de novos medicamentos. Com base nestas observagoes,
varios monoterpenos de origem vegetal vém sendo pesquisados e analisados
na busca de novas terapias para o tratamento de disturbios inflamatérios
(MENDES et al., 2010a).

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo investigar o
possivel efeito do monoterpeno gama-terpineno (GT) em protocolos de
inflamacdes aguda e crénica. Inicialmente, analisamos o efeito anti-inflamatorio
do GT na inflamacédo aguda no protocolo da LPA.

A LPA é uma sindrome de incidéncia mundial varidvel, potencialmente
fatal que causa alta morbidade e mortalidade, com estimativa de 74.500 mortes
por ano. Pacientes internados em unidades de terapia intensiva sdo 0s mais
afetados. No entanto, os individuos com mdultiplas comorbidades, abuso crénico
de alcool, ou doenca pulmonar crénica também apresentam um alto risco de
desenvolver a doenca (TSUSHIMA et al., 2009; HU et al., 2017). Os neutrofilos
sdo as primeiras células a serem recrutadas e sao responsaveis por danos
teciduais na LPA. Em adicdo, a sua persisténcia tem sido associada com o
prognostico desfavoravel da doenca. Ativacao dos neutrofilos induz a producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e enzimas granulares, resultando na
lesdo do tecido pulmonar, e ativando a cascata inflamatéria (GROMMES;
SOEHNLEIN, 2011).

A administracdo em animais experimentais de lipopolissacarideo (LPS),
componente de parede celular de bactérias gram-negativas, em camundongos,
induz sintomas que se assemelham a LPA em humanos, e tem se destacado
como uma importante estratégia para explorar os mecanismos envolvidos na
patogénese da doenca e descobrir novas formas de tratamento para a LPA
(GUO et al., 2012; PACHECO DE OLIVEIRA et al., 2015).

Estudos demonstraram que o0 tratamento com 0S monoterpenos
limoneno e 1,8-cineol diminuiam os sintomas da LPA, uma vez que reduziam a
migracdo celular, principalmente de neutréfilos, e este evento repetia-se na

histologia do tecido pulmonar, bem como na diminuicdo do edema no tecido
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(CHI et al., 2013; ZHAO et al., 2014). Estes eventos sdo importantes, pois
existe uma semelhanca estrutural entre o 1,8-cineol e 0 gama-terpineno.

No nosso estudo, verificou-se que o tratamento com GT em
camundongos da linhagem isogénica BALB/c desafiados com LPS, reduziu
significativamente a migracao de leucdcitos no lavado brénquioalveolar (BALF),
tanto de neutrofilos, quanto de células mononucleares. Essa inibicdo da
migracdo celular para a cavidade do pulmdo sugere que o GT atenue a
inflamacé&o pulmonar induzida pelo LPS, evento importante na LPA.

Uma das causas da inflamacéo celular pulmonar na LPA é o aumento da
permeabilidade vascular, o que leva a formacdo de edema, assim, a melhora
deste parametro € extremamente benéfica para a ndo progressdo da
inflamag&o pulmonar na LPA (CHI et al., 2013; ZHAO et al., 2014). Zhao e
colaboradores (2014) demonstraram que o tratamento com o monoterpeno 1,8-
cineol diminuia tanto a quantidade de proteinas totais, como o edema pulmonar
e estes eventos foram associados como uma marcante melhora no edema
pulmonar.

Para averiguar a hip6tese de que o GT poderia estar também diminuindo
o edema pulmonar, verificamos a producdo do mesmo ao medirmos o
extravasamento de proteinas e o peso pulmonar. Como resultado, o tratamento
com o GT nos animais com LPA diminuiu o exsudato proteico na cavidade
pulmonar e consequentemente diminuiu o edema pulmonar, evidenciado
também, pela reducdo da razdo do peso. Esses dados corroboram com os
achados histolégicos no tecido pulmonar, que demonstram clara reducédo do
edema, da hemorragia e diminuicdo de deposicdo de fibras colagenas no
tecido local.

A deposicédo de fibra de coldgeno no pulméao ocorre com o aumento do
estresse oxidativo, responsavel pelos danos endoteliais, expansdo da
permeabilidade vascular, inflamacdo pulmonar e edema; elevacdo na
expressao de TGF-B, que ativa migracao e proliferagdo de fibroblasto (SUN et
al.,, 2006; ZHI et al.,, 2011). Portanto esses resultados indicaram que GT
apresenta a capacidade de, efetivamente, atenuar os danos no endotélio
causado pelo LPS. Essa acdo pode ser por via direta e/ou indireta sobre o

endotélio.
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Na LPA diversos mediadores sdo responsaveis por atuar sobre as
células endoteliais e manter o recrutamento de neutréfilos de forma sustentada
devido ao aumento da permeabilidade vascular (GROMMES; SOEHNLEIN,
2011; SHAH et al, 2014). Entre esses mediadores estdao as citocinas
inflamatérias TNF-a, IL-183, e IL-6 (VITIELLO et al., 2012; ZHANG et al., 2013).
Associada a producdo exacerbada dessas citocinas esta a producdo das
guimiocinas tais como: KC (quimiocina derivada de queratindcito), proteina
inibidora de mondcitos 2 (MIP-2), e CXCL5 que recrutam neutréfilos para o
pulmédo (WOLPE et al., 1989; WUYTS et al., 1996; ROSSI et al., 1999; SHAH
et al., 2014). E amplamente aceito que as citocinas inflamatdrias
desempenham um papel crucial na patogénese da LPA induzida por LPS,
dentre elas especialmente as descritas anteriormente, como TNF-a, IL-1B e IL-
6, as quais foram identificadas como mediadores importantes na infiltracao de
leucécitos no pulmdo e danos nos tecidos (ZHANG et a., 2013). Estudo
demonstrou que o LPS induziu um aumento significativo dos niveis de TNF-a e
IL-18 nos tecidos pulmonares e que o tratamento com o monoterpeno 1,8-
cineol reduziu os niveis destas citocinas (ZHANG et a., 2013), demonstrando
um efeito imunomodulador desta substancia.

O oOleo essencial 1,4-cineol, outro monoterpeno de estrutura semelhante
ao gama-terpineno, também foi descrito como supressor da producdo das
citocinas inflamatérias IL-6, TNF-a e IL-1B em modelo experimental de leséo
pulmonar aguda, além de apresentar efeito anti-inflamatério, uma vez que seu
tratamento inibiu a migracdo de leucécitos para fluido broncoalveolar (BALF),
especialmente de neutréfilos, com reducao da atividade da mieloperoxidase,
enzima esta relacionada com os neutrdfilos (LEITE et al., 2015). O tratamento
com o monoterpeno limoneno também apresentou efeito supressor destas
mesmas citocinas (CHI et al., 2013).

Em nosso estudo o tratamento com GT na dose de 50 mg/kg reduziu a
producdo das citocinas inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6, induzidas pelo LPS.
Esses resultados indicam que o monoterpeno estad atuando diretamente nas
células do tecido pulmonar responsaveis pela producdo dessas citocinas,
sugerindo efeito nos mecanismos de ativacao de vias de transcricdo de sinal,
envolvidas na producédo desses mediadores, como por exemplo, o NFkB (fator

nucelar kB) e as MAPKs (mitogen-activated protein kinase).
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O efeito do LPS é mediado principalmente pela ativacdo de receptores
semelhante ao toll em células fagociticas (TLR4). Esses receptores ativados
desencadeiam a ativacao de vias de sinalizagdo como MAPK, AP-1 (activator
protein 1), STAT (signal tranducer and activator of transcription), IRF3
(interferon (IFN)-regulatory factor 3) entre outras. As células envolvidas no
processo inflamatorio quando ativadas produzem citocinas e quimiocinas via
p38, ERK1/2 e/o fator de transcricdo NFkB ativados, os quais promovem a
transcricdo de génica para a sintese de dessas moléculas (SAKLATVALA,
2004; ZARUBIN; HAN, 2005; MAENG et al., 2006; SCHINDLER et al., 2007;
LAWRENCE, 2009; MORRISON, 2012; HOESEL; SCHMID, 2013; HU et al.,
2017). Estudo demonstrou que a expressao do TLR4 e ativacado do NFkB foram
reguladas positivamente apds o desafio com LPS e que o tratamento com o
monoterpeno 1,8-cineol reduziu essa expressao aumentada (ZHANG et a.,
2013). Curiosamente, neste mesmo estudo, o corticoide prednisona diminuiu
significativamente a ativacdo de NFkB, mas nao apresentou efeito na
expressdo de TLR4, sugerindo que a sinalizacdo de seu efeito pode ser
diferente da de 1,8-cineol. Estes resultados indicaram que o efeito anti-
inflamatério do 1,8-cineol, pelo menos em parte, pode ser mediado pela
inibicdo da expressao de TLR4, que leva a diminuicdo da ativacdo de NF-kB
(ZHANG et a., 2013).

O tratamento com GT50 diminuiu a expressdo do ligante do LPS, o
receptor TLR4, bem como reduziu a ativacdo de NFkB e p38. Portanto, o
conjunto desses resultados indica que a reducdo dos niveis das citocinas
inflamatorias observadas pelo tratamento com o GT seja, em parte, devido a
reducdo da expressao do receptor TLR4, que induz uma diminuicdo da
producao de citocinas por reduzir a ativagéo de fatores como o NFkB e p38.

Devido ao fato do tratamento com o GT ter inibido mediadores
inflamatdrios, proteicos e transcricionais no processo inflamatério agudo,
evidenciado no protocolo de LPA, nosso proximo passo foi avaliar se o
tratamento com GT poderia apresentar efeitos em modelos experimentais de
inflamacao crénica, representados pela rinite e asma alérgica.

A rinite alérgica (RA) caracteriza-se por ser uma inflamacdo das vias
aéreas superiores, especificamente da mucosa, com sintomas clinicos tais

como: congestdo, rinorréia, espirros, coceira e prurido nasal (NG & WANG,
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2015). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que cerca
de 25% da populacdo mundial seja portadora de RA (PAHO, 2016).

No modelo experimental de rinite alérgica induzida por ovalbumina
(OVA) observamos um aumento dos sinais clinicos como friccdo e espirro nos
animais do grupo OVA e o tratamento com GT foi capaz de reverter este
parametro. Assim prosseguimos com experimentos para entender de qual seria
0 mecanismo associado a esta melhora e evidenciamos que 0s animais
sensibilizados e desafiados com OVA e nao tratados (animais doentes)
apresentaram um aumento na migracdo de células inflamatodrias no fluido do
lavado nasal (NALF), incluindo os eosindfilos, e que o tratamento com GT
promoveu uma diminuicdo da migracdo dessas ceélulas. Na analise histologica
dos tecidos nasais, corados com Hematoxilina Eosina (H&E), observou-se a
instalacdo do processo inflamatério, evidenciado pelo aumento da migracdo
celular perivascular subepitelial na cavidade nasal nos animais do grupo OVA.
O tratamento com GT, por sua vez, diminuiu significativamente o infiltrado
celular no tecido, corroborando com os resultados obtidos no NALF.

Na RA, a obstrucdo das vias aéreas superiores pela producéo excessiva
de muco é uma observacdo comum nos pacientes. O epitélio nasal apresenta
aumento no numero de células caliciformes da mucosa (hiperplasia/hipertrofia),
com depdésito excessivo de muco (WADSWORTH et al., 2011). Assim, a
excessiva producdo de muco € um sintoma importante na RA, e uma vez
diminuido, promove uma melhora da sintomatologia da doenca
(PAPADOPOQULOS et al., 2015). Estudo demonstrou que o tratamento com
1,8-cineol promoveu diminuicdo da hipersecrecdo de muco em protocolo de
inflamacéo crénica como a RA (JUERGES et al., 2013).

No tecido nasal dos animais doentes tratados com o GT e corado com
Acido Periédico de Schiff (PAS) observou-se reducdo na producdo de muco
pelas células caliciformes. Estes resultados sugerem que o GT atua inibindo a
producdo de mediadores inflamatorios e, além disso, pode estar atuando nas
células da mucosa, no sentido de diminuir suas ativacdes e, consequente,
producdo de muco, resultado este evidenciado na inflamacdo aguda
ocasionada pela LPA.

Outra célula efetora na resposta da RA é o mastécito o qual é
sensibilizado por IgE alérgeno-especifica e, uma vez havendo a ligacdo
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cruzada do alérgeno a esta IgE, promove a desgranulacédo desta célula, com
consequente liberacdo tanto de citocinas como a IL-5 e IL-13, bem como de
mediadores inflamatdérios tais como histamina e leucotrienos, caracteristicos de
doencas alérgicas como rinite, asma, urticaria e dermatite de contato (BROIDE
et al., 2011). Estudo demonstrou que o tratamento com o monoterpeno a-
terpineno, em protocolo de rinite, diminuia sintomas relacionados a esta
doenca, pois promovia diminuicdo secre¢cao de muco no tecido nasal (NAM et
al., 2014).

A analise histologica do tecido nasal, corado com Azul de Toluidina (AT),
dos animais doentes e tratados com GT promoveu uma reducdo dos
mastocitos quando comparados com os animais do grupo OVA. Este efeito do
GT é de extrema importancia para a diminuicdo do progresso do processo
alérgico na rinite e consequente melhora dos sintomas.

O aumento de células e de mediadores inflamatorios, como
consequéncia do quadro persistente de rinite, esta associado também as
alteragcfes estruturais das vias aéreas, denominadas de remodelamento do
tecido das vias aéreas (MANSO et al., 2012). Este conjunto de eventos inclui: a
perda da integridade epitelial, a fibrose subepitelial com deposicdo de
colageno, hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas, aumento da
producdo de muco e de glandulas submucosas e espessamento da parede das
vias aéreas (LEE et al., 2017). Nesse contexto avaliamos o tecido nasal com a
coloracdo Tricromico de Gomori (TG) e observamos que o tratamento com
GT50 nédo foi capaz de reverter o remodelamento epitelial observado pelo
depésito de fibras de colageno no tecido nasal quando comparados com 0s
animais do grupo OVA. Assim podemos sugerir que o GT50 ndo atua em
fibroblastos, sendo seu mecanismo de acao por outra via.

A RA é uma doenca multifatorial e que geralmente esta associada a
outras doencas, tais como: conjuntivite alérgica, rinossinusite e especialmente
a asma (GOMEZ et al., 2015). A RA constitui um fator de risco para o
desenvolvimento da asma, onde mais de 80% desses pacientes possuem
comorbidade com asma alérgica (CRUZ et al., 2007; HENS et al., 2008;
LAMBRECHT et a., 2015), isso devido a fortes interacfes entre asma, rinite e

seus alérgenos e que na rinite a inflamacdo é presente nas vias aeéreas
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superiores enquanto que na asma € nas vias aéreas inferiores (MOSCATO et
a., 2008; SHAABAN et al., 2007; ROCHAT et al., 2010).

Ambas as doencas afetam diretamente a qualidade de vida do individuo,
ndo apenas por alteracdes respiratérias, mas também por prejuizos
comportamentais, funcionais e fisicos, podendo estar relacionada com
sintomas de depressédo e ansiedade (MATOS et al. 2007; CAMPANHA et al.,
2008; GIACCO et al., 2016). A alta prevaléncia desses sintomas psicolégicos
pode estar associada as manifesta¢des clinicas das doencgas, como intensa
secrecdo e dispneia. Assim as respostas psicolégicas do paciente surgem a
medida que este se confronta com as significativas limitacGes para realizar as
atividades de vida diaria e com o esforco exigido para ajustar-se a
incapacidade respiratéria (FURTADO et al. 2012; GIACCO et al., 2016).

Observacdes clinicas de insuficiéncia respiratoria grave em pacientes
gue apresentam transtornos de ansiedade tém estimulado muitas pesquisas no
sentido de identificar anormalidades respiratorias associadas a esta sindrome.

Outro dado relevante € que animais submetidos a modelos de indugéo
de alergias apresentam-se mais ansiosos do que aqueles que ndo passaram
pelo mesmo processo, apresentando efeito ansiogénico o desafio com OVA
(RIETVELD et al., 1999; VAMOS e KOLBE, 1999; PORTELA et al., 2001;
MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016). Este fato é de extrema importancia, pois
tanto a alergia como a ansiedade s&o capazes de alterar parametros
respiratorios (CARNEVALI et al., 2013; MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016).
Além disso, a associacdo da ansiedade e da respiracdo vem sendo
documentada, sendo a respiracdo um parametro de diagnéstico de desordens
de ansiedade (FREIRE et al.,, 2012). Diante do exposto, medicagdes ideais
para a asma deveriam combinar propriedades anti-inflamatorias e ansioliticas.

Partindo do raciocinio descrito acima, avaliamos o efeito do tratamento
com o GT em modelo experimental de asma alérgica (camundongos BALB/c
sensibilizados e desafiados com OVA) no intuito de, além de observar os
parametros inflamatérios relacionados a doenca, verificar os parametros de
ansiedade, desses animais, utilizamos dois testes: o labirinto em cruz elevado
(LCE) e a placa perfurada (SCHMITT E HIEMKE, 1998; LIMA et al., 2013), uma vez
gue estudos com outros 6leos essenciais demonstram a atividade ansiolitica de

monoterpenos como: mirtenol (MOREIRA et al., 2014); limoneno (LIMA et al.,
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2013; ALVES, et al., 2016); 1,4-cineol (GOMES, et al., 2010) e 1,8-cineol (KIM
et al.,, 2014), sendo que os trés ultimos compostos apresentam semelhanca
estrutural com o gama-terpineno.

Em linhas gerais o LCE baseia-se no comportamento de ansiedade de
roedores e a predisposicdo destes animais em permanecer nos espacos
fechados, escuros, além de um incondicionado medo de alturas e espacos
abertos (BRADLEY et al., 2007). Assim ao serem colocados no centro do
aparato, os animais demonstram clara tendéncia a explorar os bracos
fechados, em detrimento aos abertos, devido & aversdo por altura e por
espacos abertos.

Inicialmente, os resultados do teste LCE demonstram diferencas
comportamentais de ansiedade entre os animais do grupo basal e OVA, onde
os animais do grupo OVA permaneceram tempo maior nos bragos fechados do
aparelho. O comportamento dos animais do grupo OVA, nesse teste, deve-se
provavelmente as alteracdes respiratdrias, as quais levam o animal a
desenvolver o que chamamos de comportamento doentio, que se apresenta
como o conjunto de alteragdes tais como: diminuigdo de locomog&o em geral
(mas com maior importancia daquela dirigida a exploracdo ambiental) e, entre
outros sinais e sintomas, reducéo da autolimpeza (PALERMO-NETO e ALVES,
2010; MOZZINI-MONTEIRO, 2016).

Entretanto, o tratamento desses animais com GT, nas diferentes doses
(12,5; 25 e 50 mg/kg) foi capaz de reverter o comportamento de ansiedade
sendo a de 50 mg/kg a mais efetiva, pois apresentou efeito semelhante a droga
padrao diazepam, sugerindo um efeito ansiolitico do monoterpeno GT,
corroborando assim com os resultados de outros monoterpenos que também
apresentam atividade ansiolitica (GOMES, et al., 2010; LIMA et al., 2013; KIM
et al., 2014; ALVES, et al., 2016).

Entretanto, para que uma substancia seja caracterizada como
ansiolitica, esta deve ser testada por no minimo duas metodologias
comportamentais, portanto aplicamos o teste da Placa Perfurada (PP). Este
teste baseia-se na observacdo da atividade exploratéria, espreitamento
(mergulhos) ou headdips (mergulho de cabeca), e o nUumero aumentado desses
parametros sao inversamente proporcionais ao estado de ansiedade dos
animais (FILE e WARDILL, 1976; TSUJI et al., 1998).
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Utilizando o teste PP observamos que houve diferencas
comportamentais significantes entre o grupo basal (animais saudaveis) e o
grupo OVA (animais doentes). Os animais do grupo OVA apresentaram
diminuicAo da capacidade exploratéria demonstrando, portanto, o efeito
ansiogénico da OVA. Esses resultados corroboram com dados anteriores
realizados em nosso laboratério (MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016), onde foi
demonstrado que animais do grupo OVA, apresentavam um comportamento
doentio, o que diminuia a capacidade exploratdria, aumentando assim 0s sinais
de ansiedade, caracteristicos deste comportamento (MOZZINI-MONTEIRO et
al., 2016).

Os animais doentes tratados com GT apresentaram um quadro inverso
ao observado nos os animais doentes e néo tratados, sendo a melhor dose do
monoterpeno a de 50 mg/kg, pois apresentou atividade ansiolitica semelhante
ao diazepam.

Tem sido descrito que camundongos expostos a protocolos de alergia
apresentavam-se ansiosos em testes comportamentais, e que ocorrem também
mudancas na atividade cerebral de alguns nudcleos especificos do hipotalamo.
Tais mudancas cerebrais foram entdo evidenciadas pela presenca da proteina
c-fos nestes ndcleos em animais alérgicos, 0s quais apresentavam elevada
producéo de IgE (BASSO et al., 2003; COSTA-PINTO et al., 2005).

O c-fos € o produto de um gene que desempenha um papel importante
como fator de transcricdo, transcrevendo a proteina Fos, em varios tipos de
células, incluindo neurdnios. A atividade desse gene demonstra intensa
atividade cerebral na area onde a proteina se deposita. Segundo Costa-Pinto
(2006) os nucleos cerebrais que sdo ativados na ultima hora antes da
eutanasia aparecem castanho escuro apO6s a coloracdo, permitindo a
guantificacdo de nucleos Fos positivos, diretamente associados a atividade
dessa area especifica do cérebro. A ativacdo da proteina Fos se da pelos mais
diversos estimulos, como, por exemplo, a despolarizacdo de neurdnios,
epilepsia, estimulo nociceptivo e estresse, podendo estar envolvida em varios
processos fisiologicos (HUNT et al., 1987).

Estudos demonstraram aumento na atividade do nucleo paraventricular
do hipotalamo (PVN) e do nucleo central da amigdala (CeA) evidenciados pela
producdo da proteina Fos em animais sensibilizados e desafiados com OVA
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(modelo experimental de asma alérgica). Estas areas cerebrais foram entéo
associadas a alteracbes comportamentais e respostas ao estresse,
promovendo a ativacao do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) (BASSO et
al., 2003; COSTA-PINTO et al., 2005).

Costa Pinto e colaboradores (2006) também demonstraram, em no
modelo experimental de asma induzido por OVA, que 0s animais alérgicos com
altos niveis de IgE-OVA especifica, apresentam elevada expressao de c-fos em
determinadas areas do cérebro como PVN e CeA e que, uma vez tratados com
anticorpos anti-lgE, os mesmo apresentavam inibicdo na expresséo do c-fos,
sugerindo que ha uma relacao direta entre a expressao de c-fos no cérebro e a
presenca de IgE-alérgeno especifica. Assim hipotetizamos que medicactes
gue promovessem uma diminuicdo de IgE, poderiam entdo reduzir a expressao
de c-fos no cérebro.

Em nosso estudo demonstramos que o tratamento com GT50 em
animais sensibilizados e desafiados com OVA promoveu uma diminuicdo na
expressdo de c-fos nas areas cerebrais PVN e CeA, quando comparados com
os animais sensibilizados e desafiados com OVA e ndo tratados. Esses dados
corroboram com estudos anteriores descritos acima (COSTA-PINTO et al.
2006) e apontam que o monoterpeno GT apresenta um possivel efeito
imunomodulador na asma alérgica experimental.

A asma é uma doenga com elevada prevaléncia em todo o mundo e é de
grande preocupacédo para a saude publica (KOATZ et al., 2016). Os pacientes
com essas doencas apresentam respostas imunoldgicas exacerbadas,
havendo uma preponderancia do perfil Th2 e niveis elevados de IgE-alérgeno
especifica (CHEN et al.,, 2014; AL-MOHANNA et al., 1993; CIRILLO et al.,
2007; JIN et al., 2014; KOATZ et al., 2016). O modelo experimental de asma
alérgica induzida por OVA caracteriza-se por apresentar um perfil tipo Th2 e
niveis elevados de IgE-OVA especifica (LAMBRECHT et al., 2015; FAJT et al.,
2015; MURARO et al., 2016; FRICKER et al., 2017).

Estudo demonstrou que o monoterpeno timoquinona diminuiu tanto 0s
niveis séricos elevados de IgE e IgG1 especificos para OVA, como a eosinofilia
e 0 muco produzido pelas células caliciformes (GAZZAR et al., 2006).

Nossos resultados demonstram que o tratamento com o GT (50 mg/kg)
reduziu, em 4 vezes, o titulo sérico de IgE-OVA-especifica quando comparado
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com os soros dos animais do grupo basal, sugerindo que o tratamento com o
monoterpeno esteja imunomodulando a resposta imune caracteristica da asma
alérgica.

Além da presenca de altos niveis de IgE, outra caracteristica da asma €
0 recrutamento das células inflamatorias para o pulmdo. Para avaliar a
migracao celular, as células totais e diferencias (mondcito, linfocito, neutrdfilo e
eosindfilo) foram quantificadas no BALF dos animais sensibilizados e
desafiados com OVA. Os resultados demonstraram uma intensa migragéo
celular no grupo OVA quando comparado com o grupo basal, indicando que o
processo inflamatério foi estabelecido nestes animais. Além do aumento
caracteristico observado nas células totais, evidenciou-se também aumento
nas células diferenciais, tais como: macrofago, linfocito, neutréfilo e eosinéfilo
nas vias aéreas, um indicativo de processo patolégico. O tratamento com GT
preveniu os sinais inflamatorios ao reduzir celularidade total e diferencial,
sendo a dose de 50 mg/kg a mais eficaz, uma vez que atuou de forma
semelhante a droga padrao dexametasona. Esses resultados corroboram com
0s anteriormente descritos, os quais foi observado efeito imunomodulador do
GT no modelo experimental de inflamacao aguda (LPA) e crénica (RA).

Tendo em vista que o tratamento com o GT nos animais com asma
alérgica foi capaz de diminuir a migracdo de células inflamatérias para a
cavidade pulmonar detectada no BALF, partimos entdo para confirmar se essa
inibicdo de migracdo ocorria também no tecido, através de analise histologica,
utilizando diferentes corantes.

Estudos anteriores em nosso laboratério demonstraram em modelo
experimental de asma alérgica, um aumento do infiltrado inflamatoério no tecido
pulmonar (VIEIRA et al., 2013; MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016) e, esse
infiltrado leucocitario também esta presente quando se analisa a asma em
conjunto com os testes de ansiedade (MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016).

A coloracdo com o Acido Peridédico de Schiff (PAS) dos tecidos
pulmonares promove a observacdo da secrecdo de muco pelas células
caliciformes, evento este muito marcante na asma.

A hipersecrecdo de muco, no contexto de inflamacéo alérgica, € um
processo complexo ainda nao totalmente explicado. Foi demonstrado que a

metaplasia das células produtoras de muco envolve a inducédo de genes de
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mucina (MUC5AC), armazenamento nos granulos pré-formados, liberacdo dos
granulos para o interior do limen das vias aéreas e, alteracfes na viscosidade
do muco (GOUR et al., 2015). Sabe-se ainda, que o processo de producéo da
IL-13 no epitélio das vias aéreas exerce importancia fundamental na hiper-
responsividade (GOUR et al., 2015). Inicialmente, as células sofrem uma
transicdo fenotipica para células caliciformes pelas acdes de varios fatores de
transcricéo incluindo Spdef (ETS) e Foxa2. A IL-13 induz a expresséo do Fator
de transcricdo do epitélio ETS (Spdef), mediado por STAT6 (PARK et al.,
2007). O fator Spdef, por sua vez, inibe a transcricdo de Foxa2, que é
necessario para a manutencdo da diferenciacdo do epitélio das vias aéreas
dentro da normalidade (CHEN et al.,, 2009). A inibicdo de Foxa2 acarreta a
metaplasia de células caliciformes e a producdo de mucinas (ALEVY et al.,
2012).

Recentemente foi demonstrado também que a deficiéncia no gene
MUCS5AC cessa a hiper-responsividade das vias aéreas (AHR) em modelo
alérgico experimental, apresentando uma redugdo de 74% na obstrucéo pelo
muco, sugerindo que a obstru¢cdo mediada por MUC5AC das vias aéreas €&
uma mecanismo de inducdo da AHR (EVANS et al., 2015).

Em nosso estudo observamos que o0s animais do grupo OVA
apresentaram um aumento no numero de células caliciformes (hiperplasia) e
aumento na quantidade de muco (hipertrofia). O tratamento com GT50, por sua
vez, reduziu a producéo deste muco.

Outros aspectos avaliados nesse estudo foram as analises histolégicas
com coloracbes para visualizacdo da presenca de mastécitos e para a
deposicao de fibras colagenas, tento em vista o processo de remodelamento
do epitélio, explicado anteriormente. Os animais do grupo OVA apresentaram
um aumento tanto no namero de mastocitos como na presenca de fibras de
colageno, evento este que nao sofreu alteracdes pelo tratamento com o GT.

Um dos parametros da resposta imune fundamental na asma tipo 2 é a
presenca de citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13 nos individuos
alérgicos. Assim, a regulacdo na producdo dessas citocinas nos pulmdes
desses individuos é de vital importancia para o controle dos sintomas da asma
(FRICKER et al., 2017).
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A imunomodulacdo do processo inflamatério da asma para o perfil Thl
com consequéncia da supressao do perfil Th2 é benéfica em relagdo aos
sintomas clinicos, pois ocorre redu¢cdo do processo inflamatério medicado por
eosinofilos e IgE. Por exemplo, em estudos onde foi realizado a transferéncia
adotiva de células Thl para animais sensibilizados e desafiados com OVA
houve diminuicdo dos sintomas relacionados a asma (GAVETT et al., 1995;
LAMBRECHT et al., 2016). A imunomodulacdo também pode ser promovida
por células Treg e estudos demonstraram que essas células promovem a
supressédo da inflamagédo na asma pela secrecdo das citocinas IL-10 e TGF-p.
Ambas as citocinas apresentam a capacidade de inibir a ativacdo de
macrofagos e células dendriticas no pulmé&o, diminuindo assim o processo de
apresentacao antigénica aos linfécitos T (LEWKOWICH et al., 2005), além de
interagir com células endoteliais, prevenindo a angiogénese (HUANG et al.,
20009).

Ao analisamos os dados no nosso trabalho, observamos que o
tratamento com o GT nos animais doentes diminuiu a producao de citocinas do
perfil Th2 (IL-4 e IL-13), aumentou a citocina do perfil Thl (IFN-y), manteve as
concentracdes do perfil Th17 (IL-17) e aumentou a citocina do perfil regulatério
(IL-10) quando comparado a producdo dessas citocinas nos animais doentes
nao tratados. Esses dados indicam a capacidade imunomoduladora do
monoterpeno desviando a resposta do perfil Th2 para o perfil Thl, devido a
producdo de IFN-y, sendo estas respostas imunoreguladas pela produgéo de
IL-10.

Considerando que as citocinas do perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13) est&o
diretamente envolvidas na: producdo de IgE-alérgeno especifica por
pasmacitos (IL-4 e IL-13) (WOODRUFF et al., 2007; WOODRUFF et al., 2009),
producao, pela medula éssea, de eosinodfilos (IL-5) (BRUSSELE et al., 1994) e
remodelamento das vias aéreas (IL-13) (HOLGATE et al., 2008), os esforcos
em encontrar medicagbes que minimizam os efeitos desses mediadores tém
sido grande. Visando a descoberta de medicacdes eficazes na asma e
especificas, as terapias com anticorpos monoclonais que inibam a IL-4 e a IL-
13 estdo sendo cogitadas. O tratamento com dupilumab® um anticorpo
monoclonal para a cadeia a do receptor para IL-4, em humanos, esta em fase
[ll de estudo (FAJT et al., 2015; FRICKER et al., 2017) e tem-se demonstrado
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gue sua administracdo promove o bloqueio da via de sinalizacdo da IL-4 e
assim melhora a funcdo pulmonar e reduz a frequéncia de exacerbacdo da
asma moderada a severa.

O lebrikizumab®, o anticorpo monoclonal anti-IL-13, apresenta alta
afinidade de ligacdo para IL-13 humana (ULTSCH et al.,, 2013), e seu
tratamento em humanos também esta em fase Ill de estudo (FAJT et al., 2015).
Os efeitos da IL-13 sdo mediados por sua ligacdo a um receptor heterodimérico
consistindo de IL-13Ra1 e IL-4Ra. Os anticorpos criados contra IL-13 atuam
bloqueando os seus efeitos anti-inflamatoérios pela ligagdo a qualquer um dos
dois receptores polipeptideos com beneficios para o quadro clinico do paciente
(ULTSCH et al., 2013). Porém um estudo em pacientes com asma grave, que
apresentavam crises frequente ndo mostrou uma reducgédo significativa na taxa
de exacerbacdo da doenca, nem melhora no controle da asma, embora a
funcdo pulmonar tenha melhorado significativamente na populacdo total do
estudo (BRIGHTLING et al., 2015).

Em suma a asma é uma doenca complexa, onde mais de 50 citocinas
foram identificadas e envolvidas na sua patogénese, incluindo citocinas
derivadas de células T, citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento,
guimiocinas e citocinas anti-inflamatérias (BARNES, 2008). Os resultados
clinicos da inibicdo de citocinas especificas, usando anticorpos monoclonais no
tratamento da asma foram decepcionantes, provavelmente por causa dos
efeitos redundantes das citocinas associadas as doencas (BARNES, 2003).

Além disso, como mencionado anteriormente, a citocina IL-13 participa
do processo de hipersecrecdo de muco pelas células caliciformes, evento
marcante na asma. Assim, a diminui¢cdo da citocina IL-13 pelo tratamento com
GT, corrobora com os resultados histolégicos deste estudo, uma vez que se
observou a diminuicdo do muco no tecido pulmonar. Diante do exposto é de
extrema importancia o resultado observado nesse trabalho onde o tratamento
com GT, apresentou efeito na diminuicdo da producéo das citocinas IL-4 e IL-
13 pelas células envolvidas no processo inflamatério da asma.

Avaliamos também as citocinas relacionadas ao processo inflamatério
agudo (TNF-a, IL-1B e IL-6) considerando que no processo inflamatério crénico
da asma pode haver envolvimento de outros perfis celulares além Th2

produtores destas citocinas. Recentemente Pina e colaboradores (2018)
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demonstraram que 0s monoterpenos citronelol, a-terpineol e carvacrol
diminuiram tanto a migracao celular, como a quantidade da citocina TNF-a, em
modelo experimental de asma e que a sua redugcédo estava relacionada ao
efeito benéfico do tratamento com 0os monoterpenos, uma vez que promovia
uma imunoregulacéo do perfil Th2.

Qi e colaboradores (2017) demonstraram que 0 aumento da secrecao da
IL-1B promove exacerbagao da resposta imune do tipo Th2 na asma, pois esta
citocina estaria atuando no inicio do desenvolvimento deste perfil celular na
asma (WILLART et al., 2012; QI et al., 2017). Estudo anterior ja havia
observado que o0s pacientes com asma, geralmente apresentam producéo
excessiva de IL-18 (SOUSA et al., 1996). Além disso, um estudo demonstrou
gue a administragéo de IL-18 humana, na traqueia de camundongos, induz a
inflamac&o das vias aéreas e a remodelacdo dos tecidos (KITAMURA et al.,
2011). Estudo recente revelou que a citocina IL-1 (a e [B), secretada em
resposta a alérgenos inalados, pode levar as células dendriticas pulmonares a
induzir uma resposta imune tipo Th2 (GUO et al.,, 2015b), sugerindo que as
citocinas da familia da IL-1 atuariam como um sinal inicial da cascata, que leva
a ativacdo das células dendriticas e a consequentemente apresentacdo do
antigeno e resposta imune do perfil Th2 (Ql et al., 2017).

Outro aspecto dos efeitos da IL-1B estd descrito no trabalho Iwata e
colaboradores (2013), que demonstrou que fatores estressores elevam essa
citocina e, portanto, promovem um feedback positivo no processo inflamatorio
da asma. Porém, o mecanismo direto dessa interagcdo ainda nao esta
esclarecido. Tem sido descrito que 0s neurdnios sensoriais vagais sao ativados
durante a infeccao viral ou bacteriana bem como a exposi¢cao alérgica nas vias
aéreas (MAZZONE e UNDEM, 2016) sugerindo, portanto, o envolvimento de
uma infeccéo e o desencadeamento da resposta alérgica no trato respiratorio.

Neste estudo, observou-se que os animais do grupo OVA apresentaram
um aumento significativo da citocina IL-1 em relagdo aos animais do grupo
basal e que o tratamento com GT diminuiu a sua producéo, indicando que o GT
esteja interferindo ou na fase inicial do processo inflamatério da asma ou nas
vias de sinalizacédo responsaveis pela producédo das citocinas.

Os linfocitos T e B como descritos acima sao células primordiais nas

respostas imunes da asma e a avalicdo dessas populacdes celulares pode ser
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feita utilizando diferencas de tamanho entre os linfocitos (células
mononucleares) e as demais células inflamatorias pela técnica de citometria de
fluxo. Essas analises vém auxiliando na definicdo das populacdes celulares
presentes no fluido do lavado broncoalveolar (BALF). Portanto, a analise das
populacdes de linfocitos no citdmetro, sdo identificadas por FSC'*/SSC" e dos
granulécitos por SSC™ (VAN RIJT et al., 2004) Estudo anterior realizado em
nosso laboratério, demonstramos que no BALF dos animais do grupo OVA os
linfocitos e granulécitos aparecem aumentados em técnica de citometria de
fluxo (MOZZINI-MONTEIRO et al., 2016). Corroborando com este estudo, as
células do BALF de animais do grupo OVA apresentaram um aumento tanto no
namero de linfocitos quanto de granulécitos, quando comparadas as animais
do grupo basal. O tratamento com GT50 foi capaz de promover a diminuicéo
dessas células de forma semelhante a dexametasona. Esses resultados
corroboram com os resultados das contagens de células totais e diferenciais,
anteriormente descritos neste trabalho, além de corroborar com a diminuicéo
da migragao celular nos protocolos de inflamagao aguda (LPA) e cronica (RA)
analisados.

A asma € uma doenca inflamatoria crénica do trato respiratério que
envolve o recrutamento e a ativacdo de varias células inflamatorias, a secrecéo
de multiplos mediadores inflamatérios, incluindo mediadores lipidicos, citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento, além de enzimas que geram produtos
inflamatérios ou estdo envolvidas na remodelacao tecidual (BARNES, 2008).
Muitas destas proteinas inflamatorias sao reguladas por fatores de transcricdo
gue estdo intimamente ligados a receptores de superficie de células alvos nas
vias aéreas, que culminam com a ativacdo celular e secrecdo de citocinas
(BARNES, 2016). Entre as vias de sinalizacdo e ativacdo celular temos: as
MAPKs, AP-1, STAT, IRF3 entre outras. Dentre estas, as vias mais
proeminentes nesse processo inflamatério séo a do fator de transcricdo NFkB,
da p38 e da ERK1/2, as quais promovem a transcricdo génica de quimiocinas e
citocinas importantes para a resposta inflamatéria (SAKLATVALA, 2004;
ZARUBIN; HAN, 2005; MAENG et al.,, 2006; SCHINDLER et al., 2007,
LAWRENCE, 2009; MORRISON, 2012; HOESEL e SCHMID, 2013). No intuito
de descobrir o mecanismos de acdo do monoterpeno GT, diversas vias de

ativacao foram analisadas por citometria de fluxo.
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A quinase ERK1/2 controla a sobrevivéncia do mastocito pela
fosforilacdo do BIM (proteina pré-apoptética da familia BH3) (MOLLER et al.,
2005). Ja o papel da ERK1/2 em células dendriticas € complexo, mas induz a
producao de IL-10 (XIA et al., 2005; QIAN et al., 2006). Dillon e colaboradores
(2004 e 2006) mostraram que ERK1/2, pela inducéo de c-Fos, inibe a producéo
de IL-12 em células dendriticas e que o aumento na IL-10 e diminui¢éo na IL-
12 favoreceria a diferenciagdo para o perfii Th2. Em nossos estudos
demonstramos que as células do BALF dos animais doentes, ndo tratados
apresentaram aumento significativo da expressdo de ERK1/2 quando
comparadas as dos animais do grupo basal e, 0 monoterpeno ndo promoveu a
sua diminui¢cdo de atividade, indicando que o GT nao atua nessa via enzimatica
de ativagao celular.

A quinase JNK (kinase c-jun N-terminal) faz parte da familia das MAPKs
e também participa de processos inflamatorios. Ci e colaboradores (2012),
utilizando o protocolo de asma induzido por OVA, demonstraram n&o haver
diferencas na ativacdo de JNK entre os grupos basal (ndo doente) e OVA
(doente). Dado esse que corrobora com o resultado de nossa pesquisa, o qual
nao foi possivel observar diminuicdo na atividade da JNK entre os grupos de
animais em analise indicando a ndo participacdo do monoterpeno na ativacao
dessa via.

A via das quinases JNK e p38 tém sido relacionadas as respostas
celulares desencadeadas pelo estresse e, por isso, sdo também sdo
denominadas como SAPKs (Stress-Activated Protein Kinases) (WORTZEL e
SEGER, 2011). Tem sido demonstrado que a inibicdo da atividade das MAPKs
por via farmacoldgica ou abordagens genéticas blogqueia a inflamacao alérgica
(ALAM et al., 2011). Além disso, um estudo demonstrou que a via de ativacao
da p38 MAPK possui um papel relevante no processo de maturacdo das
células dendriticas, estando envolvida com o aumento da expressdo das
moléculas co-estimulatéras CD80 e CD86, responsaveis pela ativacdo de
linfécitos CD4™ (LTh) (LANGOSCH et al., 2016).

Em nossos resultados ndo foram observados resultados significativos
guando analisada a via JNK. Porém, na via p38, os do grupo OVA

apresentaram um aumento da ativacdo desta via, o qual foi diminuido pelo
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tratamento com GT50. Podemos assim inferir que doencas crénicas como a
asma, induzem ao comportamento doentio animal, atuando como estressoras e
ansiogénicas (dados discutidos anteriormente) o que leva a ativacdo de vias de
sinalizagdo como a p38. A diminuicdo da ativacdo desta via pelo GT50
corrobora com dados anteriores, uma vez que seu tratamento promove a
reducdo dos marcadores da asma, o que resulta na atenuacdo dos fatores
estressores relacionados a doenca, além de apresentar efeito ansiolitico.

O fator de transcricdo NFkB €& um regulador imunolégico de vias de
sinalizacdo celular, que fornece um mecanismo de resposta para as células
frente a uma ampla variedade de estimulos que culminam em inflamacéo
(SHIH et al., 2015). A fisiopatologia da asma alérgica ocorre principalmente
como consequéncia superexpressao das citocinas do perfil Th2 e esses fatores
inflamatorios sdo rigidamente regulados pelo sistema de rede transcricional.
NFkB e STAT6, os quais sdo conhecidos por regular um conjunto de genes
associados as respostas inflamatérias e imunes, e com isso desempenham um
papel importante na inducdo de alergia asma (GREINER et al., 2013). Por tanto
substancias que inibem a via do NFkB, possuem efeitos benéficos para a
asma.

Estudo demonstrou que o tratamento com o monoterpeno 1,8 cineol
diminuiu a expressédo de NFkB em modelos de inflamagéo cronica (GREINER
et al., 2013), evento este descrito por curiosamente estar presente também em
outros monoterpenos, conhecidos por inibir diretamente a sinalizagao via NFkB,
dentre eles o limoneno e o a-pineno (SALMINEN et al., 2008).

Nossos resultados demonstram que as células do BALF dos animais
doentes (grupo OVA) apresentaram um aumento significativo da expresséo do
fator de transcricdo NFkB quando comparadas com as do grupo basal e que o
tratamento com GT50 foi capaz de diminuir significativamente a expressao
dessa via de transcricdo. Esses resultados demonstram que o efeito anti-
inflamatoério do monoterpeno GT tem como mecanismo de a¢do a inibicdo das
vias de sinalizacéo dependentes de p38 e NFkB.

Portanto esse estudo demonstrou que 0 monoterpeno gama terpineno
(GT) na dose de 50 mg/kg apresentou efeitos anti-inflamatorios em processos
agudos e cronicos, efeito ansiolitico em processos cronicos, atuando também

de forma a promover uma imunomodulacdo do processo inflamatdrio,
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regulando a secrecdo de citocinas essenciais na patogénese de inflamacdes
aguda e cronica.

Assim, em conformidade com a literatura atual sugerimos que
medicacOes ideais para o tratamento da asma devem combinar propriedades
anti-inflamatérias e ansioliticas para uma melhor eficacia terapéutica. O
monoterpeno em estudo apresentou tais propriedades, sendo portando, um
excelente candidato a futuros estudos pré-clinicos e clinicos, com o objetivo de
desenvolver um medicamento que possa ser incluido no arsenal de
substancias para o tratamento de inflamagbes agudas, como a LPA e
inflamacdes cronicas, como a rinite e a asma, além de apresentar propriedades

ansioliticas.
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6. CONCLUSOES

Esse estudo demonstrou o efeito anti-inflamatério do 6leo essencial
Gama Terpineno (GT) em modelos experimentais de inflamacdes agudas e

cronicas:
Inflamacgédo Aguda — LPA

e O tratamento dos animais com GT50 diminuiu 0s parametros

inflamatérios agudos:
- Migracéo células inflamatérias
- Edema (pelo extravasamento de proteinas e peso do pulmé&o)
- Citocinas pro-inflamatorias no pulméo (IL-1B, TNFa e IL-6)

- Expressao do TLR4 e vias de sinalizacédo p38 e NFkB (Figura 22)

Inflamacgao Cronica — Rinite e Asma

e O tratamento dos animais com GT50 diminuiu 0s parametros

inflamatarios na rinite:
- Sinais clinicos associados a rinite tais como: espirro e friccdo nasal

- Migracdo células inflamatérias para a cavidade nasal, observados no
BALF

- Infiltrado celular, hipersecre¢édo de muco e do numero de mastécitos no

tecido da cavidade nasal

¢ O tratamento dos animais com GT50 diminuiu os parametros na asma-

ansiedade:

- O GT50 apresentou efeito ansiolitico, pois o0 tratamento promoveu
aumento dos parametros analisados nos testes do labirinto em cruz elevado e

da placa perfurada de forma semelhante a droga padréo diazepam

- Diminuig&o da expressao do c-fos em regides cerebrais determinadas
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- Nivel sérico de IgE e reacbes alérgicas dependentes de IgE,

diminuindo da inflamagéo no pulméo;
- Infiltrado pulmonar e hipersecrecéo de muco no tecido pulmonar
- Citocinas pro-inflamatorias como: TNFa, IL-1B e IL-6

- Citocinas do perfil Th2 como: IL-4 e IL-13, ambas relacionadas com a

troca de isotipo para IgE e secrecao de muco no pulmao inflamado

- Em adicao, o tratamento com o GT demonstrou aumento das citocinas
imunoreguladoras IFNy e IL-10 no lavado broncoalveolar proveniente de

camundongos BALB/c sensibilizados OVA, levando a uma supressao do perfil

Th2 exacerbado na asma.

- O tratamento com GT em modelo de asma experimental, apresentou
mecanismo de ac¢do sobre as células ativadas via a diminuicdo das quinases
MAPKp38 e NFKB, responsaveis pela inducdo na producdo de mediadores

inflamatorios implicados nas inflamacdes do trato respiratério (Figura 23).
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Figura 22. Atuacé@o do GT50 na Lesdo Pulmonar Aguda (LPA)
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O tratamento com GT50 inibe a expressédo do TLR4, diminuindo assim a ativacao das vias de
sinalizacdo MAPKp38 e NFkB e consequentemente diminui a secrecdo de citocinas
inflamatérias como IL-1B, TNF-a e IL-6. LPS-lipopolissacarideo; TLR4- receptor toll-like 4;
GT50- gama-terpineno na dose de 50 mg/kg.
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Figura 23. Efeito do tratamento do GT50 na Asma e Rinite
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O tratamento com GT50 diminui a ativacdo das vias de sinalizacdo MAPKp38 e NFkB e
consequentemente diminui a secrecdo de citocinas inflamatérias como IL-13, TNF-q; IL-6; IL-4
e IL-13. Em contrapartida aumentou a secrecéo da citocina do perfil regulatério IL-10 e do perfil
Thl, IFNy. GT50 também foi capaz de diminuir a migracdo de células no lavado broncoalveolar,
principalmente de eosindfilos, e de diminuir a producéo de IgE. No tecido pulmonar, diminuiu a
migracdo celular e a secrecdo de muco. GT50- gama-terpineno na dose de 50 mg/kg; LB-
linfécito B; APC- célula apresentadora de antigeno; MHC-II- complexo principal de
histocompatibilidade 1I; TCR- receptores de células T; LTreg- linfécito T regulatério; IgE-
imunoglobulina tipo E; Th2- linfécito T helper 2; Thl- linfocito T helper 1; Th17- linfocito T helper
17.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA ﬁ
COMISSA0 DE ETICA NO USD DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulade "Efeito do tratamento com o monotenpeno sintetico gama-
terpinenc em modelo experimental de asma®, protocolo n® 0352016 sob a responsshilidade do
pesquisador Profa. Dra. Marcia Regina Piuvwezam — que envolve 3 produgao, manutencao efou a
utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordats, subfile Vertebrata [exceto o homem), para fins
de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11,754, de 08
de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15 de julho de 2008, & com as normas editadss pelo
Conzelho Nacional de controle da Experimentagao &nimal (CONCEA], & foi aprovado pela Comissao
de Eticz no Use de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigencia do Projeto 2016 - 2017
Especie/linhagem Mus musoulus Balb'C e Rottus novergicws Wistar
Hirmieno de snimais 54+47=141
ldzde/peso 6-8 semanzs — 25-35z & 120-150=
Sexo Femeas

Bioterio Thomas George

Origem

"4

Fl

Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
Vice-Coordenador CELA-LIFPE

CEUA-UFPE — Campus | — Reftoris - 12 andar - E-mail: Ceum@utpn or — Site: www. uip. beoeusf




APENDICES

APENDICE A - Substancias e sais

Acido acétido glacial (C2H402) — VETEC
Acido cloridrico (HCI) -VETEC

Acido fosfotunguistico (H3PW12040) — VETEC
Acido periddico (HI04) — VETEC

Alcool metilico (CH30H) — VETEC

Aldeido férmico (CH20) — MERCK

Alimen de potéassio (KAI(S0O4)2) — MERCK
Aminofilina - MERK

Bissulfito de sodio (NaHSO3) — MERCK
Carvéo ativado — VETEC

Cloral hidratado — VETEC

Cloreto de potassio (KCl) - MERCK

Cloreto de sédio (NaCl) — SIGMA

Cloridrato de ketamina — VETBRANDS
Cloroférmio (CHCI3) — LTF

Corante azul de evans — VETEC

Corante cromotropo 2R — VETEC

Corante eosina azul de metileno segundo Giemsa — VETEC
Corante eosina azul de metileno segundo May-Grunwald — VETEC
Corante eosina Y — VETEC

Corante floxina-p — VETEC

Corante fucsina basica — VETEC

Corante hematoxilina — VETEC

Corante Panotico - NEWPROV

Corante test-green F.C.F. - VETEC

Corante violeta de genciana — VETEC
Dexametasona — MESE

D-gluxose (C6H1206) — SIGMA

Diazepam - MERK

Etanol (C2H50H) — LTF
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Fosfato de potassio (KH2P0O4) — REAGEN
Fosfato de sédio anidro (Na2HPO4) — MERCK
Formaldeido — MERCK

Glicerina (C3H3(OH)3) — VETEC

Hidréxido de aluminio (AI(OH)3) — VETEC
Hidréxido de sodio (NaOH) — REAGEN
Metabissulfito de sédio (Na2S205) — MERCK
OVA grade Il — SIGMA

OVA grade V — SIGMA

Oxido de mercurio amarelo (Hg20) — LAFAN
Parafina para Histologia — COAL

Timol (C10H140) — VETEC

Xilol (C6H4(CH3)2) — VETEC

176



177

APENDICE B - Aparelhos e equipamentos

Agitador Vortex — VWR — ScientificProducts

Autoinclusor — Leica EG 120

Balanca analitica — Sartorius

Banho histolégico — ANCAP

Centrifuga refrigerada - Centra MP4R - InternationalEquipementCompany
(IEC)

Citdmetro — FACS Callibur

Estufa — ICAMO — modelo 3

Histotécnico processador automatico de tecidos — OMA — DM — 40
Microscopio 6ptico — Nikon

Micrétomo — Leica RM 2125 - RT

Nebulizador — Pulmosonic Star — Soniclear

Platina aguecedora — Olidef CZ

Citdmetro de Fluxo



