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Resumo

Enantibmeros sdo compostos assimétricos que apresentam a particularidade
de serem imagens especulares um do outro, ndo sobreponiveis e por terem
comportamentos diferentes em ambientes quirais, resultando frequentemente na
discriminacdo esterioseletiva e diferentes efeitos biologicos. A carvona é um
monoterpeno, constituinte de muitos 6leos essenciais e encontrada na natureza na
forma de dois enantibmeros: (S)-(+)-carvona e (R)-(-)-carvona. A inflamacdo uma
resposta fisiolégica do organismo, quando ocorre de forma exacerbada ou
inapropriada pode promover dano tecidual e patologias associadas. Um exemplo de
doenca inflamatéria importante € a asma, um processo hipersensibilidade imediata
nas vias aéreas e que tratamentos convencionais apresentam efeitos colaterais
importantes. O objetivo desse trabalho foi avaliar os enantiomeros da carvona em
modelos de inflamacao e de hipersensibilidade das vias aéreas. Para investigar a
atividade anti-inflamatoéria das substancias os seguintes parametros foram avaliados:
producdo de NO por células J774.Al, formacdo de edema de pata induzido por
carragenina, zimosan, composto 48/80 e histamina, migracao de células e producéo
das citocinas (TNF-a e IL-1B) no modelo de peritonite induzida por zimosan, em
camundongos Swiss. Para avaliar a atividade anti-asmatica dos enantibmeros, foi
utilizado o modelo de asma experimental induzido por ovalbumina e analisado os
seguinte parametros: celularidade do lavado bronco alveolar (BAL), producédo de
muco, sintese de IgE OVA-especifica, producéo de citocinas (IL-13, IFN-y e IL-10).
Os resultados demonstraram que ambos os enantiomeros foram capazes de reduzir
a producdo de NO, inibir o edema de pata induzido pelos agentes flogisticos
utilizados e inibir a migracdo de células para o peritdnio, porém apenas a (R)-(-)-
carvona foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a. No modelo murino de asma
alérgica, a (R)-(-)-carvona, foi capaz de reduzir a celularidade do BAL, modular a
producédo de IgE OVA-especifica, reduzir o infiltrado de células e muco no pulméo e
ainda, aumentar os niveis de IL-10. Porém, embora a (S)-(+)-carvona, tenha
reduzido a celularidade do BAL e aumentado os niveis de IFN-y, ela ndo foi capaz
de reduzir o infiltrado de células no pulméo e ainda, aumentou a producdo de muco.
Portanto, ambos enantibmeros da carvona apresentaram efeito anti-inflamatorio,
embora apenas a (R)-(-)-carvona tenha apresentado potencial anti-asmatico e ainda,
0os resultados apresentados pela (S)-(+)-carvona, revelaram um potencial efeito
adverso desse enantidmero em modelo experimental de asma.

Palavras-chave: Enantidbmeros, carvona, inflamacao, edema, asma, muco.
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ABSTRACT

Enantiomers are asymmetric compounds that present mirror images of each
other, not overlapping and different behaviors in chiral environments, resulting in
esterioseletiva discrimination and different biological effects. The carvone is a
monoterpene, a constituent of many essential oils found in nature as two
enantiomers, (S)-(+)-carvone and (R)-(-)-carvone. The inflammation, a
physiological response of the organism, when it occurs exaggerated or
inappropriated ways may promote tissue damage and associated pathologies. An
example of inflammatory disease is asthma, an immediate hypersensitivity process
of the airways and the conventional treatments have significant adverse effects. The
aim of this study was to evaluate the carvone enantiomers in experimental models
of inflammation and hypersensitivity of the airways. To investigate the effect anti-
inflammatory the following parameters were evaluated: NO production by cells
J774.A1, paw oedema formation induced by carrageenan, zymosan, compound
48/80 and histamine, cell migration and cytokines production (TNF-a and IL-18) in
the experimental model of peritonitis induced by zymosan in Swiss mice. To
evaluate the anti-asthmatic activity of these enantiomers, it was used the
experimental model of asthma induced by ovalbumin and the following parameters
were analyzed: bronchoalveolar lavage (BAL), mucus production, OVA-specific IgE
synthesis, cytokine production (IL-13, IFN-y and IL-10). The results showed that
both enantiomers were able to reduce NO production, inhibit the paw oedema
induced by phlogistic agents and inhibit cell migration to the peritoneum, but only
the (R)-(-)-carvone was able to reduce levels of TNF-a. In the murine model of
asthma, the (R)-(-)-carvone, was able to reduce the cellularity of the BAL, modulate
the OVA-specific IgE production, reduce the cell infiltration and mucus in the lungs
and further increase the IL-10. However, although the (S)-(+)-carvone has reduced
the BAL cellularity and increased IFN-y levels, it was unable to reduce the cell
infiltration in the lung and increase the mucus production. Therefore, both
enantiomers of carvone showed anti-inflammatory effect, although only the (R)-(-)-
carvone showned potential anti-asthmatic. Additionally, the results presented by
(S)-(+)-carvone, revealed a potential adverse effect of this enantiomer in the
experimental model of asthma.

Key-words: enantiomers, carvone, inflammation, oedema, asthma, mucus.
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1. INTRODUCAO

1.1 Isomeria: definicdo e termos

Isbmeros sdo compostos que possuem 0S mesmos constituintes atdmicos,
ou seja, possuem a mesma férmula molecular, porém apresentam férmula estrutural
ou organizacdo espacial distinta. A isomeria pode ser dividida em dois tipos
principais: plana (isbmeros de cadeia, de posicdo, de funcdo, de compensacao e
tautomeria) e espacial (isomeria geométrica ou cis-trans e isomeria Optica ou
esterioisomeria). Na isomeria plana, a classificacdo se da de acordo com a
distribuicdo atbmica dada pela férmula estrutural plana dos compostos, enquanto na
isomeria espacial, a classificacdo se da pela distribuicdo dos atomos no espaco
(SOLOMONS; FRYHLE, 2000).

Os esterioisdbmeros apresentam atividade oOptica atribuida ao fato de suas
moléculas apresentarem centros assimeétricos, também denominados centros
guirais. As moléculas com um elemento de quiralidade apresentam enantiomeria
(ELIEL & WILEN, 1994).

O enantibmero é encontrado na natureza na forma de dois pares de
isdbmeros, ndo sobreponiveis, mas simétricos em relacdo a um plano e apresentam
desvios polarimétricos opostos de mesma magnitude. Portanto, um enantiémero do
par é antipoda O6ptico do seu par complemetar. Eles possuem as mesmas
propriedades fisicas, como solubilidade ou ponto de fusdo. Uma mistura 1:1 dos
enantibmeros € chamada de mistura racémica. Esta mistura € oticamente inativa
(SOLOMONS; FRYHLE, 2000).

Existem multiplos métodos de nomeacédo de entidades quirais, resultando
em certa confusdo quanto a nomenclatura de enantibmeros. A mais antiga, €
baseada no desvio da luz polarizada, assim surgiu a terminologia d- (dextro,
simbolizada como “ + ”) e |- (levo, simbolizada como “ - ”) (PASTEUR, 1848).
Quando a luz polarizada atravessa de forma linear e interage com uma amostra de
enantidbmero, ela sofre “rotagdo Optica”. Se o enantibmero gira o plano de luz
polarizada para a direita, ele € denominado dextro-rotatorio (+). Se ele gira o plano
para a esquerda, é levo-rotatério (-). A dextro ou levo-rotacdo dos enantibmeros
possuem iguais magnitudes em termos absolutos, mas em direc&o oposta. A mistura

racémica € muitas vezes designada como (x). O devio da luz plano polarizada néo
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tem nenhuma correlacdo com a posicao real de seus atomos no espaco (ORLANDO
et al., 2007).

Fisher (1891) desenvolveu o sistema D/L para descrever a esterioisomeria de
carboidratos. “D” ou “L” é atribuido apds correlacionar a molécula quiral ao
gliceraldeido. Para o gliceraldeido o carbono 2 (C2) € o centro assimétrico e a
terminologia D ou L é atribuida em funcdo do posicionamento da hidroxila, se a
mesma esta posicionada a direita de C2, denomina-se D-gliceraldeido, se a
esquerda: L-giceraldeido. Todos o0s agucares com a mesma configuracdo do D-
gliceraldeido e, portanto, com a mesma cofiguracdo do centro assimétrico mais
afastado do grupo carbonila, sdo da série D. As aldoses que representam a
configuracdo do L-gliceraldeido sdo da série L. Mais tarde esse sistema passou a
ser aplicado também a aminoacidos (SOLOMONS; FRYHLE, 2000).

A especificacdo da configuracdo absoluta de um centro quiral pode ser feita
sem ambiguidade utilizando o sistema de Cahn-Ingold-Prelog. De acordo como o
arranjo espacial, os enantidmeros recebem os prefixos R ou S seguindo o sistema
de nomenclatura desenvolvido pelos quimicos R. S Cahn, C. K. Ingold e V. Prelog
em 1966 e adotado pela International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC).
Para tanto, deve-se ordenar os grupos ligados ao carbono assimétrico seguindo uma
ordem de prioridade (quanto maior o numero atébmico do substituinte, maior a
prioridade), posicionar a molécula de modo que o substituinte com a menor
prioridade seja colocado o mais distante do observador e ler os grupos em ordem
decrescente de prioridade. Se a ordem de prioridade se der no sentido anti-horario,
usa-se a terminologia R “rectus” se no sentido horario, S “sinister” (IUPAC, 1997).

As denominacfes R-S e (+)-(-) sdo independentes e, portanto podemos ter
enantiomeros (+)-(S)- ou (-)-(S)- e da mesma maneira o enantiomero (+)-(R)- ou (-)-
(R)- (FRANCOTTE, 2001).

1.2 Importancia da estereoisomeria no estudo de substancias ativas

Apesar dos enantibmeros apresentarem a maioria de suas propriedades
fisicas idénticas, quimicamente eles demonstram comportamentos diferentes em
ambientes quirais. Essa caracteristica é de extrema importancia biolégica uma vez
gue a maioria dos receptores enddgenos de farmacos, como proteinas de

membranas e enzimas também sdo compostos quirais. Na verdade, os sistemas
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biolégicos sdo entidades quirais. Os seres humanos sdo essencialmente compostos
de L-amino&cidos e D- carboidratos. Além disso, as estruturas terciarias de
catalisadores criam configuragfes tridimensionais com dominios de ligagdo unicos.
(ROMERO, 1998).

A existéncia de enzimas e receptores estereoespecificos no organismo
conduz as caracteristicas biologicas diferentes para compostos com estruturas
quirais (THALL, 1996; FASSIHI, 1993). A capacidade de uma determinada estrutura
acomodar as disparidades quirais, influencia na magnitude e no tipo de diferenca de
efeitos observados entre enantidmeros. Como consequéncia direta é observada as
mais diversas respostas bioldgicas para os estereoisdmeros. Diferentes tipos de
comportamentos bioldgicos podem ser esperados: 1) a atividade biologica desejada
€ atribuida a apenas um dos enantibmeros, enquanto que o0 outro € inativo; 2) 0s
enantibmeros possuem propriedades farmacologicas idénticas (ou proximas), tanto
do ponto de vista qualitativo como quantitativo; 3) a atividade € qualitativamente
idéntica, mas quantitativamente diferentes entre os estereoisdmeros e 4) atividades
dos dois enantidmeros sdo qualitativamente diferentes (ELIE; WILEN, 1994).

Existe uma grande variedade de farmacos cuja diferenca na atividade
biologica € atibuida a sua estereoquimica, alguns desses farmacos estao

representados abaixo (tabela 1).

Farmaco Efeito
Penicilamina S: anti-artritico; R: extremamente toxico
Estrona (+): hormonio estrogénico; (-): inativa
Adrenalina (-): 20 vezes mais ativa, mais toxica
Anfetamina (+): 2 vezes mais ativa que o a (-)
Talidomida R: sedativo; S: teratogénico

Tabela 1. Alguns exemplos de atividades biolégicas exercidas por formas

enantioméricas puras (modificado de Fassihi (1993)).

As interacbes altamente especificas farmaco-receptor podem resultar
também em diferencas na absorc¢éo, distribuicdo, eliminacdo e, principalmente, no

metabolismo de estereoisomeros. O metabolismo dos farmacos, em muitos casos, é
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realizado por proteinas com alto grau de discriminacdo estereosseletiva
(CALDWELL, 1995, PISTOLOZZI; BERTUCCI, 2008).

A quiralidade pode influenciar a base farmacolégica de ligacédo as proteinas. A
albumina apresenta diferentes graus de esterioespecificidade por um dado ligante,
por exemplo, ela se liga mais avidamente ao S-enantiomero que ao R-enantibmetro
do cetoprofeno (PISTOLOZZI; BERTUCCI, 2008). Considerando-se a possibilidade
de existir variagcbes no grau de interagcdo com proteinas transportadoras, cada
estereoisdmero deve ser estudado como uma entidade quimica distinta para que os
modelos farmacocinéticos ndo sejam interpretados erroneamente (BARREIRO,;
FRAGA, 2001).

Portanto, existe uma estreita relacdo entre a atividade farmacolégica e a
enantiomeria das substancias ativas. Essa relacéo é atribuida a estereosseletividade
dos receptores bioldgicos e das enzimas. Com o0 avanco das técnicas de separagao
dos enantibmeros, houve a possibilidade de realizacdo de estudos farmacoldgicos
destes isOmeros isolados da sua mistura racémica (revisado por BIELORY;
LEONOQV 2008).

A quiralidade é hoje um tema importante na concepcao e desenvolvimento
de novas drogas, impulsionado por uma nova compreensdo do papel do
reconhecimento molecular em muitos eventos farmacologicamente relevantes
(NUNEZ et al., 2009).

Depois da tragédia ocorrida com a talidomida, ocasionada pelos efeitos
teratogénicos da (-)-(S)-talidomida, levando a ma formacdo de milhares de fetos,
esforcos continuos tém sido realizados no intuito de se estudar a influéncia de
diferentes arranjos espaciais dos atomos de uma molécula na sua interacdo com
macromoléculas biolégicas e a influencia desse fenbmeno nos processos
bioquimicos, fisiologicos e farmacolégicos (revisado por SMITH, 2009).

Dessa forma, as agéncias mundiais regulamentadoras de saude exigem o
estudo dos enantibmeros isolados, incluindo a avaliacdo de racemizacao do centro
qguiral, além de preconizar a comercializacdo de farmacos quirais na forma de
enantiomeros puros (SHINDO; CALDWELL, 1995).

No caso em que dois enantidbmeros possuem poténcia de acdo diferente, a
IUPAC recomenda gque o enantibmero de maior acao farmacoldgica e afinidade pelo
receptor seja denominado de eutbmero, enquanto que o0 outro enantidbmero,

responsavel pelo efeito indesejado, seja denominado distdbmero. Além disso, a
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proporcdo da atividade do eutbmero em relacdo ao distbmero recebe a
denominacéo de razdo eudismica e representa a eficacia ou estereoespecificidade
do enantibmero mais ativo (SOLOMONS; FRYHLE, 2000).

Varios paises possuem legislacdes proprias quanto ao desenvolvimento e
comercializagdo de farmacos enantioméricos (NOEL et al., 2004). No Brasil, o
controle e legislacdo vigentes sao regulamentados pela ANVISA pela RE n°896 e
RDC n°135 ambas de 29 de maio de 2003.

O interesse na pesquisa do entantibmero puro é baseado na possibilidade
do mesmo resultar em maior seguranca e eficacia de tratamento (BARREIRO,
1997).

Devido, em parte, aos encargos associados com a determinagao
dos perfis e da toxicidade de compostos mistos, 0s racematos praticamente
desapareceram do desenvolvimento de novas moléculas ativas (AGRANAT et al.,
2002).

Drogas contendo o Unico enantibmero do par ou molécula aquiral
recentemente dominam as dogas aprovadas nos Estados Unidos e outros paises
(AGRANAT et al., 2002; CANER et al., 2004). Somente em 2001 o mercado com
farmacos enantioméricos puros foi superior a 147 bilhdes de dolares
(RAMACHANDRAN; SINGLA, 2002).

Encontramos no mercado exemplos de medicamentos comercializados com
apenas um dos enantibmeros. Isso ocorre principalmente, quando as pesquisas
apontam o fato do outro enantibmero nao apresentar efeito clinico ou possuir intenso
efeito adverso, como € o caso da levodopa e da levotiroxina (LIMA, 1996).

Porém, enantibmeros puros podem ou ndo ser uma vantagem terapéutica
em relacdo ao racemato e por isso, pesquisas devem ser realizadas no sentido de
avaliar cada caso.

O antidepressivo mitazapina, um farmaco quiral comercializado na forma de
racemato, pertence a uma classe distinta dos antidepressivos triciclicos classicos,
pois apresentam efeitos simultdneos sobre os mecanismos de neurotransmissao
noradrenérgica e serotoninérgica. A (+)-(S)-mirtazapina demonstra ter 10 vezes mais
afinidade por receptores a2-pos-sinapticos. Em contrapartida, a (-)-(R)-mirtazapina é
um inibidor cerca de 140 vezes mais potente do receptor 5-hidroxitriptamina. Séo

essas diferencas farmacodindmicas dos enantidmeros da mirtazapina que confere
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sua aplicacdo nos casos de depressao. Nesse caso, a comercializagdo de um dos
enantiobmeros puros nao teria o mesmo efeito do racemato (DE BOER et al., 1995).

As ligacBes dos enantibmeros com 0s sistemas biolégicos sdo complexas, e
existe a necessidade de interpretar devidamente os dados de eficacia e toxicidade,
pois uma droga mesmo que seletivamente produzida, pode sofrer um “curto-circuito”,
ou seja, inversdo quiral, ocorrendo conversao de um enantidmero em seu oposto
(ALI et al, 2007; WSOL et al, 2004). Apesar do efeito teratogénico da talidomida ter
sido atribuida a (-)-(S)-talidomida, o (+)-(R)-enantibmero sofre inversdo quiral,
apresentando também efeitos teratogénicos (REIST et al., 1998).

Consequéncias da  estereoespecificidade foram relatados para
multiplas classes de produtos farmacéuticos, incluindo antibidticos, farmacos
cardiovasculares, quimioterapicas, psicotropicos e drogas com acdes pulmonares e
reumaticas (BAKER; PRIOR, 2002; HUTT; O'GRADY,1996; KEAN et al., 1991;.
MEHVAR et al., 2002;. RANADE; SOMBERG, 2005; VAKILY et al., 2002; WAINER;
GRANVIL, 1993; WILLIAMS, 1990).

A necessidade de se pesquisar detalhadamente a acdo dos enantibmeros
em sistemas bioldgicos é justificada ndo apenas pelo fato da comercializacdo de
enantiomeros isolados representar uma tendéncia mundial na producdo de
farmacos, mas também pela necessidade de se obter mais informacdes a respeito
das interacdes farmacocinéticas, farmacodinamicas e toxicoldgicas que justifiguem

ou ndo o desenvolvimento seletivo de um dado enantibmero.

1.3 (S)-(+)-carvona e (R)-(-)-carvona

A carvona € uma cetona terpendide liquida e oleosa, constituinte de muitos
Oleos essenciais. Estes séo liquidos volateis dotados de aroma forte, caracteristico e
frequentemente agradavel (KNOBLOCK et al, 2003). Podem ser encontrados de
forma abundante em gimnospermas dicotiledéneas e presentes em diversas familias
botanicas (SIMOES; SPITZER, 1999).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas normalmente contendo
centenas de compostos. Seus constituintes podem pertencer as mais diversas
classes quimicas de metabdlitos secundarios, embora os terpenos e o0s
fenilpropandides sejam as classes mais comumente encontradas. O estudo destes

compostos organicos isolados é de fundamental importancia no entendimento da
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aplicacdo dos Oleos essenciais na terapéutica (MACIEL et al.,, 2004). A agédo
observada de um Oleo essencial pode ser resultado do efeito aditivo, do
antagonismo ou do sinergismo existente entre as diferentes substancias que o
compdem (DAVIDSON; PARISH, 1989).

O grande numero de diferentes grupos de compostos quimicos presentes
nos Oleos essenciais dificulta a elucidagdo dos mecanismos de acéo envolvidos nas
suas acles bioldgicas, pois a atividade inerente de um Oleo relaciona-se com a
configuragdo quimica dos componentes, com as proporcbes e interacdes
estabelecidas entre eles (DORMAN; DEANS, 2000; MARINO et al.,, 2001,
DELAQUIS et al., 2002).

As substancias quimicas presentes nos Oleos essenciais oriundas do
metabolismo secundario da planta s&o produzidos em rotas metabdlicas
constitutivas e principalmente relacionadas a diferenciagéo e desenvolvimento dos
vegetais (ontogenia) (GARDNER et al.,, 1991), podendo estar condicionados a
diversos fatores estressantes, como aumento de temperatura, escassez de agua,
doencas, entre outros (SIMOES; SPITZER, 1999).

Os terpenos, constituintes mais importantes dos 0leos essenciais, s&o
substancias naturais produzidas por uma grande variedade de plantas e animais.
Suas moléculas séao constituidas por unidades basicas de isopreno e normalmente
contém 10, 15, 20 ou 30 atomos de carbono. Os terpenos podem ser formados pela
unido de no minimo duas moléculas de isopreno, contendo cinco atomos de carbono
cada uma. Essa unido pode ocorrer de quatro maneiras diferentes: cabeca —
cabeca, cabeca — cauda, cauda — cabeca e cauda — cauda. Nos monoterpenos
(compostos que contém 10 carbonos), a conexdao normalmente encontrada entre
unidades de isopreno € a cabeca — cauda, embora existam algumas excec¢des para
este arranjo. Os terpenos podem existir como hidrocarbonetos ou apresentar
oxigénio, como grupos hidroxila, cetonas, carbonila, ou aldeido. Terpenos com
essas modificacbes quimicas sdo denominados terpendides (revisado por PADUCH
et al., 2007)

Uma ampla gama de propriedades biolégicas de terpendides é descrito,
incluindo os efeitos quimiopreventivos contra o cancer (REDDY et al., 1997,
CARVALHO et al., 2006; KRIS-ETHERTON et al., 2002; CROWELL et al.,1999;
GUPTA et al., 2004), antimicrobianos (COPP et al., 2003; MALLAVADHANI et al,
2004; TROMBETTA et al., 2005), antivirais (ARMAKA et al, 1999; HARADA et al.,



Brandi, 7. S. 33

2005; IKEDA et al., 2005; KHAN et al.,, 2005; NIEDERMEYER et al., 2005), anti-
hiperglicémicas (CHEN et al.,, 2006; CHEN et al, 2005; JEPPESEN, 2002;
JEPPESEN et al., 2003; WONG et al., 2006), anti-inflamatoérias (PEANA et al., 2003;
PEANA et al., 2002; REDDY et al., 2006; ESCANDELL et al., 2007; COREA et al.,
2005; HART et al., 2000, SANTOS et al., 2000). Terpenos sdo também
apresentados como promotores de penetracdo cutanea, além de atuarem como
inseticidas naturais, podendo ser utilizados na armazenagem de produtos da
agricultura (PADUCH, 2007).

O efeito anti-inflamatério na asma bronquica de alguns moterpenos tal como
o 1,8-cineol (eucaliptol) tem sido descrito (JUERGENSA et al., 2004; VASCO et al.,
1998; JUERGENS, 2003). A atividade antiasmatica foi descrita também para o L-
mentol e atribuida em parte, a inibicdo da sintese de protaglandinas e leucotrienos
(JUERGENS et al., 1998).

O monoterpeno carvona € encontrado na natureza na forma de
enantiomeros: (S)-(+)-carvona e (R)-(-)-carvona e sao constituintes de Oleos
essenciais presentes em diferentes espécies vegetais (Figura 1). A (S)-(+)-carvona é
o principal constituinte (50-70%) do 6leo de cominho da espécie vegetal Carum carvi
(Linnaeus, 1753) e é resposavel pelo odor caracteristico do cominho. Ja a (R)-(-)-
carvona € um constituinte abundante do 6leo de hortela (60-70%), encontrado
principalmente na Mentha spicata Linnaeus 1753, fornecendo seu odor (YOUNIS et
al., 2004; HORNOK, 1992).

Figura 1. Estrutura quimica da carvona

(modificada de Sousa e colaboradores (2007))

O horteld é usado principalmente na culinaria, mas apresenta importantes
propriedades medicinais: estimulante, carminativo e antiespasmadico. As sementes
do cominho, muito utilizadas na fabricacdo de temperos, também exibem

propriedades farmacolégicas: antiespasmaodica, carmitiva (WILSON, 1988).
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A carvona possui atividade inseticida (FRANZIOS, 1997), é utilizada como
flavorizante, edulcorante (BUCKINGHAM, 1994) e inibidor de germinagéo
(HARTMANS ; DIEPENHORST, 1994) na industria. Ambos enantibmeros da carvona
séo eficazes contra um amplo espectro de fungos e bactérias patogénicos, embora
diferencas na poténcia possam ser verificadas: A (R)-(-)-carvona, por exemplo
mostrou-se mais eficaz que seu par complementar contra Campylobacter jejuni
enquanto que a (S)-(+)-carvone foi mais efetiva contra Listeria monocytogene
(FRIEDMAN et al., 2002). Foi demostrado o potencial terapéutico da carvona contra
infeccbes por Candida albicans e poucas drogas sao eficazes contra essas
infecgbes, a maioria com limitagcbes, em termos de eficacia e efeitos colaterais
(MCGEADY et al., 2002).

Zheng e colaboradores (1992) demonstraram que a carvona possui a
capacidade de induzir um aumento na atividade da enzima glutationa S-transferase
em varios tecidos sendo que a (S)-(+)-carvona exibiu maior atividade quando
comparada a (R)-(-)-carvona e que portanto, apresenta potencial quimiopreventivo.
Outros estudos demostram o efeito quimiopreventivo contra o cancer dessa
substancia (GOULD et al., 2006; WATTENBERGERG et al., 1989).

A carvona, assim como seus analogos, possui atividade anticonvulsivante,
sedativa e analgésica (GONCALVES et al, 2008; ALMEIDA et al, 2008) . Entretanto,
ao comparar esses efeitos entre os enantibmeros da carvona, foi observado
diferencas relacionadas a poténcia e tempo de inicio de acdo (SOUZA et al, 2007).

Almeida e colaboradores (2008) demontraram que epoxi-carvona, um
analogo estrutural da carvona, na dose de 300 ou 400 mg/kg foi capaz de gerar
protecdo contra convulsdes induzidas quimicamente pelo pentilenotetrazol (PTZ) e
por eletrochoque, além de promover um aumento da laténcia no desenvolvimento de
convulsdes induzidas por picrotoxina. Como seu efeito anticonvulsicante ndo foi
afetado pelo pré-tratamento com flumazenil, antagonista do receptor acido gama-
aminobutirico A (GABA A), foi sugerido que a acéo anticonvulsivante possivelmente
ocorra devido a reducdo da excitacdo nervosa. E ainda, que a (S)-(+)-carvona atue
também nesse receptor.

Em adicdo, a (R)-(-)-carvona apresentou atividade antinociceptiva, porém
nao associada ao sistema opidide, uma vez que a naloxona, um antagonita opidide,
nao apresentou influencia em seu efeito, sugerindo portanto a nédo participacéo do

sistema opidide na modulacéo da dor induzida pela (R)-(-)-carvona. Essa modulacdo
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foi atribuida a diminuicdo da excitabilidade do nervo periférico (GONCALVES et al,
2008).

Pouco se conhece quanto ao efeito da carvona no Sistema Imunoldgico,
porém um potencial imunorregulador tem sido sugerido. Raphael e kuttan (2003)
demonstraram que a administracdo prolongada, de baixas doses da carvona em
camundongos, resultou no aumento da producéo de leucécitos na medula éssea,
aumento na producdo de anticorpos, porém inibicdo das respostas de
hipersensibilidade do tipo tardia (DTH). Em outro estudo, foi verificado reducéo da
aderéncia de neutrdfilos, sugerindo que ela possa atuar na modulacao das respostas
inflamatdrias (SHIGERU et. al, 2003).

Outro fator que aponta para o potencial imunofarmacolégico da carvona é o
fato de estudos com monoterpenos de estrutura similar apresentar atividade
antinflamatoria e antiasmatica (JUERGENSA et al., 2004; JUERGENS, 2003).

Adicionalmente, apesar da influéncia da quiralidade dessa molécula resultar
em diferencas no desencadeamento de algumas respostas bioldgicas, evidenciadas
principalmente em estudos relacionados ao sistema nervoso central (SNC), néao
existem, até o presente momento, estudos que mostrem o efeito da enantiomeria da

carvona no Sistema Imunoldgico.

1.4 Inflamacéao

A descricdo de processos inflamatérios data de 3.000 anos atras e sua
historia se entrelaca com a observacao das lesdes na pele. Na escrita cuneiforme,
em textos da Mesopotamia, varios termos medicos podem ser traduzidos como
inflamacdo; ummu, por exemplo, significa "a coisa quente" e é usado em um
contexto que sugere a existéncia de calor local ou geral (inflamacao ou febre). No
antigo Egito sdo encontrados varias escritos que podem ser traduzidas como uma
inflamacéo (por exemplo, seref shememet). Ambas palavras quando escritas em
hieroglifos originais sdo seguidas por um hieréglifo especial chamado determinante,
gue é um braseiro ardente, simbolizando o conceito de "coisa quente" (RYAN;
MAJNO, 1977). O primeiro documento descrevendo os quatro sinais da inflamacao:
rubor, edema, calor e dor € de autoria do Romano Celsus, 30 a.C a 38 d.C (MAJNO,
1975). Outros importantes nomes da historia da pesquisa da inflamacdo incluem

Galan, que definiu a inflamacdo como uma resposta benéfica, Virchow que
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descreveu o quinto sinal da inflamacao (perda da funcéo) e Elie Metchnikoff (1845-
1916) que descobriu que os neutréfilos que migraram no processo inflamatoério
podem ser englobados por células maiores (macrofagos) retirando-os do tecido
periférico (revisado por CHERNYAK; TAUBER, 1988). Desde o inicio do século XIX,
0 processo inflamatério tem sido um dos assuntos mais intensamente investigado
nas areas da medicina experimental (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

A inflamacdo é classicamente definida como uma resposta fisiolégica a
agressao tecidual e tem por finalidade combater os agentes nocivos (de natureza
infecciosa ou nao), além de potencializar o reparo tecidual (FLOWER e PERRETTI,
2005). Durante o processo inflamatoério séo liberados varios mediadores que atuam
localmente desencadeando os sinais caracteristicos desse processo, ou seja, dor,
calor, rubor e edema, acompanhados ou néo da perda de funcéo do tecido ou 6rgao
afetado (ROCHA e SILVA, 1978; SEDGWICK e WILLOUGHBY, 1985).

As fontes comuns de inflamagcdo s&o: infeccbes microbianas e virais;
exposicdo a alérgenos; radiacdo e substancias quimicas ou téxicas; doencas
cronicas e autoimunes; obesidade; consumo de alcool, uso do tabaco e uma dieta
rica em calorias (SCHETTER et al, 2010; revisado por AGGARWAL et al, 2009).

Hoje entende-se a inflamagdo como uma resposta de adaptacdo ao mau
funcionamento de tecidos ou desequilibrio homeostatico. Isso amplia o conceito da
inflamacéo estar presente apenas em casos de infeccao, lesdo tecidual e presenca
de corpos estranhos ou irritantes, extremo do espectro das condicbes que podem
desencadear inflamacgédo. Portanto, os processos inflamatérios podem aumentar a
capacidade homeostatica do organismo e complementar os controles homeostéaticos
fornecidos pelo sistema enddcrino e o sistema nervoso autbnomo (revisado por
MEDZHITQOV, 2008).

O processo inflamatério mais bem caracterizado € aquele gerado em
resposta aos microrganismos infecciosos ou aos tecidos lesados. Nesse caso, €
conceituada como inflamacdo aguda, a resposta rapida, envolvendo recrutamento
local e ativacdo de neutréfilos. Sua funcdo € erradicar o estimulo inicial. Se a
inflamacédo aguda é bem sucedida, restaurando a arquitetura do tecido normal ou
formando uma cicatriz de tecido conjuntivo, a homeostasia € restabelecida. A
inflamacédo aguda persiste apenas por um curto tempo e € normalmente benéfica
para o hospedeiro (revisado por REUTER et al, 2010) . Porém, se o estimulo ndo é

eliminado, o processo inflamatério ira persistir e evoluir. Neste caso, ocorre
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alteracbes na composicado dos leucdcitos infiltrantes, que passam de neutrdfilos,
para uma mistura de células mononucleares. Assim, um estimulo antes “percebido”
pelos receptores de reconhecimento de padrbes das células da imunidade inata,
passa a ser reconhecido como um antigeno, devido a ativacdo de receptores de
células T e B da imunidade adaptativa. A ativacdo de células T pelos antigenos,
pode melhorar as funcbes efetoras dos fagocitos mononucleares ou recrutar células
efetoras alternativas, tais como eosindfilos. As células efetoras especializadas da
imunidade adaptativa, muitas vezes consegue eliminar um estimulo que resiste a
erradicacdo da imunidade inata, permitindo a resolucdo do processo e 0 reparo
tecidual. Porém, a estimulacdo antigénica prolongada ocasionada por agentes
resistentes ou autoantigenos derivados do tecido, pode resultar em uma inflamacao
cronica, com a formacdo de um novo tecido inflamado. Tem sido relatado que
algumas inflamacdes cronicas pode predispor o hospedeiro a varias doencas
cronicas ndo diretamente relacionadas, incluindo o cancer (POBER; SESSA, 2007,
GRIVENNIKOV et al, 2010).

Durante o processo inflamatorio, ocorre vasodilatacdo nas proximidades da
injaria e, portanto aumento do fluxo sanguineo. A permeabilidade microvascular
torna-se também aumentada, acarretando perda de proteinas plasmaticas e de
fluido para o tecido. Concomitantemente, o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) e
Interleucina 1 (IL-1) liberados por células teciduais, principalmente por macréfagos,
ativam vias de sinalizacdo em células endoteliais que regulam a expressédo de
moléculas de adesdo, como as selectinas, molécula de adesdo das células
vasculares 1 (VCAM) e integrinas leucocitarias para que ocorra o processo de
migracéao celular (SIMMONS, 2006).

Os eventos vasculares ocorrem em resposta a acdo dos mediadores
inflamatorios. Estes podem ser classificados em sete grupos, de acordo com suas
propriedades bioquimicas: aminas vasoativas, peptideos vasoativos, fragmentos de
componentes do complemento, mediadores lipidicos, citocinas, quimiocinas e
enzimas proteoliticas (MAJNO; JORIS, 2004; KUMAR et al., 2003).
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1.5 Mediadores Inflamatérios

As aminas vasoativas (histamina e serotonina), sédo liberados de uma
maneira “tudo-ou-nada”’ quando mastocitos e plaquetas sdo degranulados. Elas
desencadeiam efeitos complexos sobre a vasculatura, provocando aumento da
permeabilidade vascular e vasodilatacdo ou vasoconstricdo, dependendo do
contexto. As consequéncias imediatas de sua liberacdo pelos mastécitos pode ser
altamente prejudicial em organismos sensiveis, resultando em alguns casos, no
colapso vascular e respiratério durante o choque anafilatico (REUTER et al, 2010).

Os peptideos vasoativos podem ser armazenados de forma ativa nas
vesiculas de secrecdo (por exemplo, a substancia P) ou gerados por
processamento proteolitico de precursores inativos no fluido extracelular. A
substancia P € liberada pelos neurbnios sensoriais e pode promover a
degranulacdo dos mastocitos. Outros peptideos vasoativos sdo gerados
através da proteodlise pela trombina, fator de Hageman, ou plasmina e
causam vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (diretamente ou
induzindo a liberacdo de histamina dos mastocitos). O fator Hageman funciona como
um sensor de dano vascular e indutor da inflamacéo, uma vez que ativa a cascata
da calicreina cininas, e o principal produto desta cascata, a bradicinina, afeta o
sistema vascular, além de ser importante indutor da dor. A sensacao de dor tem um
papel fisiolégico importante na inflamacdo por alertar o organismo para o estado
anormal do tecido danificado (ROCK; KONO, 2008).

Os fragmentos do complemento C3a, C4a e C5a (também conhecidos como
anafilatoxinas) podem promover recrutamento de granuldcitos e mondcitos e induzir
a degranulacdo dos mastoécitos (BARTON, 2008).

Os mediadores lipidicos (eicosanodides e fatores de ativacéo plaquetéaria) sdo
derivados de fosfolipideos, como a fosfatidilcolina, presentes na membrana celular.
Ap6s a ativacdo por fons Ca*? intracelular, a fosfolipase A2 citosélica gera acido
araquidénico e acido lisofosfatidico, a partir da fosfatidilcolina. O acido araquidénico
€ metabolizado em eicosandides, quer por ciclooxigenases (COX1 e COX2), que
geram prostaglandinas e tromboxanos, ou por lipoxigenases, que geram
leucotrienos e lipoxinas. As prostaglandinas PGE2 e PGI2 produzem vasodilatacdo e
a PGE2 também é um potente indutor de dor e febre. Lipoxinas inibem a inflamacéao,

além de promover a resolucdo do processo inflamatoério e repairo tecidual. A
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segunda classe de mediadores lipidicos, fator de ativacdo plaquetaria (PAF), sédo
gerados a partir da acetilagdo do &cido lisofosfatidico e sdo responsaveis por ativar
varios processos que ocorrem durante a resposta inflamatoéria, incluindo o
recrutamento de leucdcitos, vasodilatacdo e vasoconstricdo, aumento da
permeabilidade vascular e ativacado de plaguetas (HIGGS et al., 1984; SERHAN,
2007).

As citocinas inflamatérias (fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
IL-1, IL-6, IL-8 e outras) sdo produzidos por varios tipos celulares, principalmente
pelos macréfagos e mastocitos. Essas citocinas possuem diversos papéis na
resposta inflamatéria, incluindo a ativacdo do endotélio e de leucdcitos, além da
inducdo da resposta de fase aguda. Adicionalmente, as quimiocinas sédo produzidas
por muitos tipos celulares em resposta a indutores da inflamagéo. Elas controlam o
extravasamento de leucoécitos e a quimiotaxia para os tecidos afetados (HUME,
2006).

Varias enzimas proteoliticas (incluindo a elastina, catepsinas e
metaloproteinases de matriz) tém diversos papéis na inflamacéo,
em parte por degradar proteinas da matriz extracelular e da membrana basal.
Estas proteases tém um papel importante em muitos processos, incluindo defesa do
hospedeiro, remodelagéo do tecido e migracéo de leucdcitos (JIANG et al., 2007).

O 6xido nitrico (NO), produzido em grandes quantidades durante o processo
inflamatorio, € um radical livre de meia-vida curta, gerado a partir de L-arginina pela
enzima oxido nitrico sintase (NOS) e é bastante eficaz na eliminacdo de patdgenos
(NATHAN et al.,, 1994). As isoformas constitutivas (calcio-dependente), NOS
neuronal (NNOS ou bNOS) e a NOS endotelial (eNOS), produzem pequenas
guantidades de NO, que atua como neurotransmissor e vasodilatador,
respectivamente. A isoforma induzivel (célcio-independente), iINOS, produz
guantidades muito maiores de NO e é expressa apenas durante a inflamacéao.
Enquanto a iINOS pode produzir quantidades prejudiciais de NO, a eNOS e a nNOS,
em condicdes fisiolégicas, produzem quantidades benéficas desse radical livre. A
INOS € induzida por citocinas, como interferon-y (IFN-y), TNF-a, IL-1 e
lipopolissacarideo (LPS) (DAVIS et al., 2001; moncada et al., 1993; LOWENSTEIN;
PADALKO, 2004; XIE et al., 1994).

As enzimas NADPH oxidase e a xantina oxidase, produtoras de espécies

reativas de oxigénio como o anion superoxido (O;) sdo também ativadas durante um
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processo inflamatério. A producdo simultanea de NO e Oy resulta na geracdo de
peroxinitrito (ONOO") que, por sua vez, prejudica o funcionamento de moléculas e
organelas alvo, como proteinas, glutationa (GSH), mitocéndrias e DNA (DYKE e
SERHAN, 2003; PACHER et al., 2007). A lesdo do DNA pode iniciar a morte
apoptotica, que € o gatilho para ativacao da polimerase poli ADP-ribose (PARP).
Essa enzima é capaz de induzir a necrose celular, pela deplecdo de ATP. Tanto o
peroxinitrito como o PARP, contribui para a intensificacdo das vias de transducao do
sinal inflamatério, produzindo, desta forma, um ciclo de auto-amplificacdo da leséo
celular inflamatéria (PACHER et al., 2007).

No processo inflamatério h4 uma linha ténue entre os efeitos benéficos da
inflamagéo e a possibilidade do processo causar e agravar uma lesao tecidual,
levando a apoptose e necrose (ALLER et al., 2006). A inflamag&o é limitada por
respostas antiinflamatorias, intrinsecas ao organismo e integradas ao sistema
nervoso (TRACEY, 2002; revisado por NATHAN, 2002). Quando as forcas de
contencdo intrinsecas falham ou ndo sdo suficientes faz-se uso de auxiliares
extrinsecos que quando administradas ao organismo possuem acdo antiinflamatéria
e atuam na recuperacdo da homeostasia corporea. Dentre as principais terapias
anti-inflamatorias, os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) representam a classe
mais amplamente aplicada (BURIAN e GEISSLINGER, 2005).

Os farmacos anti-inflamatodrios utilizados na terapéutica, muitas vezes,
mostram-se apenas paliativos, e/ou apresentam efeitos colaterais que se sobrepdem
as vantagens do tratamento (BERTOLINI, et al., 2001). Desta forma, € necesséria a
busca por novas abordagens terapéuticas, e/ou tratamentos antiinflamatérios com
menos efeitos colaterais. Além disso, alguns estudos relatam que a quiralidade de
uma substancia pode interferir em seu efeito anti-inflamatoério (BOLE-VUNDUK et al.,
1996).

1.6 Perfis de Respostas Imunoldgicas Adquiridas

Linfécitos sdo células imunoldgicas que apresentam, em sua maioria,
receptores especificos para antigenos, ou seja, para substancias capazes de
provocar respostas imunolégicas especificas. Eles sao classificados como linfécitos
B e linfécitos T. Os primeiros séo células que sofrem maturacdo na medula éssea e

sdo responsaveis pela producdo de anticorpos ou imunoglobulina (lg). Ja os
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linfécitos T, assim chamados por sofrerem maturagdo no timo, podem ser ainda
subdivididos com base em proteinas especificas expressas em sua superficie,
conhecidas como grupo de diferenciacdo ou cluster of diferenciation (CD).
Anticorpos monoclonais especificos contra os CDs tem sido utilizados para
marcacao de células imunologicas (JANEWAY et al., 2001).

Os linfocitos T que expressam CDg+, quando efetores conhecidos como
linfécito T citotoxico (CTLs), sdo importantes na resposta a virus e tumores. Ja os
linfécitos T que expressam CD4+ apresentam como atividade efetora a producédo de
citocinas, por isso sdo conhecidos como linfécitos T auxiliares e frequentemente sao
nomeados de linfécitos T helper ou LTy (JANEWAY et al., 2001; WILSON; TRUMPP,
2006).

Citocinas sao proteinas importantes para sinalizacdo de respostas
biologicas. De acordo com a natureza do antigeno, o LTy pode produzir padrbes
especificos de citocinas. Linfécitos T CD4+ que produzem preferencialmente as
citocinas IL-2 e IFN-y séo conhecidos como linfécitos Twl, ja os que produzem IL-4,
IL-13, IL-5, IL-9 e IL-10 sdo chamados de linfocitos Ty2 (COLLONA, 2001).

Os clones de linfocitos Tyl e Tw2 tém a capacidade de regular
negativamente e mutuamente o desenvolvimento um do outro. E conhecido que o
IFN-y proveniente dos linfécitos Tyl diminui a diferenciacdo dos clones Ty2. Além
disso, a IL-4 e a IL-10 do Ty2 diminuem a diferenciacdo em Tyl (revisado por
HWANG et al., 2005).

Para a diferenciacdo de células Tyl, o fator de transcricdo T-bet é
fundamental, ja o fator de transcricdo GATA-3 é crucial para diferenciacdo de células
T em células Ty2. T-bet pode inibir a fungcdo do GATAS3 e por isso, a resposta Tyl
pode modular a resposta Ty2 (HWANG et al., 2005).

Linfécitos T CD4+ associados a maior producéo de citocinas IL-17A, IL-17F
e IL-22 e ao fator de transcri¢cdo especifico RORyT, sdo denominados de LTy17. As
células T CD4+ que produzem grande quantidade de IL-9 tém sido reconhecidas
como pertencente a outro subtipo de célula T: LTH9 (NEILL et al., 2010).

As células T com marcacdo CD4+CDys+ e que expressam o fator de
transcricdo FoxP3 produzem preferencialmente as citocinas IL-10 e TGF-3 e sao
reconhecidas como linfocitos T reguladores (Treg). Elas possuem a capacidade de
suprimir a resposta imune, sendo importantes na manutencdo da homeostasia
(LANGIER et al., 2010).
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As respostas imunolégicas adquiridas, normalmente sdo iniciadas nos
orgdos linféides periféricos, principalmente nos linfonodos. Esses sdo pequenos
agregados de tecidos ricos em linfécitos localizados em toda a extensdo dos canais
linfaticos ao londo do corpo e tem a funcdo de otimizar as interacdes celulares
necessarias para a fase de reconhecimento e ativacdo das respostas imunolégicas
adquiridas (ADKINS et al., 2003).

1.7 Asma Alérgica

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a asma como uma doenca
cronica caracterizada por ataques recorrentes de falta de ar e chiado no peito. Esses
sintomas variam quanto gravidade e freqiéncia nos individuos acometidos e é
relatado uma maior incidéncia de ataques no periodo noturno e na realizacéo de
atividades fisicas. Durante um ataque de asma, a mucosa dos bronquios
intumescem, resultando em estreitamento das vias aéreas e reducao do fluxo de ar
para dentro e para fora dos pulmdes.

Embora a asma resulte uma taxa de mortalidade relativamente baixa, em
comparacdo com outras doencas cronicas, 0os sintomas freqientemente causam
insonia, fadiga diurna, niveis reduzidos de atividade, levando ao absenteismo na
escola e no trabalho. Estima-se que 300 milhGes de pessoas atualmente sofram de
asma. E também, a doenca cronica mais comum entre as criancas. A asma € um
problema de salde publica tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento, porém a maioria das mortes ocorrem em paises de renda baixa e
média. E um doenca sub-diagnosticada, sub-tratada e cria encargos substanciais
para os individuos acometidos, familias, governos e muitas vezes restringe as
atividades desses individuos (Organizacao Mundial da Saude)
(www.who.int/mediacentre/factsheets/fs307/en/05/12/10).

Apesar de o Brasil ser um pais carente em dados epidemiol6gicos que
estime a prevaléncia dessa doenca na populacéo, as estatisticas existentes no pais
aponta dados alarmantes (AGUIAR-FILHO et al., 2005). Dados obtidos no Sistema
de Informacdes Hospitalares do SUS (SIH/SUS) do Ministério da Saude relatam que
em 2006, entre as causas de morte definidas, as doencas do aparelho respiratério

representaram a quarta causa de 6bito no Brasil. Quanto a internacdes, entre 2003 e
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2008, as doencas pulmonares foram responséveis por aproximadamente 12% do
total de internacbes na rede SUS, representando um custo superior a cinco bilhdes
de reais por ano. Entre essas doencgas, destacam-se: a asma, a doenga pulmonar
obstrutiva crénica, pneumonia e tuberculose. Com relagdo a asma, anualmente
ocorrem cerca de 250.000 internacdes no Brasil, estando entre as cinco maiores
causas de hospitalizacdes pelo SUS (2,3% do total), sendo a segunda na faixa etaria
de menores de um ano a 24 anos (AGUIAR-FILHO et al., 2005).

Dados epidemiolégicos apontam esta doengca como um dos principais
problemas de salde publica, afetando cerca de 20% da popula¢do e demandando
altos custos com internacdes e tratamentos (EDWARDS et al., 2009).

A incidéncia global da asma continua aumentando embora a diferengca na
prevaléncia entre o0s paises tenha reduzido pelo decréscimo de incidéncia nos
paises de lingua inglesa da Europa Ocidental e aumento em regides onde
anteriormente a incidéncia era baixa como Africa, América Latina e partes da Asia.
Parte dessa modificacdo é atribuida ao fato de ter ocorrido uma melhor
padronizacdo das caracteristicas patoldgicas dessa doenca e/ou de mudancas na
préatica do diagnostico (PEARCE et al, 2007).

Muitos fatores tém contribuido para o aumento da prevaléncia da asma
brénquica, tais como, o aumento da poluicdo atmosférica e a rapida modernizacéo.
O aumento da urbanizacdo explica em parte, a modificacdo na tradicional baixa
incidéncia da asma nos paises subdesenvolvidos (RAMOS et al., 2006; PEARCE et
al, 2007). Além disso, o dificil acesso a servicos médicos, o preco das medicacoes e
falta de informacdo da populacédo afetada torna a situacdo ainda mais complicada
(RAMOS, et al., 2006).

Alguns estudos relatam que a exposicdo a determinados antigenos durante
a infancia pode estar relacionado a protecdo contra a asma (RIEDLER et al., 2001;
EGE et al.,, 2007). Porém, os mecanismos envolvidos nessa protecdo ainda néo
estdo claramente definidos (MUTIUS; VERCELLI, 2010).

A maioria dos pacientes com asma sao atépicos (asma extrinseca), mas
alguns pacientes sdo ndao-atdépicos (asma intrinseca), e esses pacientes
freqientemente desenvolvem a forma mais severa da doenca (WENZEL, 2006). Ha
um circulo na asma severa, que tende a ser mantido durante toda a vida (PHELAN,

2002). Aproximadamente 5% dos pacientes tém asma severa que é de dificil
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controle por terapia inalatéria conhecida e por isso é necessério a procura por novas
terapias (revisado por BARNES, 2008).

A etiologia da asma € multifatorial, uma vez podem estar envolvidos tanto
fatores genéticos que predispdem o individuo a doenca, quanto os fatores
ambientais como poluicao atmosférica, fumo e exposicao a poeira (WENZEL, 2006).

1.8 Caracteristicas Imunopatoldégicas da Asma Alérgica

A asma é considerada uma doenca inflamatoria crénica do pulmao,
caracterizada por hiper-responsividade das vias aérias, infiltrado inflamatério nas
paredes brénquicas contendo eosindfilos, e niveis elevados de IgE no soro dos
individuos acometidos. O processo inflamatério caracteristico da asma alérgica é
resultado da reacao de hipersensibilidade imediata. Essa reacdo consiste em uma
resposta imune exacerbada contra substancias que para a maioria dos individuos
séo inocuas. O processo € desencadeado quando individuos atopicos, previamente
sensibilizados, entram em contato com o antigeno (KEYNAN et al, 2008).

A sensibilizacdo consiste na polarizacdo de linfécitos T CD4+ para um perfil
de resposta Ty2. A IL-4 produzida por células T2 promove a recombinagcao de
genes responsaveis pela formacdo das cadeias pesadas de imunoglobulinas nos
linfocitos B. ApOs essa sinalizacdo, as células B passam a sintetizar imunoglobulina
E (Ig) (WILLS-KARP, 2000). A IgE liberada por linfocitos B diferenciados,
chamados de plasmécitos, podem se ligar a receptores FCeRI presente na superficie
de mastécitos, ocorrendo assim o processo de sensibilizacdo (HOGAN et al., 1998).

Em contatos subseqlentes com o mesmo antigeno, também chamado de
desafios, este podera se ligar a IgEs presentes em mastocitos sensibilizados.
Quando essa ligacdo ocorre de forma cruzada, ou seja a pelo menos duas IgEs,
ocorrerd a liberacdo de mediadores inflamatérios presentes em granulos preé-
formados: histamina, serotonina e promover a sintese e liberacdo de
prostaglandinas, leucotrienos, fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e citocinas
(MCKAY, 2004; BARNES, 2008). Esses mediadores quando liberados nas vias
areas aumentam a permeabilidade vascular, induzem contracdo da musculatura lisa
causando dificuldade respiratéria bem como a proliferacédo de fibroblastos e células
musculares lisas, contribuindo para o remodelamento das vias aéreas (KANAOKA;
BOYCE, 2004). As citocinas IL-4, IL-13 e IL-5 produzidas pelos linfécitos TH2
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promovem recrutamento de eosindfilos e a IL-5 promove ativagdo e gera sinais de
sobrevivéncia para essas ceélulas, que sdo as principais causadoras dos danos
tissulares (revisado por KAY, 2006).

Embora a caracteristica unificadora fisiopatologica da asma seja a
hiperreatividade das vias aéreas (AHR) que leva a obstrucdo dinadmica, a expressao
clinica da doenca € heterogénea. Por exemplo, uma grande porcentagem de
pacientes asmaticos sdo atopicos, com maiores concentracfes séricas de
imunoglobulina E (IgE), em outros ndo ha evidéncia de atopia. Além disso, apesar
do infiltrado granulocitico das vias aéreas da maioria dos asmaticos ser dominado
por eosindfilos, os neutréfilos predominam em pacientes no espectro final da doenca
grave (WENZEL, 2006).

Hoje se sabe que a asma alérgica, uma doenca com aspecto clinico tdo
variavel, ndo é resultado apenas do desenvolvimento da resposta TH2 exacerbada,
mas também de outros perfis de respostas imunoldgicas, desencadeados
principalmente por linfocitos Tw9 e Tul7, importantes, sobretudo, no
desencadeamento da asma severa. Por outro lado, células T reguladoras
desempenham um papel primordial na supressdo dessas respostas. Essa nova
concepcao surgiu pela observacdo que apenas o paradigma TH2 ndo € capaz
explicar todo o espectro da asma. A doenca grave ndo estd associada a uma
propensédo exclusiva para a producédo de citocinas Ty2, portanto fatores adicionais
além dessas citocinas, provavelmente desempenham um papel importante na
patogénese da doenca (LAJOIE et al, 2010).

Pacientes com asma grave tém ndo sO a exacerbacdo do processo de
hiperresponsividade das vias aéreas, como também neutofiia e aumento na
producédo de IL-17A. Tem sido proposto que o aumento da IL-17A conduza a formas
graves da doenca (CHAKIR et al, 2003; AL-RAMLI et al.,2009). Um estudo publicado
recentemente relatou que a susceptibilidade ao desenvolvimento dos processos
graves estava associado a maior producdo de citocinas Tyl7 (IL-17A, IL-17F e IL-
22), enquanto que os processos leves, foram associados a abundante producédo de
citocinas TH2, mas pouca ou nenhuma producdo de citocinas Tyl7. Uma das
explicacBes para esse fato € que a IL-17 A reforca a sinalizacao da IL-13 em células
do masculo liso e fibroblasto, contribuindo no processo de remodelamento das vias
aéreas (LAJOIE et al, 2010).
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Outro ponto chave na patogénese da asma severa € a participacdo da
citocina IL-9, principalmente devido ao fato dessa citocina ser importante para
crescimento de varios tipos de células envolvidos na asma. Como citado
anteriormente, as células T CD4+ que produzem grande quantidade de IL-9 tém sido
reconhecidas como pertencente a outro subtipo de célula T: LTy9 (NEILL et al,
2010).

Existem mecanismos responsaveis por regular as respostas imunolégicas e
nesse contexto, tem se destacado o papel das células T reguladoras (Treg), COM
efeito supressor sobre outras células T CD4". Essas células tém mostrado
importante papel na regulacdo da funcdo das células Ty2 na asma (UMETSU;
DEKRUYFF, 2006). Foi relatado que essas células regulatérias estdo diminuidas em
individuos com rinite alérgica (febre do feno) (BARNES, 2008).

Os modelos animais tém sido utilizados por mais de 100 anos para elucidar
a fisiopatogenia de doencas humanas e para avaliar novos alvos terapéuticos. Em
relacdo a asma, desde o inicio da década de 1990 foram estabelecidos modelos
com camundongos para estudar aspectos especificos da doenca, permitindo realizar
estudos em animais isogénicos com 0s sistemas imune e respiratorio intactos. Esses
modelos representam o Unico método disponivel para estudar alguns processos in
vivo da doenca (NIALS, 2008). Dentre os modelos mais utilizados estdo aqueles
induzidos com ovalbumina (OVA) em camundongos BALB/c. A OVA quando
administrada em condicfes e intervalos adequados leva ao desencadeamento de
varios sintomas da asma, como intenso infiltrado de células inflamatoérias no pulmao,
liberacdo de mediadores inflamatérios, producédo exacerbada de muco por células
califormes e de citocinas do perfil TH2 (FACINCONE et al,1997).

Em virtude da complexidade fisiopatologica, a asma € uma doenca de dificil
controle e as substancias atualmente utilizadas na terapia visam uma combinacao
de alivio dos sintomas e controle terapéutico, incluindo: corticosterdides, anti-
histaminicos, agonistas 3,-adrenérgicos e inibidores de fosfodiesterases (HOLGATE;
POLOSA, 2008). Entretanto, a maioria destas drogas provoca efeitos colaterais
graves, como: alteracbes endocrinas, efeitos sedativos e anticolinérgicos (ALEN,
2006), o que torna importante o desenvolvimento de pesquisas de novos farmacos

para o tratamento desta doenca.






Brandi, 7. S. 48

2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar os efeitos dos enantibmeros da carvona em modelos experimentais

de inflamacdo aguda e de hipersensibilidade das vias aéreas induzida por

ovalbumina.

2.2 Especificos:

Avaliar a producdo de NO (6xido nitrico) e a citotoxicidade em funcdo de
diferentes concentracdes dos enantibmeros da carvona na linhagem de

macrofagos J774A.1.

Estudar o efeito do tratamento com S-(+)-carvona ou R-(-)-carvona
(substancias teste) no edema de pata induzido por diferentes agentes
flogisticos: carragenina, zimosan, composto 48/80 e histamina em

camundongos Swiss.

Investigar o efeito do tratamento com as substancias teste no infiltrado de
células inflamatdrias induzido por zimosan no espaco peritoneal de

camundongos Swiss, bem como a producéo de TNF-a e IL-18.

Avaliar a presenca de células inflamatorias na cavidade pleural de
camundongos BALB/c em modelo experimental de pleurisia induzida por
ovalbumina (OVA).

Avaliar a presenca de células inflamatérias, bem como a producdo de IFN-y,
IL-10 e IL-13 no lavado bronco alveolar (BAL) de camundongos BALB/c
sensibilizados e desafiados com ovalbumina, tratados ou ndo com as

substancias teste 1 hora antes dos desafios.
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e Determinar a producdo de IgE OVA-especifica no soro dos animais
sensibilizados e desafiados com OVA tratados ou ndo com 0S enantibmeros

da carvona

e Analisar o infiltrado de células e a producdo de muco nos cortes histologicos
do pulmdo de camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com

ovalbumina, tratados ou ndo com as substancias teste.

e Estudar o efeito do tratamento com os enantibmeros da carvona antes das
sensibilizacbes quanto aos seguintes parametros: celularidade do BAL,
producdo de IgE OVA-especifica e producéo de IFN-y.



Haterial e MWetados
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3. MATERIAL E METODOS

3.10btencdo dos monoterpenos: (S)-(+)-carvona e (R)-(-)-carvona

As substancias foram adquiridas da empresa Sigma Aldrich (SIGMA-
ALDRICH, St. Louis, MO-USA) e gentilmente cedidas pelo professor Dr. Dami&o
Pergentino de Sousa da Universidade Federal de Sergipe.

3.2 Preparacdo e utilizagdo dos enantidmeros para testes in vitro

Os enantibmeros da carvona eram diluidos em dimetilsuféxido (DMSO-
VETEC, Rio de Janeiro, Brasil) para a realizacdo dos ensaios in vitro, devido a
hidrofobicidade desses monoterpenos. Esse solvente foi previamente filtrado em
filtro milipore de 13 mm de diametro (MILIPORO, Japédo), e sua concentracéo
ajustada de forma que a concentracao final de DMSO em cada poco da placa de
cultura fosse igual a 0.5 %.

Os compostos eram testados nas concentracdes finais de 1, 3, 10, 50 e 100
Mg/mL. Assim, uma solugdo méae de S-(+)-carvona ou R-(-)-carvona de 1000 pg/mL
era preparada pesando-se, em placa de petri contendo 0,5 mL de DMSO, 10 mg de
cada enantibmero. Apdés homogeneizacdo, eram adicionados 9,5 mL de uma
solucdo de RPMI 1640 suplementado com 5 % de soro fetal bovino, 1 % de
aminoacidos ndo essenciais e 1 % de antibidtico penicilina-estreptovidina (GIBCO —
Introgen, CA, USA). Essa solucéo, apos adicionada na cultura, era diluida 10 vezes.
As diluicdes sucessivas das substancias teste eram realizadas com meio RPMI
suplementado, contendo 5 % de DMSO, de forma a assegurar que a concentracao
final de DMSO em cada solucéo a ser testada, independente da concentracdo de

enantibmeros, se mantivesse constante.
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3.3 Cultura celular da linhagem de macréfagos murinos J774

Para avaliar a producdo de NO (6xido nitrico) bem como a viabilidade
celular, era realizada cultura de células da linhagem celular murina J774 A.1 (ATCC
n°. TIB 67). Esta linhagem foi adaptada para cultura a partir de um tumor em fémeas
de camundongos BALB/c em 1968 (HAY et al., 1994). Aliquotas de células J774
contidas em suspensdao com DMSO em criotubos, armazenadas em um tambor de
nitrogénio liquido, eram descongeladas em fluxo laminar e transferidas para tubos
tipo Falcon contendo 8 mL de meio RPMI completo (RPMI 1640 com 10 % de soro
fetal bovino, 1 % de L-glutamina, 1 % de aminoacidos ndo essenciais e 0,5 % de
penicilina-estreptomicina (GIBCO - Invitrogen, CA, USA)) para lavagem. Essas
suspensdes de células eram centrifugadas (CR422, JONAM) a 1000 RPM por 10
min em uma temperatura de 4° C; os sobrenadantes eram desprezados e os pellets
formados eram ressuspensos em 5 mL de RPMI completo. O contetdo de cada
suspensao formada era transferido para um frasco de cultura (garrafa plastica de
cultura estéril NUNC) e incubado a 37° C em estufa de CO, (MODEL-5415, IRCO:2
SYSTEM, NAPCO®).

Para manutencéo das ceélulas em cultura, o meio contido nos frascos eram
trocados quando necessario: 0 meio consumido era desprezado e 5 mL de meio
RPMI completo, adicionado ao frasco de cultura. Quando o grau de confluéncia de
células em um frasco era igual ou superior 80 %, eram entédo, realizados repiques.
Para tal, era desprezado o meio de cultura do frasco, adicionado 5 mL de RPMI
completo e “raspava-se” cuidadosamente o fundo do frasco de cultura a ser repicado
com o auxilio de um espalhador de células: “rodinho” estéril (BECTON DICKINSON,
NJ-USA) . Posteriormente, transferia-se 2,5 mL dessa suspensdo para um novo
frasco estéril e acrescenta-se mais 2,5 mL de meio RPMI completo nesse novo
frasco e também no frasco repicado.

Apés atingirem confluéncia, eram coletadas e lavadas em meio RPMI
completo, por centrifugacdo a 1200 rpm a 4°C por 10 minutos e a viabilidade
determinada utilizando o corante vital Azul de Trypan (MERCK, Sdo Paulo, SP) pela
contagem em camara hemocitométrica. As células eram ressuspensas na
concentracdo de 4 x 10° células/mL de meio RPMI completo e distribuidas em pocos
de placa de 96 pocgos (100uL/pogo- NUNC). Em seguida, as células eram cultivadas
por 48 horas, na presenga ou nao de 10 pL dos estimulos (sobrenadante
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enriquecido com IFN-y a 9 ng/mL e LPS a 10ug/mL) (FUNDACAO ATAULPHO DE
PAIVA, Sao Cristovao —Rio de Janeiro), seguida da adicdo ou n&o de 10 yL das
substancias teste (S-(+)-carvona ou R-(-)-carvona), nas concentracdes de 0 (apenas
0 meio RPMI completo, acrescido de 5% de DMSO), 10, 30, 100, 500 e 1000 pg/mL,
resultando respectivamente nas concentragdes de 0 (0,5% de DMSO), 1, 3, 10,50 e
100 pg/mL nos pogos testados.

ApGs a incubacdo por 48 h os sobrenadantes eram coletados e analisados
guanto a producdo de NO e a viabilidade celular, determinada.

3.4 Avaliagcéo da producao de NO

A producdo de NO foi avalizada in vitro pela dosagem do seu produto de
degradacao mais estaveis, nitrito, pelo método colorimétrico indireto conhecido como
Reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Neste método, o nitrito, quando presente
na amostra, reage com a sulfanilamida em meio acido para formar um composto
intermediario, o sal de diazbnio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-
etilenodiamina (NED) formando um composto azo estavel de coloracdo purpura,
podendo assim ser analisado em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
550 nm.

Eram adicionados 0,1 mL de reagente de Griess a 0,1 mL dos
sobrenadantes das culturas (obtidos e processados como descrito acima). Esse
reagente € constituido pela mistura de duas solucdes A e B na proporcédo 1:1, que
eram preparadas imediatamente antes do uso. A solucdo A é constituida por:
naftiletilenodiamino 0,1 % (p/v) em acido orto-fosforico 5 % (v/v), e a solucédo B por
sulfonamina p-aminobenzeno 1 % (p/v) em acido fosférico 5 % (v/iv) (MERCK
BIOSCIENCES, Germany). Apds o reagente de Griess reagir por 10 min a 26° C
com as amostras, era realizada a leitura em leitor de microplaca utilizando filtro de
550 nm em leitor de microplaca (SPECTRAMAX 190 — Molecular Device). Os
resultados em pmoles eram determinados pela comparacdo com a curva padrao
(realizada com nitrito de sddio nas concentracdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25,
3,125 e 1,5 uyM).
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3.5 Determinacgéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método MTT. Neste método, o
MTT, brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazodlio, € reduzido em
células metabolicamente ativas por desidrogenases mitocondriais. Nesta reacédo €
formado cristal de formazan, um produto de cor roxa solivel em DMSO e em alcool
acidos (REILLY et al., 1998).

Apo6s 48h de cultura celular, o sobrenadante era retirado para dosagem de
6xido nitrico (NO), como descrito acima. As células que permaneciam nos pocos da
placa eram adicionados 90 uL de meio RPMI completo e 10 L de uma suspensao
de MTT (SIGMA CHEMICAL, St. Louis, MO-USA) a 5 mg/mL. Essas suspensdes
celulares eram incubadas por 4 horas, a temperatura de 37° C e 5 % de CO2. Apos
esse periodo, o sobrenadante era removido e 100 uL de uma solucédo a 0,1 M de
isopropanol/acido cloridrico (Merck Biosciences, Germany) era adicionada em cada
poco para dissolver o formazan formado. A viabilidade celular era quantificada pela
medida da densidade Optica no comprimento de onda de 570 nm, determinada por
um leitor de microplacas (Spectramax 190 — Molecular Device). A média dos valores
das absorvancias obtida nas células n&o tratadas era considerada como 100 % de
viabilidade (MOSMANN, 1983; WILSON, 2000).

3.6 Animais

Para a realizacdo dos experimentos in vivo eram utilizados camundongos
isogénicos da linhagem BALB/c fémeas, de 6 a 8 semanas, pesando de 20 g a 25 g,
camundongos Swiss também fémeas de 6 a 8 semanas, com peso entre 25e 30 g e
ratas Wistar (Rattus norvegicus) pesando cerca de 200 g. Os animais eram
fornecidos pelo Biotério Prof. Thomas George do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica Prof. Delby Fernandes de Medeiros (LTF) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB).

Os animais eram submetidos a ciclo de claro e escuro de 12 horas, mantidos
a uma temperatura de 25 + 2 °C com livre acesso a agua, com uma alimentacao
balanceada a base de racao tipo pellets (Purina). Antes do inicio dos experimentos
0s animais eram mantidos no laboratério por um periodo de pelo menos 1 hora para

adaptacéo.
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Os experimentos eram conduzidos de forma a preservar ao maximo o bem-
estar dos animais no laboratério, sendo respeitados os Principios Eticos em
Pesquisa Animal. A manipulagdo dos animais foi realizada de acordo com o guia de
cuidado animal (SHERWIN et al., 2003) e posteriormente submetidos a um
procedimento terminal por meio de eutanasia por overdose de anestésicos
(Ketamina e Xilazina - Virbac, Sado Paulo, Brasil).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do
LTF da Universidade Federal da Paraiba quanto ao uso dos animais experimentais
(Parecer N° 0604/08).

3.7 Preparacao dos enantibmeros para testes in vivo

Por se tratar de substancias oleosas, as mesmas eram emulsificadas em
tween 80 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) de forma que a concentracédo final do
tensoativo na emulséo resultante fosse de 5 %.

A dose escolhida para todos os testes in vivo foi de 10 mg/kg, visto que
doses menores (0.1 e 1 mg/Kg) testadas na triagem, em modelo de pleurisia
induzido por ovalbumina, ndo foi capaz de promover diminuicdo significativa do
influxo de leucaocitos para a cavidade pleural. Adicionalmente, essa dose esta muito
abaixo da dose letal 50 (DL50) relatada por Sousa e colaboradores (2007) para os
enantiobmeros da carvona: 485.2 mg/Kg para a (S)-(+)-carvone e 426.6 mg/kg para a
(R)-(-)-carvona.

As emulsBes eram preparadas pesando-se 3 mg de cada enantibmero em
uma placa de petri contendo 0,15 mL de tween 80. Ap6s homogeneizacdo com o
auxilio de um bastédo de vidro, o volume de 2,85 mL de &gua filtrada era acrescido
aos poucos, formando uma emulsdo cuja concentracdo final era de 1mg/mL. O
volume de 0,1 mL dessa emulsédo para cada 10 g de animal, o que corresponde a
dose de 10 mg/kg, era administrada por gavagem nos camundongos.

Adicionalmente, nos testes in vivo, as substancias foram administradas por
gavagem para simular administracdo oral, uma vez que a carvona é facilmente
absorvida pelo Trato Gratrointestinal (MASCHER et al., 2001).
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3.8 Edema de pata induzido por carragenina, zimosan, composto 48/80 e

histamina

Primeiramente, a espessura das patas traseiras de camundongos Swiss era
avaliada com o uso de um micrometro digital (GREAT, MT — 04513) e a diferenca
entre a pata direita e esquerda era considerada como a medida basal. Em seguida,
para avaliar o efeito da (S)-(+)-carvona e da (R)-(-)-carvona na formag¢ao do edema
de pata, as mesmas eram administradas por gavagem, 60 min (minutos) antes da
administracdo dos agentes flogisticos. Nos experimentos realizados com a
carragenina ou zimosan, era acrescido um grupo de animais tratados com 0,5 mg/kg
de dexametasona (droga padr&o), por via intraperitoneal (i.p.), 30 min antes da
inducdo do edema.

Os agentes flogisticos eram suspensos ou dissolvidos em salina de forma
gue a concentracdo preparada de carragenina, zimosam, composto 48/80 e
histamina (todos adquiridos da SIGMA CHEMICAL Co, EUA) era de 2,5 %, 1 %,
0,0005 % e 0,0002 %, respectivamente, conforme Castardo e colaboradores (2008).

Para inducédo dos edemas, era realizada a injecéo por via intraplantar (i.pl.),
onde 20 uL do agente flogistico eram injetados na pata traseira direita e 20 yL de
salina, na pata traseira esquerda.

A diferenca entre a espessura da pata traseira direita e esquerda era
avaliada novamente com o micrometro 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h ap0s a aplicacdo da
carragenina e 1, 2, 3 e 4 h apds a injecdo com zimosan. Os edemas induzidos pelo
composto 48/80 e histamina eram mensurados nos tempos de 30 minutos e 1h da

aplicacao desses agentes inflamatorios.
3.9 Peritonite induzida por zimosan

A inflamacao peritoneal era induzida em camundongos Swiss pela injecdo i.p
de 500 pyL de uma suspensao de zimosan em salina, na concentracao de 2 mg/mL
(DOHERTY et al.. 1985; KOLACZKOWSKA et al., 2001). Os animais do grupo
controle negativo recebiam a injecao 500 pL de salina no peritonio.

Os tratamentos eram realizados com a (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona ou
veiculo (5 % de tween em &agua), por gavagem, 60 min antes da administragdo do

zimosan.
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Ap6s 2 e 6 h da injecdo de zimosan, 0s animais eram eutanaziados por
overdose de anestésicos. Os peritdnios dos animais eram expostos e 1 mL de PBS
gelado, injetado na cavidade peritoneal. Cuidadosamente, o peritbnio era
massageado por 60 segundos e em seguida, realizado a puncdo do exudato
contendo fluidos e leucdcitos.

O exudato coletado era transferido para tubos tipo “eppendorf’ e
centrifugados a 1200 rpm, por 5 minutos a 4° C. Apds, 0 sobrenante era coletado e
armazeado a —20° C para posterior dosagem das citocinas TNF-a e IL-1.

As células presentes pellet eram diluidas em azul de Turk (0,01 % de cristal
violeta em 3 % de &cido acético), na proporcdo de 1:40 e contadas em um
hemocitometro.

O efeito dos enantiobmeros era avaliado pela comparacéo entre o numero de
células inflamatérias presentes no lavado peritoneal de animais tratados com as
carvonas e a quantidade de células presentes no peritdbnio de camundongos que

receberam apenas com o veiculo.
3.10 Pleurisia alérgica induzida por OVA

Para induzir migracdo de células para cavidade pleural, camundongos
BALB/c eram sensibilizados com 0,2 mL de um uma suspensdo contendo 50 ug de
OVA grade V (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) e 5 mg de hidroxido de aluminio
(VETEC, Rio de Janeiro, RJ), dissolvidos em salina estéril e adminitrado por via
subcutanea (s.c.) no primeiro e sétimo dia do protocolo experimental (BEZERRA-
SANTOS et al, 2006) (Esquema 1). Essa suspensao era preparada pela dissolucao
de 1 mg de OVA grade V em 15 mL de solucéo salina. Posteriormente, 100 mg de
Al(OH)3; eram adicionados a solucdo de OVA e o volume final da suspenséao formada
era ajustado em 20 mL com o acréscimo de salina.

No 14° dia do protocolo experimental, 1 hora ap6s o tratamento com veiculo
ou 10 mg/kg de (S)-(+) ou (R)-(-)-carvona ou 0,1 mg/kg de dexametasona, 0s
animais eram desafiados com uma injecao intratoraxica (i.t.) de 0,1 ml de OVA grade
V (12 pg/cavidade) dissolvida em salina estéril.

Apés 24 horas do desafio com OVA, procedia-se a eutanasia dos animais

utilizando-se uma dose letal (0,4 mL) por via intramuscular de uma solugao
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anestésica composta de xilasina 0,2 % e quetamina 1,5 % para coleta do lavado
pleural.

O lavado pleural era realizado injetando-se uma solucdo de HBSS'/" livre de
calcio e magnésio (KCL 0.04%, KH,PO4 0.06%, NaCl 0.8%, Na,HPO, 0,048%, D-
Glucose 0.1% - SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO-USA) com pH 7.2, gelado, na
cavidade pleural. Depois de aspirado, o lavado pleural era utilizado para contagem

total de células.

Esquema 1. Protocolo de pleurisia alérgica induzida por OVA. OVA: ovalbumina;

i.p.: intraperitoneal; i.t.: intratoraxica.

3.11 Modelo murino de hipersensibilidade imediata induzido por OVA

Para inducdo do modelo de hipersensibilidade imediata na vias aéreas era
utilizado o protocolo descrito por Lloyd e colaboradores (2001). Nos dia 1 e 10 do
protocolo experimental, camundongos BALB/c eram sensibilizados com a injecéo de
200 pL (i.p.) de uma suspensao contendo 50 pg/mL de OVA grade V (SIGMA
Chemical, St. Louis, MO) e 10 mg/mL de AI(OH)s; (VETEC, Rio de Janeiro, RJ) em
solucéo salina (Figura 2).

Essa suspensao era preparada pela dissolucdo de 1mg de OVA grade V em
15 mL de solucédo salina. Posteriormente, 200 mg de Al(OH); eram adicionados a
solucdo de OVA e o volume final da suspensao formada, era ajustado para 20 mL
com o acréscimo de salina. A velocidade de sedimentacdo dessa suspenséao € alta,
portanto ela era cuidadosamente homogeneizada antes de cada injecao.

Entre os dias 19 e 24 apds a primeira sensibilizacdo, os animais eram
desafiados com aerossol de OVA grade Il (SIGMA Chemical, St. Louis, MO) a 5 %
em solucdo salina (Esquema 2). A suspensao utilizada no desafio era preparada
triturando-se, com o auxilio de grau e pistilo, 2,5 mg de OVA grade Il em um

pequeno volume de salina, adicionada aos poucos. O volume final de 50 mL era
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ajustado com solucédo salina. Os desafios eram realizados durante 20 minutos
diarios em uma camara fechada, sob um fluxo continuo de aerossol, com o auxilio

de um nebulizador ultra-sénico (Inalador/ Nebulizador Ultra-S6nico 0003-soniclear).

Esquema 2. Protocolo de inflamacao pulmonar alérgica induzida por OVA. OVA:

ovalbumina; i.p.: intraperitoneal.

Os animais sensibilizados e desafiados com OVA eram divididos em grupos
de acordo com os tratamentos:
-Grupo controle OVA: animais nao tratados (receberam apenas veiculo) — (v.0)
-Grupo (+)-carvona: animais tratados com (S)-(+)-carvona (10mg/mL) — (v.0)
-Grupo (-)-carvona: animais tratados com (R)-(-)-carvona (10mg/mL) — (v.0)
-Grupo dexametazona: animais tratados com dexametazona (0,1 mg/kg — 200
ML/ via subcutanea (s.c.))
Os animais do grupo controle salina eram sensibilizados e desafiados com
solucdo salina e receberam apenas veiculo como tratamento.
Exceto quando especificado, os tratamentos foram realizados 1 h antes de
cada desafio nos experimentos conduzidos para avaliar a resposta dos animais
frente a hipersensibilidade das vias aéreas induzida por OVA (modelo de asma

alérgica experimental). Portanto, nesse caso, eram realizados seis tratamentos.

Esquema 3. Protocolo do tratamento realizado em modelo de inflamacao pulmonar

alérgica induzida por OVA. OVA: ovalbumina; i.p.: intraperitoneal.



Brandi, 7. S. 60

3.12 Coletado Lavado Broncoalveolar (BAL)

Para avaliar o processo de hipersensibilidade imediata o BAL era coletado
no 25° dia do protocolo experimental. Assim, os camundongos eram submetidos a
eutanasia com uma dose letal (400 pL) por via intramuscular de uma solugao
anestésica composta de xilasina 0,2 % e quetamina 1,5 %. Era realizada a assepsia
dos animais com &lcool 70° e a traquéia, isolada com auxilio de pinga e tesoura.
Para uma melhor visualizacdo da traquéia, os lobos da glandula tire6ide eram
separados e uma canula de poliestereno era introduzida na traquéia. Essa céanula foi
conectada a uma seringa contendo inicialmente 1 ml de HBSS’/ gelado, porém
apenas 0,5 ml era injetado no pulmdo do animal e aspirado todo o volume
introduzido. Em seguida, sem retirar a canula da traquéia, era injetado todo o
conteudo presente na seringa, para a realizacdo de uma segunda lavagem e
novamente, era aspirado todo o liquido contido no pulméo e transferido para tubos
tipo eppendorf, acondicionados em gelo para que a viabilidade celular fosse
mantida. Posteriormente, os tubos eppendorf eram centrifugados (centrifuga CR422,
JONAM) a 1200 rpm, em uma temperatura de 4°C, por 5 minutos.

Os sobrenadantes eram separados das amostras e congelados em freezer a
uma temperatura de -20°C para posterior dosagem de citocinas. As células
presentes no pellet eram ressuspensas em 1mL de HBSS™ para contagem total e

especifica dos leucocitos.

3.13 Contagem Total e Diferencial de Células do BAL

A contagem do numero total de células no BAL era realizada em camara
hemocitométrica. Inicialmente o BAL, devidamente homogeneizado, era diluido (1: 4)
em solucao de Turk (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), para facilitar a visualizacdo das
células. A leitura era realizada no microscopio 6ptico em objetiva de 40 X
(Microscopio optico; BX40, OLYMPUS).

Para contagem diferencial, a suspensdo de células de cada lavado era
ajustada com HBSS™ para 8x10° células/mL. Laminas de microscopia (uma para
cada lavado) eram devidamente identificadas e acopladas na citocentrifuga
(citospin- FANEN, S&o Paulo, SP, Brasil Mod 2400). Da suspensdo (8x10°

células/mL) de cada lavado eram retirados 100uL e inseridos nos seus respectivos



Brandi, 7. S. 61

orificios, contidos no prisma do citospin e centifugados por 15 minutos a 1500 rpm.
As laminas obtidas eram entéo fixadas em alcool metilico absoluto por 15 minutos
utilizando cuba de Coplin. Em seguida, sem secar, as laminas eram colocadas no
corante de May-Grunwald (MERCK, Séo Paulo - SP) por 15 min e apds ser retirado
0 excesso do corante sobre um papel de filtro, elas eram deixadas imersas no
corante de Giemsa (MERCK, Sao Paulo - SP) por 30 minutos. Terminada a etapa de
coloracdo, as laminas eram lavadas em agua corrente e secas em temperatura
ambiente. A contagem diferencial de células era realizada por microscopia 6éptica
(Microscopio oOptico; BX40, OLYMPUS). Cada lamina era percorrida até a contagem
de 100 células, utilizando para isso a objetiva de imersdo com aumento final de
1000X.

3.14 Coleta de pulméo para analise histologica

No intuito de avaliar as caracteristicas histologicas do pulmdo dos
camundongos sensibilizados e desafiados de acordo com o protocolo de inflamacéo
pulmonar alérgica induzida por OVA, o pulméo esquerdo dos animais era coletado
24 h apos o ultimo desafio.

Os camundongos eram eutanasiados por “overdose” de quetamina e xilasina
(como descrito no item 3.12) e coletado o BAL. Em seguida, o térax do animal era
aberto com auxilio de pinca e tesoura e realizado a perfusdo cardiaca com
administracdo de 20 ml de salina no coracéo, no intuito de realizar uma lavagem do
pulmao.

Para evitar a digestdo do tecido por enzimas presentes no interior das
células (autdlise) ou por enzimas bacterianas, os cortes eram colocados em
fixadores: formol 10% por 24 h e logo apés em alcool etilico 70 % até o momento do
corte histoldgico. Desta forma, a integridade do tecido tende a ser mantida, uma vez
gue os fixadores preservam a estrutura dos tecidos ao interagirem com 0S grupos

aminos das proteinas, através de pontes de hidrogénio.

3.15 Preparo do corte histolégico

Para a observagédo ao microscopio de luz a espessura da seccdo do tecido

presente em uma lamina deve ser delgada o suficiente para que possa ser
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atravessado por um raio de luz. Para tal os tecidos foram criteriosamente
preparados para receber um meio endurecedor, ou seja, meio de inclusdo. Desta
forma era possivel a obtencdo de cortes delgados, obtidos no processo de
microtomia.

Os pulmdes fixados como descrito no item 3.14 eram inicialmente
desidratados por imersdes de 1h em diferentes concentracdes de alcool etilico (60,
70, 80, 90 e 100 %). O processo de desidratacdo € realizado porque a agua
presente nos tecidos ndo é miscivel em substancias apolares como a parafina e as
resinas de inclusdo, além disso, a graduacdo nas concentracdes de alcool é
imprescindivel para que ocorra a desidratacdo homogénea dos tecidos, evitando
danos na estrutura tecidual.

A inclusdo em parafina era precedida pela imersdo do material em tolueno
por uma hora (VETEC, Rio de Janeiro, RJ), este miscivel tanto em alcool quanto em
parafina.

Apoés a remocédo do alcool, o tecido passava por uma infiltracdo em parafina
liquida (parafina histologica- ERVIEGAS, Sao Paulo, SP), mantida nesse estado
com o auxilio de estufa a 56°C — ponto de fusdo (CR422, JONAM) e posteriormente,
o tecido era transferido para o molde (forma histologica) contendo parafina liquida.
Poucos minutos apo0s ser colocada na forma, a parafina endurecia e obtia-se o
"bloco” de parafina contendo o fragmento do tecido em seu interior. Os blocos de
parafina assim formados, eram retirados das formas e realizados cortes histolégicos
com espessura de 5 ym, com o auxilio de um micrétomo (SP Labor 300). Os cortes
eram colocados em banho-maria (38 — 39°C), sendo retirados apds, com laminas
preparadas com albumina. A secagem das laminas era realizada em uma placa
aquecedora (60°C) (Slide Warmer).

Com os cortes aderidos as laminas, eram realizadas as coloracoes
Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido Periédico — Schiff (PAS).

3.16 Coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE)

Os cortes de tecidos apresentam-se incolores apdés a microtomia. A
coloracédo visa contrastar as estruturas teciduais. A acao da maioria dos corantes se
baseia na interacdo entre os radicais acidos ou basicos dos elementos quimicos dos

mesmos com 0s dos tecidos.
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Para coloracao, as laminas eram inicialmente desparafinadas em xilol e em
seguida, hidratadas sucessivamente em alcool absoluto, alcool 90 %, &lcool 70 % e
agua destilada para entdo serem imersas em hematoxilina (SIGMA-ALDRICH, St.
Louis, MO-USA) por dois minutos. Com a finalidade de retirar o excesso de corante,
as laminas eram mergulhadas rapidamente em agua destilada e depois em agua
acética e mantidas em 10 min em 4gua de torneira. Posteriormente, eram colocadas
no corante eosina (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO-USA), por 1 min, desidratadas
com alcool absoluto e banhadas em xilol.

Ap6s a coloragdo, as laminas eram montadas, ou seja, os fragmentos eram
protegidos pela cobertura com laminulas de vidro. Esta era colada sobre lamina pela
substancia selante resina Entellan (MERCK, Darmstadt-Germany). Apos a secagem,
as laminas eram analisadas ao microscopio de luz.

Essa técnica proporcionava uma observacdo geral das estruturas dos
tecidos porque € composta de dois corantes: hematoxilina, corante basico que cora
componentes acidos como 0s nucleos das células, e a eosina corante acido que
cora 0os componentes basicos como o citoplasma. Portanto, foram observados em

azul escuro os nucleos, em rosa os citoplasmas e em vermelho as hemacias.

3.17 P.A.S. (acido periodico — Schiff)

As laminas eram inicialmente desparafinadas em xilol, hidratadas em alcool
absoluto e agua destilada e depois, colocadas no acido periodico a 0,5 % por 5
minutos. Posteriormente, elas eram lavadas em agua destilada, coradas com o
reativo de Shiff (MERCK, Darmstadt-Germany) por dez minutos e recebiam 3
banhos sulfurosos. Apds serem mergulhadas por dez minutos em agua de torneira,
as laminas eram desidratas com alcool absoluto e xilol.

A funcdo do adico periédico de Schiff € corar glicogénio e mucina
intracelular. Portanto, ao observar as laminas ao microscopio Optico, a coloracao
vermelha indicava a presenca de glicogénio (ou polissacarideos neutros) e da
glicoproteina mucina (principal constituinte do muco). Os nucleos e os citoplasmas

eram observados com coloracao rosa claro.
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3.18 Coleta de sangue do plexo venoso oftdlmico e preparacdo do soro

Para avaliar a producédo de IgE nos camundongos sensibilizados e
desafiados com OVA, tratados ou ndo com as substancias teste, o sangue periférico
dos animais no 25° dia do protocolo experimental era coletado. Antes da realizacao
da coleta, os camundongos recebiam uma dose anestésica (50 uL) de uma solugao
contendo xilasina 0,2 % e quetamina 1,5 % por via intramuscular. A amostra do
sangue do plexo oftalmico de cada animal era coletada com o auxilio de uma pipeta
tipo pauster de vidro e um pequeno pipetador de borracha. Posteriormente, as
amostras eram transferidas para tubos tipo eppendorfs, estes eram mantidos
inclinados a 45° e estocados a 4°C por 24 h para facilitar a retracdo do coagulo. O
soro era obtido apos a centrifugacdo das amostras de sangue a 3000 rpm e 17°C
por 10 min. Em seguida, as amostras dos soros eram transferidas para novos tubos

devidamente etiquetados e armazenadas a -20 °C.

3.19 Teste de anafilaxia cutanea passiva — PCA

O titulo de IgE-OVA-especifica era determinado pelo teste de anafilaxia
cutanea passiva. As amostras de soros dos camundongos obtidas como no item
3.18 eram descongeladas e diluidas em salina. Para cada amostra eram realizadas
oito diluicbes seriadas (1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 e 1:1024) e um
volume de 50 pL dessas amostras diluidas eram injetadas por via intradérmica (i.d.)
em oito diferentes sitios do dorso de ratas Wistar previamente anestesiadas com
tiopental (45 mg/kg) por via i.p. e depiladas.

Como a regido intradérmica é rica em mastocitos, caso a IgE esteja presente
nas amostras diluidas do soro dos camundongos, essa imunoglobulina se ligara a
receptores presentes na superficie dos mastdcitos das ratas, sensibilizando-os.

Apés 48 horas, as caudas das ratas eram lavadas com agua e sabao para
realizacdo do desafio antigénico. O desafio era realizado pela administracdo de
500uL de uma solucéo contendo o corante Azul de Evans (VETEC, Rio de Janeiro,
RJ) 1 % e 2,0 mg de OVA grade V na veia caudal. Apos 30 min., 0os animais eram
sacrificados por deslocamento cervical e os diametros das manchas formadas no

dorso eram medidas com o auxilio de uma régua. O titulo era determinado pela
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maior diluicdo do soro capaz de promover mancha mensuravel >5 mm (HOLT et al.,
1981), medida com o auxilio de uma régua de 20 cm.

A mancha no dorso dos animais € formada quando ha mastdcitos
sensibilizados com IgE especifica para OVA, pois nesse teste, apds o desafio, a
OVA é distribuida pela circulagdo do animal se ligando a regides que contém a IgE
especifica, correspondendo aquelas onde as amostras de soro foram injetadas.
Essa ligacdo promove a desgranulacdo de mastécitos, com a liberacdo de
substancias que promovem aumento na permeabilidade dos vasos sanguineos
(como a histamina) e, portanto, o azul de Evans extravasa para o tecido, formando

as manchas no dorso do animal.

3.20 Quantificacdo das citocinas IFN-y, IL-13 e IL-10 no BAL e de TNF-a e IL-13
no lavado peritoneal

As citocinas IFN-y, IL-13 e L-10 presentes no BAL de camundongos
sensibilizados e desafiados e as citocinas TNF-a e IL-1B do lavado peritoneal foram
guantificadas por 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, anti-IFN-y, anti-IL-13, anti-IL-10, anti-TNF-a e anti-IL1-B diluidos em
tampéo fosfato pH 6.5 (1:1000, 1:250, 1:250, 1:1000, e 1:1000, respectivamente) e
incubadas por 18 h a 4°C.

Apés 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 foram adicionadas tanto
as amostras a serem analisadas, quanto diferentes concentracdes das citocinas
recombinantes IFN-y (2000 pg/mL a 15,1 pg/mL), IL-13 (500 pg/mL a 3,78 pg/mL),
IL-10 (4000 pg/mL a 31,25 pg/mL), IL-1-B e TNF-a (1000 pg/mL a 7,55 pg/ mL) para
a realizacao da curva. As placas foram novamente incubadas por 18 horas a 4°C.

Terminada a incubacédo, as placas foram lavadas e o complexo detector
formado pelo anticorpo de deteccao biotinilado foi adicionado as placas e incubadas
por uma hora. Posteriormente, foram novamente lavadas e o complexo enzimatico

avidina-peroxidase (avidin-HRP) foi adicionada. As placas foram incubadas por mais
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meia hora a temperatura ambiente. Apds lavagens adicionais, a reagdo foi revelada
pela adi¢cdo da solugdo substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de
hidrogénio (H.0,) e apds 15 minutos, a reacdo foi interrompida com &cido sulftrico
1IN 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-padrao.
3.21 Analise estatistica

Os resultados do presente trabalho foram expressos como média + SEM e
representam pelo menos dois experimentos independentes. Os resultados foram
analisados pelo método de Analise de Variancia (ANOVA) ndo parameétrico com pos-
teste de Tukey. Para todas as analises foi utilizado o programa GrafPad Prism
versdo 4.0 e valores com P < 0,05, considerados significantes (GraphPad Software
Inc., San Diego, U.S.A.).



Resaltados
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4. Resultados

4.1 Efeito dos enantidmeros da carvona na producao de NO em cultura de
células J774 A.1

O NO é um importante mediador do processo inflamatério e, uma maneira
de avaliar se a (S)-(+)- e a (R)-(-)-carvona apresentam potencial antiinflamatério é
determinar a concentracdo de nitrito em culturas de macrofagos J774 A.l na
presenca de diferentes concentracdes desses monoterpenos.

O tratamento com (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona, em todas as concentracdes
testadas, reduziu de forma significante a concentragdo de nitrito presente no
sobrenante de cultura de células estimuladas, quando comparada a concentracao
presente na cultura de macréfagos apenas estimulados (Grafico 1).

O percentual de inibicdo obtida pelas concentracbes de 1, 3, 10, 50 e 100
Mg/mL dos enantidmeros foi respectivamente, de 22,5 %, 20,29 %, 33,36 %, 42,58 %
e 41,97 % para a (S)-(+)-carvona e de 26,04 %, 19,30 %, 38,01 %, 35,90 % e 52,10
% para a (R)-(-)-carvona. Embora a (R)-(-)-carvona pareca ter promovido uma maior

inibicdo, ela ndo foi significativamente diferente de seu isdmero.
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Grafico 1. Efeito da (S)(+)- e da (R)-(-)-carvona sobre a producdo de nitrito por células da
linhagem J774 A.1. Células J774 A.1 foram cultivadas por 48 horas em meio RPMI completo na
presenca de estimulos (9 ng/mL de IFN-y e 10 ug/mL de LPS) e de diferentes concentracdes dos
enantibmeros da carvona. A producédo de NO foi determinada pelo método de Griess. Os dados sé@o
expressos como meédia + erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada com o teste ANOVA one-way
e pos teste de turkey’s e **p<0,01 e ***p<0,001 foram considerados significativos quando comparados

ao grupo de células estimulas e nao tratadas (0 pg/mL).
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4.2 Efeito dos enantibmeros da carvona na viabilidade de células J774 A.1

O ensaio do MTT foi realizado para verificar se a diminuigdo na producao de
nitrito e, portanto de NO, verificada em fun¢do dos enantibmeros da carvona, foi
resultante da morte das células em cultura.

N&o houve reducdo na viabilidade das células cultivadas na presenca das
diferentes concentracdes dos enantibmeros, quando comparadas aquelas cultivadas
apenas em meio de cultura RPMI ou de RPMI acrescido do DMSO (Figura 2).

Considerando como 100 % a viabilidade as células nado tratadas (meio +
DMSO), a viabilidade quando cultivadas com 1, 3, 10, 50 ou 100 uyg/mL de (S)-(+)-
carvona foi de 137,5 %, 96,68 %, 105,26 %, 92,5 % e 92,5 %, respectivamente e de
(R)-(-)-carvona foi de 136,6 %, 119,94 %, 118,84 %, 143,49 % e 133,79 %,
respectivamente. Os resultados indicam ainda, uma possivel proliferacéo das células
tratadas com os enantidbmeros, quando comparadas as células nédo tratadas

Portanto, a acao dos enantidmeros em diminuir a producdo de NO na cultura

de células J774 nao é resultante de citotoxidade.
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Grafico 2. Efeito dos enantibmeros da carvona sobre a viabilidade de macréfagos J774 A.1. As
células foram mantidas em cultura por 48h na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes dos
enantibmeros da carvona. A viabilidade foi analisada pelo ensaio do MTT. Os resultados s&o
expressos como média + erro padrédo e foram analisados usando o teste ANOVA one-way e pos teste
de turkey’s. *p<0,05 e **p<0,01 foram considerados significantes, quando comparados ao grupo de

células ndo tratadas (meio + DMSO).



Brandi, 7. S. 70

4.3 Efeito dos enantibmeros da carvona na formacdo do edema de pata

induzido por carragenina em camundongos

Uma vez que os enantidbmeros da carvona reduziram a produgcao de NO in
vitro, foram realizados estudos in vivo para investigar uma possivel atividade anti-
inflamatoéria. Para tanto foi utilizado o modelo de edema de pata induzido por
carragenina (agente flogistico derivado de algas), que € amplamente utilizado para
testar novos medicamentos anti-inflamatérios, bem como, para estudar os
mecanismos envolvidos no processo inflamatério (POSADAS et al., 2004).

O gréfico 3 demonstra que ambos monoterpenos, foram capazes de inibir
até a terceira hora, a formacdo do edema de pata induzido por carragenina, quando
comparados aos animais que receberam o veiculo (grupo carragenina). Essa
reducdo na primeira, segunda e terceira hora foi respectivamente de 51,64 %, 42,87
% e 23,35 % para a (S)-(+)-carvona e de 24,53 %, 31,70 % e 20 % para a (R)-(-)-
carvona.

Entretanto, apenas o tratamento com (S)-(+)-carvona demonstrou reducao
significativa na quarta hora apos a inducdo do edema, quando comparado ao grupo
carragenina (22,58 %). Em adic&o, na primeira hora de observacao, a administracao
da (S)-(+)-carvona resultou em maior inibicdo do edema que a administracéo da (R)-
(-)-carvona (p<0.05).

Na quinta e sexta horas de observacdo, nenhum dos monoterpenos foi
capaz de reduzir o edema de pata, quando comparados ao grupo carragenina.
Adicionamente, a dexametasona, um conhecido antiinflamatorio esteroidal, reduziu o

edema induzido pela carragenina em todos os tempos de observacéao.
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Gréfico 3. Efeito do tratamento com (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre o edema de pata induzido
por carragenina Camundongos Swiss foram tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-
carvona (por gavagem) ou 0,5 mg/kg de dexametasona (s.c). Os animais dos grupos salina e
carrgenina (controles do modelo experimental) foram tratados com veiculo (tween 5%). Ap6s 1 h, ou
30 min, receberam injecdo intraplantar de carragenina (2,5%) na pata direita e salina na pata
esquerda. O grupo controle salina recebeu injecdo de salina em ambas as patas. O efeito anti-
edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a espessura das patas direita e esquerda, medida
com um micrdmetro digital, antes e 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas apds a injecao intraplantar. Os pontos
representam a meédia de 5 animais e as barras verticais o E.P.M. Diferencas entre grupos
experimentais foram analisadas por ANOVA e comparac¢des individuais foram realizadas com pés
teste de Tukey’s. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle carragenina e *P < 0.05, **P
< 0.01 e ***P<0.001, considerado significativo. Ainda, os grupos (S)-(+)- e (R)-(-)-carvona foram

compados e "P<0.5, considerado significativo.
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4.4 Efeito dos enantibmeros da carvona na formacdo do edema de pata

induzido por zimosan em camundongos

O zimosan, uma frag&o insoltvel obtida de leveduras, € um classico ativador
da via alternativa do sistema complemento, além de estar relacionado a liberacéo
e/lou ativacdo de diferentes mediadores inflamatérios. Da mesma forma que a
carragenina, a formacdo do edema e a migracdo induzidas por esse produto sao
muito utilizadas para triagem de substancias anti-inflamatérias (DUDHGAONKAR et
al., 2006)..

O tratamento com ambos enantiomeros inibiram a formagdo do edema de
pata até a terceira hora de observacdo, quando comparado aos animais do grupo
zimosan (Gréfico 4). Essa inibicdo na primeira, segunda e terceira horas foi
respectivamente de 48,35%, 35,30% e 27,89% para a (S)-(+)-carvona e de 31,44%,
24,01% e 16,67% para a (R)-(-)-carvona. Entretanto, a (S)-(+)-carvona foi capaz de
inibir até a quarta hora apd6s a inducédo do edema (18,67%). Esse resultado foi
semelhante ao observado no edema de pata induzido por carragenina.

O tratamento com a dexametazona mostrou-se eficaz em inibir a formacao
do edema de pata induzido por zimosam, se comparado ao grupo nao tratado, em
todos os tempos observados.

Varios mediadores inflamatorios sao liberados e formados a partir da
administracdo da carragenina e do zimosan. Nas primeiras horas sdo liberadas
principalmente substancia P, histamina e serotonina, seguida pela producédo de NO
e posteriormente, de prostaglandinas e outros mediadores (POSADAS et al., 2004).

Ambos enantidbmeros inibiram o edema produzido por carragenina ou
zimosan principalmente nas primeiras horas apés a inducéo do processo, indicando
uma possivel participacdo desses monoterpenos nos mecanismos envolvidos com a

liberacdo e/ou acado da histamina e serotonina.
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Gréfico 4. Efeito do tratamento com a (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre o edema de pata
induzido por zimosan. Camundongos Swiss foram tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)-carvona ou
(R)-(-)-carvona (por gavagem) ou 0,5 mg/kg de dexametasona (s.c). Os animais dos grupos salina e
zimosan (controles do modelo experimental) foram tratados com veiculo (tween 5%). Apds 1 h, ou 30
min, receberam injecao intraplantar de zimosan (1%) na pata direita e salina na pata esquerda. O
grupo controle salina recebeu injecdo de salina em ambas as patas. O efeito anti-edematogénico foi
avaliado pela diferenca entre a espessura das patas direita e esquerda, medida com um micrémetro
digital, antes e 1, 2, 3 e 4 horas apés a injecdo intraplantar. Os pontos representam a média de 5
animais e as barras verticais o E.P.M. Diferencas entre grupos experimentais foram analisadas por
ANOVA e comparagbes individuais foram realizadas com pos teste de Tukey’s. Todos os grupos

foram comparados ao grupo controle zimosan e *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001, considerado

significativo.
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4.5 Efeito dos enantibmeros da carvona na formacdo do edema de pata

induzido pelo composto 48/80 em camundongos

Para avaliar se a inibicdo produzida pelos monoterpenos no edema de pata
induzido por carragenina ou zimosan, pode ser atribuida, em parte, a inibicdo da
acao ou liberacdo de estoques de aminas vasoativas foi realizada a indugédo do
edema de pata com um conhecido degranulador farmacologico de mastdcitos: o
composto 48/80.

Tanto a (S)-(+)-carvona quanto a (R)-(-)-carvona foram capazes de inibir o
edema de pata induzido pelo composto 48/80, quando comparado ao grupo
zimosan. Essa inibicdo, verificada apenas 30 minutos ap6s a inducdo do edema, foi
de 28% para a (S)-(+)-carvona e de 11,4% para a (R)-(-)-carvona. A inibicdo
resultante do tratamento com (S)-(+)-carvona foi significante maior que aquela
observada com a (R)-(-)-carvona (p<0.01) (Grafico 5).

Mastdcitos sao células teciduais que apresentam um grande reservatorio de
aminas vasoativas em seus granulos. Essas células, quando ativadas, sdo capazes
de degranular e liberar esses mediadores, representados em um primeiro momento
principalmente por histamina e serotonina (TATEMOTO et al., 2006). Portanto, o
fato do tratamento com os enantibmeros da carvona terem inibido o edema formado
por um degranulador de mastocitos, indica que essas substancias podem estar
impedindo tal degranulacdo e/ou inibindo a acdo da histamina e/ou serotonina

liberadas.
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Gréfico 5. Efeito do tratamento com (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre o edema de pata induzido
pelo composto 48/80. Camundongos Swiss foram tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)-carvona ou (R)-
(-)-carvona (por gavagem). Os animais dos grupos salina e composto 48/80 (controles do modelo
experimental) foram tratados com veiculo (tween 5 %). Apos 1 h, receberam injec&o intraplantar do
composto 48/80 (0.0005 %) na pata direita e salina na pata esquerda. O grupo controle salina
recebeu injecdo de salina em ambas as patas. O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela
diferenca entre a espessura das patas direita e esquerda, medida com um micrémetro digital, antes e
30 e 60 min apos a injecdo intraplantar. Os pontos representam a média de 5 animais e as barras
verticais o E.P.M. Diferencas entre grupos experimentais foram analisadas por ANOVA e
comparagdes individuais foram realizadas com pods teste de Tukey's. Todos os grupos foram
comparados ao grupo controle composto 48/80 e *P < 0.05, *P < 0.01 e ***P<0.001, considerado
significativo. Ainda, os grupos (S)-(+)- e (R)-(-)-carvona foram compados e “"P<0.01, considerado

significativo.



Brandi, 7. S. 76

4.6 Efeito dos enantibmeros da carvona na formacdo do edema de pata

induzido por histamina em camundongos

A histamina foi introduzida diretamente na pata de camundongos Swiss e 0
edema, desencadeado pela acdo direta desse mediador, foi avaliado frente ao
tratamento prévio com os enantibmeros da carvona.

Ambos o0s monoterpenos foram capazes de inibir o edema de pata
desencadeado por histamina quando comparado ao edema formado pela histamina
na auséncia de tratamento (grupo histamina) (Gréfico 6). Essa inibicéo, verificada 30
e 60 minutos apods inducdo do edema, foi respectivamente de 26,06% e 36,24% para
a (S)-(+)-carvona e de 19,6% e 29.18% para a (R)-(-)-carvona.

Assim, o efeito anti-edematogénico verificado, pode ser em parte atribuido a

inibicdo da ag&o da histamina pelos enantibmeros da carvona.
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Gréfico 6. Efeito do tratamento com a (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre o edema de pata
induzido por histamina. Camundongos Swiss foram tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)-carvona ou
(R)-(-)-carvona (por gavagem). Os animais dos grupos salina e histamina (controles do modelo
experimental) foram tratados com veiculo (tween 5 %). Apos 1 h, receberam injec&o intraplantar do
histamina (0.0002 %) na pata direita e salina na pata esquerda. O grupo controle salina recebeu
injecdo de salina em ambas as patas. O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a
espessura das patas direita e esquerda, medida com um micrébmetro digital, antes e 30 e 60 min apés
a injecdo intraplantar. Os pontos representam a média de 5 animais e as barras verticais o E.P.M.
Diferencas entre grupos experimentais foram analisadas por ANOVA e comparacdes individuais
foram realizadas com poés teste de Tukey’s. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle
composto 48/80 e *P < 0.05, **P < 0.01 e ***P<0.001, considerado significativo.
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4.7 Efeito dos enantibmeros da carvona sobre o influxo de células em modelo

de peritonite induzida por zimosan

Além da atividade anti-edematogénica dos enantibmeros da carvona, foi
também avaliada a capacidade desses monoterpenos de interferir no influxo de
leucdcitos para o sitio da inflamacado em modelo de peritonite induzida por zimosan.

O tratamento com ambos monoterpenos promoveu a inibicdo do influxo de
células para a cavidade peritoneal nos tempos de 2 e 6 horas apds a injecao de
zimosan, quando comparada ao grupo controle zimosan (Gréfico 7). A proporcdo de
inibicdo da (S)-(+)-carvona foi de 74 % na segunda hora e 44 % na sexta hora e da
(R)-(-)- foi de 57 % e de 45 %, nos respectivos tempos.

Portanto, parte da atividade anti-inflamatoria da carvona pode ser atribuida a

reducéo do influxo de células inflamatorias.
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Gréfico 7. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre a celularidade do lavado
peritoneal em modelo de peritonite induzido por zimosan. Camundongos Swiss foram tratados
com 10 mg/kg de (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona (por gavagem). Os animais dos grupos salina e
zimosan (controles do modelo experimental) foram tratados com veiculo (tween 5 %). Apos 1 h,
receberam injecado i.p de zimosan (2 mg/mL) e 2 e 6 h apds a inje¢do com zimosan, o exsudato do
peritbneo foi coletado e as células contadas. Os pontos representam a média da concentracdo de
células de 6 animais e as barras verticais o E.P.M. A diferenca entre os grupos foi analisada por
ANOVA, seguida de pés teste de Tukey’s. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle

zimosan e **P < 0.01, ***P<0.001, considerado significativo.
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4.8 Efeito dos enantibmeros da carvona sobre os niveis das citocinas TNF-a e

IL1-B em modelo de peritonite induzido por zimosan

Varios mediadores estdo direta ou indiretamente evolvidos no influxo de
células durante o processo inflamatério. As citocinas TNF-a e IL-1-B, estao
relacionadas ao recrutamento e sobrevivéncia de neutrofilos no foco inflamatério.
(KOLACZKOWSKA et. al.,, 2010). Portanto, os niveis dessas citocinas foram
avaliados para verificar se a reducdo do influxo de celulas em funcdo do tratamento
com os enantidmeros resulta da modulacéo dessas citocinas.

Apenas o tratamento com a (R)-(-)-carvona reduziu significativamente o0s
niveis de TNF-y no lavado peritoneal, quando comparado ao grupo controle
zimosan. Adicionalmente, ndo foi verificada diferenca significante nos niveis de IL1-
B exibidos por ambos monoterpenos, quando comparados ao grupo controle

zimosan (Gréfico 8).
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Gréafico 8. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre os niveis das citocinas
TNF-a e IL1-8 no lavado peritoneal em modelo de peritonite induzido por zimosan.
Camundongos Swiss foram tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona (por
gavagem). Os animais dos grupos salina e zimosan (controles do modelo experimental) foram
tratados com veiculo (tween 5 %). Apés 1 h, receberam injecdo i.p de zimosan (2 mg/mL) e 2 h apés
a injecdo com zimosan, o exsudato do peritdneo foi coletado e centrifugado. Os niveis das citocinas
TNF-a (A) e IL-1B (B) foram mensurados no sobrenadante do exudato por ELISA. As barras
representam a média dos niveis de citocinas de 6 animais + E.P.M. A diferenca entre os grupos foi
analisada por ANOVA, seguida de poés teste de Tukey’s. Todos os grupos foram comparados ao

grupo controle zimosan e **P < 0.01, considerado significativo.
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4.9 Efeito dos enantiOmeros da carvona no modelo de pleurisia induzida por

ovalbumina

Para avaliar se os enantibmeros da carvona também apresentam atividade
na inflamacéo alérgica, foi utilizado o modelo de pleurisia induzida por ovalbumina
(OVA) em camundongos BALB/c.

Camundongos sensibilizados e desafiados com OVA e tratados tanto com a
(S)-(+)-carvona quanto com a (R)-(-)-carvona apresentaram reducao significativa na
guantidade de células presentes na cavidade pleural, quando comparados aos
animais também sensibilizados e desafiados com OVA, porém tratados apenas com
o veiculo (Grafico 9).

Essa reducéo foi de 57,92 % no grupo tratado com (S)-(+)-carvona e de
35,36 % nos animais que receberam (R)-(-)-carvona.

Além disso, o tratamento com (S)-(+)-carvona resultou em maior reducéo na

guantidade de células quando comparada ao seu enantibmero (p<0.001).
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Gréfico 9. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre a celularidade do lavado
pleural em modelo de pleurisia induzido por OVA. Camundongos BALB/c (n=5) foram
sensibilizados (dias 1 e 7 ) e desafiados (dia 14) com ovalbumina. Os animais foram tratados com 10
mg/kg de (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona ou com veiculo (grupo controle salina e OVA), 1 hora
antes do desafio. O nimero de células presentes no lavado pleural foi contado 24 horas apés o
desafio e os dados sdo expressos como meédia = erro padréo. A diferenca entre os grupos foi
analisada por ANOVA, seguida de péds teste de Tukey’s. Todos os grupos foram comparados ao
grupo controle ovalbumina (ovalbumina:+, tratamento: veiculo) e **p < 0.001, considerado
significativo. Ainda, os grupos (S)-(+)- e (R)-(-)-carvona foram compados e “"P<0.001, considerado

significativo.
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4.10 Efeito dos enantibmeros da carvona sobre a celularidade do BAL em

modelo de asma experimental

Uma vez que foi verificada reducdo da quantidade de leucdcitos presentes
na cavidade pleural no modelo de pleurisia alérgica, outro modelo de inflamacéo
alérgica foi utilizado (modelo de asma experimental).

A migracdo de células inflamatérias para o espaco broncoalveolar (BAL) é
uma importante caracteristica da asma alérgica e o tratamento com ambos
enantibmeros 1 hora antes de cada desafio promoveu reducéo do niamero de células
presentes do BAL, quando comparado ao controle OVA (Gréafico 10 A). A proporcao
de reducéo foi de 40,6% para a (S)-(+)-carvona e 33,17% para a (R)-(-)-carvona.

Adicionalmente, o tratamento com dexametasona também inibiu a
guantidade de células no BAL ,quando comparado ao grupo controle OVA (56,27%
de reducéo).

A asma alérgica é caracterizada por um intenso influxo de eosinoéfilos no
BAL (CORRY et al.,, 2003), portanto foi realizada a contagem diferencial dos
leucocitos para verificar se 0s tratamentos com o0s enantibmeros da carvona
influenciam nesse parametro da hipersensibilidade.

O tratamento com ambos enantidmeros resultou na diminuicdo da proporcgéo
de eosinodfilos presentes no BAL, quando comparado ao grupo controle OVA. O
tratamento com dexametasona também foi capaz de reduzir esse parametro, se

comparada ao controle (grafico 10 B).
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Grafico 10. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre a concentragdo de

leucocitos e proporcdo de eosinéfilos no BAL em modelo de asma alérgica experimental.

Camundongos BALB/c (n=5) foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina e tratados com 10

mg/kg de (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona, com 0,1 mg/kg de dexametasona, ou ainda veiculo, 1

hora antes dos desafios. O nimero de leucdcitos totais (A) e eosindfilos (B) presentes no BAL foi

analisado 24 horas ap6s o ultimo desafio com OVA. Os resultados foram expressos como média +

erro padrdo. A diferenga entre os grupos foi analisada por ANOVA, seguida de pds teste de Tukey'’s.

Todos os grupos foram comparados ao grupo controle (ovalbumina:+, tratamento: veiculo) e *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0,001 considerado significativo.
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411 Efeito dos enantibmeros da carvona sobre o influxo de células

mononucleares e neutrdfilos no BAL em modelo de asma experimental

Os tratamentos com (R)-(-)-carvona ou dexametasona resultaram no
aumento da propor¢do de células mononucleares no BAL dos camundongos
sensibilizados e desafiados com OVA, comparado ao grupo nao tratado, sendo que
0 mesmo nao foi observado com o outro enantiomero (Figura 11 a).

Entretanto, ndo foi observada diferenca na propor¢cdo de neutrdfilos
presentes no BAL entre os grupos tratados (com enantibmeros da carvona ou

dexametasona) e nao tratado (Figura 11 b).
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Grafico 11. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre a proporcéo de células
mononucleares e neutréfilos no BAL em modelo de asma alérgica experimental. Camundongos
BALB/c (n=5) foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina e tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)-
carvona ou (R)-(-)-carvona, 0,1 mg/kg de dexametasona ou veiculo, 1 hora antes do desafio. A
proporcdo de células mononucleares (A) e neutréfilos (B) presentes no BAL foram analisadas 24
horas apdés o ultimo desafio com OVA. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A
diferenca entre os grupos foi analisada por ANOVA, seguida de pos teste de Tukey’s. Todos o0s
grupos foram comparados ao grupo controle (ovalbumina:+, tratamento: veiculo) e *p<0.05, **p<0.01,
***n<0,001, considerado significativo. Ainda, os grupos (S)-(+)- e (R)-(-)-carvona foram compados e
*P<0.05, considerado significativo.
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4.12 Efeito dos enantibmeros da carvona sobre o infiltrado de células no

pulm&o em modelo de asma experimental

Como foi observada diminuicdo significativa do numero de leucdcitos
presentes no BAL em resposta aos tratamentos com ambos monoterpenos, o
pulméo foi analisado para verificar se essa reducao se refletiu no infiltrado de células
no tecido pulmonar.

A coloracdo por hematoxilina-eosina permite avaliar a presenca de células
inflamatdrias no pulmdo. Para uma analise panoramica do corte histolégico e
caracterizacao do tipo de processo inflamatorio instalado, os cortes foram analisados
com aumento de 20x.

O pulméo dos animais ndo sensibilizados e desafiados (grupo controle
salina) apresentou parénquima bem conservado e n&o foi observada a presenga de
infiltrado de leucdcitos nas regides perivasculares e perialveolares (Figura 2 A). Ja
no grupo de animais sensibilizados e desafiados com OVA (grupo controle OVA)
observou-se um intenso infiltrado de células situado nas regides peribronquiolar e
perivascular e auséncia de infiltrado nos alvéolos pulmonares, demonstrando a
instalacdo de processo inflamatério pulmonar caracteristico da asma (Figura 2 B).

O tratamento com (R)-(-)-carvona inibiu representativamente o infiltrado de
células presentes no pulmao, quando comparado ao grupo controle OVA (Figura 2
D), o mesmo foi observado no pulmdo dos animais tratados com dexametasona
(Figura 2 E). Entretanto, embora o tratamento com (S)-(+)-carvona tenha resultado
em diminuicdo de células no BAL, este ndo foi capaz de impedir o infiltrado de
leucocitos no pulméo de camundongos quando comparado ao controle OVA (Figura
2 C).
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Figura 2. Efeito dos enantibmeros da carvona sobre o infiltrado de células em cortes

histolégicos de pulmdes. Fotomicrografia das vias aéreas e parénquima pulmonar por H&E de

camundongos BALB/c: (A) sensibilizados e desafiados com salina e tratados com veiculo (controle

negativo), (B) sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com veiculo (controle positivo), (C)

sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com (+)-(S)-carvona, (D) sensibilizados e desafiados

com OVA e tratados com (-)-(R)-carvona e (E) sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com

dexametasona. Aumento de 20x.
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4.13 Efeito dos enantibmeros da carvona sobre a producdo de muco no

pulm&o em modelo de asma experimental

O aumento na producdo de muco € outra importante caracteristica da asma
alérgica, portanto além dos aspectos gerais dos pulmdes, observados nos cortes
histologicos corados com H&E, a presenca de muco, produzido principalmente pelas
células caliciformes, foi evidenciado pela coloracdo por P.A.S, uma vez que esta
coloracao é util para a demonstrar a presenca de mucopolissacarideos (constituintes
do muco).

No grupo controle negativo da doenca (grupo salina) nao foi observada
células produtoras de muco nos epitélios bronquiolares de revestimento (Figura 3 A).
Entretanto, no grupo controle positivo da doenca (grupo OVA) a producédo de muco
(glicogénio) foi evidenciada (Figura 3 B e C). Mais uma vez pode-se evidenciar a
presenca macica de infiltrado de células no pulméo dos animais do grupo controle
OVA (Figura3 B e C).

O tratamento com (S)-(+)-carvona nao foi capaz de reduzir a producéo de
muco e parece ainda exacerbar esse processo, quando comparado ao grupo
controle OVA (Figura 3 D). Entretanto, o tratamento com (R)-(-)-carvona reduziu
representativamente a producdo de muco no pulmdo de camundongos BALB/c
sensibilizados e desafiados com OVA, quando comparado ao grupo OVA (Figura 3
E).

A andlise desse corte histologico do pumao permite evidenciar ainda, a
diminuicdo de infiltrados de leucdcitos nos de animais tratamentos com (R)-(-)-
carvona.

O tratamento com dexametasona também foi capaz de reduzir a producéo

de muco, comparado ao grupo controle OVA (Figura 3 F).



Brandi, 7. S. 86

(A) (B)
Salina OVA
©) (D)
OVA (+)-carv
(B) (F
(-)-carv Dexa

Figura 3. Efeito dos enantibmeros da carvona sobre a producdo de muco em cortes
histolégicos de pulmdes. Fotomicrografia das vias aéreas e parénquima pulmonar corados pelo
Acido Periddico — Schiff (P.A.S.) de camundongos BALB/c: (A) sensibilizados e desafiados com
salina e tratados com veiculo (controle salina), (B e C) sensibilizados e desafiados com OVA e
tratados com veiculo (controle OVA), (D) sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com (+)-
(S)-carvona, (E) sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com (-)-(R)-carvona e (F)

sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com dexametasona. Aumento de 20 X.
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4.14 Efeito dos enantidmeros da carvona sobre os niveis séricos de IgE OVA-

especifica

Um importante parametro observado no processo de hipersensibilidade
imediata, € a producdo exacerbada de IgE especifica para um dado alérgeno. Para
avaliar se os enantiomeros da carvona influenciam na produgdo de IgE OVA-
especifica, o soro de camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA foi
testado quanto a producédo de IgE OVA-especifica pelo teste de anafilaxia cutdnea
passiva (PCA).

O tratamento com a (S)-(+)-carvona néo resultou em alteracdes significativas
nos niveis séricos de IgE OVA-especifica 24 horas apés o Ultimo desafio. J4 o
tratamento com (R)-(-)-carvona, inibiu significativamente (24,8 % de inibicdo) a
producéo de IgE OVA-especifica comparada ao grupo controle OVA, sugerindo que
a (R)-(-)-carvona esteja modulando a resposta de linfocitos B (Grafico 11). Quando
administrado a droga padrdo dexametasona 0,1 mg/mL n&o foi observado alteracdo

significativa.
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Gréfico 12. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre os niveis séricos de IgE
OVA-especifica em modelo de asma alérgica experimental. Camundongos BALB/c (n=5) foram
sensibilizados e desafiados com ovalbumina e tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona
ou com 0,1 mg/kg de dexametasona 1 hora antes de cada desafio. O soro dos animais foram
coletados 24h apés o ultimo desafio e titulo de IgE OVA-especifica, determinado. Os resultados foram
expressos como média do log, do titulo de IgE + erro padrdo. A diferenca entre os grupos foi
analisada por ANOVA, seguida de poés teste de Tukey’s. *p < 0.05, comparado ao controle OVA (OVA

+, tratamento: veiculo).
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4.15 Efeito dos enantibmeros da carvona sobre os niveis das citocinas IL-13,

IL-10 e IFN-y em modelo de asma experimental

As citocinas IL-13, IL-10 e IFN-y foram quantificadas no BAL de
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA, e tratadas com os
enantibmeros da carvona uma hora antes dos desafios.

A citocina IL-13 é produzida principalmente por linfécitos do perfil de células
Tn2, sendo importante sinalizadora da producdo de muco por células caliciformes do
pulmdo (KELLER et al., 2006). Entretanto, o tratamento com os enantidmeros néo
foram capazes de diminuir a producdo de IL-13, quando comparados ao grupo
controle OVA (Gréfico 13 A).

Quanto a producéo da IL-10, importante citocina envolvida na supresséao das
respostas imunoldgicas, foi verificado um aumento significativo no BAL de
camundongos tratados com a (R)-(-)-carvona, quando comparado ao grupo controle
OVA, O aumento resultante na poducéo de IL-10 foi de 91% comparado ao grupo
controle OVA. Porém, o tratamento com (S)-(+)-carvona néo foi capaz de modular a
producédo desta citocina, comparado ao controle (Grafico 13 B).

A producdo de IFN-y, relacionada ao perfil de resposta imunologica
desencadeada por células Tyl, também foi avaliada. O tratamento com (R)-(-)-
carvona nao foi capaz de promover alteracdes significativas no nivel desta citocina,
guando comparado ao grupo OVA. Entretanto, foi verificado que tratamento com (S)-
(+)-carvona aumentou significativamente a concentracdo IFN-y no BAL (97,7% de

aumento), comparado ao grupo controle (Grafico 13 C).
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Gréfico 13. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona sobre os niveis de IL-13, IL-10 e
IFN-y no BAL em modelo de asma alérgica experimental. Camundongos BALB/c (n=5) foram
sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona ou dexametasona 1
hora antes de cada desafio. O BAL foi coletado 24h apés o ultimo desafio e a concentragcéo de IL-13
(A), densidade 6ptica de IL-10 (B) e concentracéo de IFN-y (C) mensuradas por ELISA. Os resultados
foram expressos como média da concentracéo ou D.O + erro padréo. A diferenga entre os grupos foi
analisada por ANOVA, seguida de pés teste de Tukey’s. *p < 0.05 **p<0.01, comparado ao controle
OVA (OVA +, tratamento: veiculo).
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416 Efeito do tratamento com os enantibmeros da carvona antes das

sensibilizagdes sobre o influxo de células em modelo de asma experimental

Visto que os tratamentos durante a etapa de desafio alergénico com (S)-(+)-
carvona ou (R)-(-)-carvona aumentaram a producdo de IFN-y ou IL-10,
respectivamente, foi realizado o tratamento com 0s monoterpenos antes das
sensibilizagdes com OVA para verificar se os enantiomeros modulariam o processo
de desencadeamento de hipersensibilidade.

O tratamento com ambos enantibmeros nessa fase do processo promoveu
reducdo no numero de células presentes no BAL, quando comparados com o grupo
controle OVA (Gréfico 14 A).

A reducdo resultante do tratamento com a (S)-(+)-carvona foi de 40,6% e
com (R)-(-)-carvona, de 33,17%.

Apesar do tratamento antes das sensibilizagbes, ter reduzido o numero de
células presentes no BAL, ele ndo foi capaz de modificar a proporcdo entre 0s
leucocitos infiltrantes no espaco broncoalveolar, comparado ao grupo controle
(Gréfico 14 B).
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Grafico 14. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona antes das sensibiliza¢cdes no
recrutamento e proporcédo de leucécitos no BAL em modelo de asma alérgica experimental.
Camundongos BALB/c (n=5) foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina e tratados com 10
mg/kg de (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona ou apenas com o veiculo, 1 hora antes das
sensibilizagBes . A concentracdo de leucdcitos totais (A) e a proporgéo de leucdcitos (B) presentes no
BAL foram analisadas 24 horas apds o ultimo desafio com OVA. Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo. A diferenga entre os grupos foi analisada por ANOVA, seguida de pos teste de
Tukey’s. Todos os grupos foram comparados ao grupo controle OVA (ovalbumina:+, tratamento:
veiculo) e **p < 0.01 **p<0.001, considerado significativo.
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417 Efeito do tratamento com os enantibmeros da carvona antes das

sensibilizacdes sobre o niveis séricos de IgE OVA-especifica

Para avaliar se os enantidbmeros da carvona quando administrados antes
das sensibiliza¢des influenciariam na producéo de IgE OVA-especifica, os soros de
camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com OVA foram testado quanto a
producdo de IgE OVA-especifica pelo teste da Anafilaxia Cutanea Passiva (PCA)..

O tratamento com a (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona antes das
sensibiliza¢cdes ndo resultou em alteracdes significativas nos niveis séricos de IgE
OVA-especifica 24 horas apés o ultimo desafio, comparada ao controle. Esse dado
sugere que o tratamento antes da sensibilizacdo néo é capaz de modular a resposta
de linfécitos B (Grafico 15).
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Grafico 15. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona antes das sensibilizagdes sobre
0s niveis séricos de Ige OVA-especifica em modelo de asma alérgica experimental.
Camundongos BALB/c (n=5) foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina e tratados com 10
mg/kg de (S)-(+)- ou (R)-(-)-carvona 1 hora antes das duas sensibiliza¢des. O soro dos animais foram
coletados 24h apés o ultimo desafio e titulo de IgE OVA-especifica, determinado. Os resultados foram
expressos como média do log, do titulo de IgE + erro padrdo. A diferenca entre os grupos foi
analisada por ANOVA, seguida de pos teste de Tukey’s, comparado ao controle OVA (OVA +,

tratamento: veiculo).
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418 Efeito do tratamento com os enantibmeros da carvona antes das

sensibilizacdes sobre os niveis de IFN-y em modelo de asma experimental

A produgcdo de IFN-y, relacionada ao perfil de resposta imunoldgica
desencadeada por células Tyl, também foi avaliada. O tratamento antes de cada
sensibilizacdo com (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona nao foi capaz de promover
alteraces significativas no nivel dessa citocina no BAL, quando comparado ao

grupo controle OVA (Gréfico 16).
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Grafico 16. Efeito do tratamento com (S)(+)- ou (R)-(-)-carvona antes das sensibilizagdes sobre
0s niveis de IFN-y no BAL em modelo de asma alérgica experimental Camundongos BALB/c
(n=5) foram sensibilizados e desafiados com ovalbumina e tratados com 10 mg/kg de (S)-(+)- ou (R)-
(-)-carvona 1 hora antes das sensibilizacdes. O BAL foi coletado 24h apds o ultimo desafio e a
concentracdo de IFN-y mensurada por ELISA. Os resultados foram expressos como média da
concentracdo + erro padrdo. A diferenca entre os grupos foi analisada por ANOVA, seguida de pés

teste de Tukey’s, comparada ao controle OVA (OVA +, tratamento: veiculo).
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5. Discussao

Uma substancia que possua um centro quiral em sua estrutura e que,
portanto, apresente o fenOmeno de enantiomeria pode gerar as mais diversas
respostas bioldgicas. O conhecimento da estreita relacdo existente, entre a atividade
farmacoldgica e a enantiomeria das substancias ativas, aliada a necessidade de se
obter maior compreensdo no reconhecimento molecular em muitos eventos
farmacologicamente relevantes, tem impulsionado os estudos relacionados a
quiralidade (NUNEZ et al., 2009).

A funcdo primordial do Sistema Imunoldgico ou Imunitario é a defesa do
organismo contra microrganismos patogénicos e o estabelecimento da homeostasia.
Porém, algumas vezes a resposta imune esta associadas a patologias, entre elas
podemos citar: inflamacdes exacerbadas, auto-imunidades, hipersensibilidades,
rejeicdo de transplantes, e imunodeficiéncias. Entretanto, uma resposta imune
indesejada, pode ser manipulada por substancias ativas, tanto para reprimir uma
reacdo exacerbada, quanto para ativar uma resposta protetora (revisado por
HOLGATE; POLOSA, 2008). Porém, poucos estudos relatam a influéncia da
guiralidade de moléculas ativas na modulagédo da resposta imunoldgica.

No presente trabalho, foi realizado um estudo comparativo entre a acdo dos
enantiomeros da carvona (monoterpeno que pode ser isolado a partir de uma grande
variedade de 6leos essenciais) em modelos de inflamacéo e de hipersensibilidade
imediata das vias aéreas.

A inflamacdo é uma complexa resposta fisiolégica do organismo e ocorre,
por exemplo, quando um tecido sofre uma agressao, de natureza infecciosa ou nao.
Ha4 o envolvimento de numerosos mediadores nesse processo: histamina,
serotonina, bradicinina, prostaglandinas e o éxido nitrico (NO), entre outros. Esses
mediadores sdo produzidos ou liberados por diferentes tipos celulares, como
leucocitos, células endoteliais e células nervosas sensoriais, e estdo envolvidos no
aumento da permeabilidade vascular e posterior, recrutamento de leucdcitos
(POSADAS et al., 2004).

A inducdo da iNOS e consequente aumento na producdo de NO tem sido
relatada em quase todos os tipos de inflamacdo (MILLER e GRISHAM, 1995). Em
muitas condi¢des inflamatérias, a inibicdo da INOS tem se mostrado benéfica,

principalmente devido a redug¢ao na producao de NO e a diminui¢do da geragao de
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peroxinitrito. O NO produzido por macrofagos ativados, € capaz de lesar hepatdcitos,
células das ilhotas pancreaticas e linfocitos (HIBBES et al, 1984; DRAPIER et al.,
1986; DRAPIER et al, 1988). O mecanismo da lesédo tecidual, resultante da
producéo excessiva de NO, inclui mecanismos de liberagdo de ferro intracelular,
inibicdo da fungdo mitocondrial e diminuigdo da sintese de DNA (DRAPIER et al,
1988; ALLER et al., 2006; PADALCO, 2004). Adicionalmente, ele promove a reagao
inflamatéria por aumentar a liberacdo e promover a sintese de mediadores pro-
inflamatoérios, como citocinas, espécies reativas de oxigénio e derivados do acido
araquidonico (MARCINKIEWICZ et al. 1995; SAUTEBIN et al., 1995). Em adicéo,
tem sido demonstrado que o0 aumento de prostandides é resultado da capacidade do
NO em promover ativagdo da COX-2 (ciclooxigenase-2) (DUDHGAONKAR et al.,
2004).

Linhagens de células tumorais foram estabelecidas em cultura celular e
proporcionam uma populacéo de células uniformes e com caracteristicas funcionais
de culturas primarias, por isso com grande aplicacdo na pesquisa (ALBERTS, 2002).
As linhagens de macréfagos sdo muito utilizadas para avaliar a producdo de
diversos mediadores inflamatérios e citocinas (KLASING, 1998). Adicionalmente, o
IFN-y (interferon gama) e o LPS (lipopolissacarideo) atuam sinergicamente na
producéo de altas concentracdes de NO em cultura de macréfagos (PUFAHL et al.,
1992).

Nesse trabalho foi demonstrado que ambos enantibmeros da carvona
inibiram a producdo de NO em cultura de macréfagos J774 A.1 estimuladas com
IFN-y e LPS, indicando que esses monoterpenos apresentam potencial anti-
inflamatorio. A inibicao verificada na producdo de NO, néo foi resultante da reducao
da viabilidade dos macrofagos em cultura, uma vez que o teste do MTT revelou que
o tratamento das células com ambos enantidbmeros resultou em 100% de viabilidade.
Ainda, esse ensaio forneceu indicios de que, principalmente a (R)-(-)-carvona, atue
em macréfagos J774 A.1 promovendo a proliferacdo dessas células. Porém, ensaios
de proliferacdo mais especificos, como a marcacédo do ciclo celular, sdo necessarios
para confirmar tal efeito.

Alguns estudos relatam, que monoterpenos com estrutura similar ao da
carvona e também extratos ou 6leos essenciais que apresentam a carvona como um
dos constituintes, possuem efeitos similares na reducao da produgéo de NO. O (-)-

linalol, um enantibmero constituinte de alguns 6leos essenciais, caracterizado
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quimicamente como um monoterpeno alcodlico terciario, inibiu de maneira
concentragdo dependente a producao de NO e a expressao da iINOS em cultura de
macréfagos J774 A.1 estimuladas com LPS (PEANA et al, 2006). O mesmo efeito foi
relatado para o citral (um dos principais componentes do 6leo essencial de capim-
limdo) em cultura de macr6fagos RAW 264.7. Nesse estudo, a reducdo da
expressdo na iNOS foi relacionada a supresséo da ativacdo do fator de transcrisséo
NF-kB (LEE et al., 2008). Além disso, 0 extrato metandlico de alecrim, cujo 6leo
essencial € rico em carvona e o extrato das folhas de Mentha vensis L. var.
piperascens, que contém carvona entre seus constituintes, promoveram redugéo dos
produtos de oxidacdo do NO em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com
LPS (TSAI et al, 2006; KIM et al., 1998).

Adicionalmente, a quiralidade de uma molécula pode influenciar na formacéo
do NO. Esse efeito pode ser evidenciado pela comparacao entre o efeito do éster
metilico NG-nitro-L-arginina (L-NAME) e seu isomero D-NAME. Apenas o L-NAME
inibe a produgéo de NO, sendo o D-NAME inativo (LIPPE et al, 1993). Porém, esse
fendmeno néo foi observado nos resultados obtidos pelos enantibmeros da carvona,
uma vez que comparando-os, nao foi verificada diferenca estatistica na reducao de
NO pelos macrofagos J774 A.1.

Goncalves e colaboradores (2008) relataram que a (R)-(-)-carvona foi capaz
de inibir a resposta de nocicepc¢éao induzida por formalina. No teste da formalina, ha
uma resposta bifasica nociceptiva distinta, denominada fases precoce e tardia. A
fase inicial é decorrente do estimulo direto de nociceptores e reflete a dor mediada
por mecanismos centrais. Ja a fase tardia, € resultante da liberacdo de mediadores
inflamatorios, como serotonina, histamina, bradicinina, prostaglandinas e, pelo
menos em menor grau, da sensibilizacdo dos neurbnios nociceptivos centrais
(TJOLSEN et al., 1992). Uma vez que a (R)-(-)-carvona inibiu a resposta nociceptiva
na fase precoce e tardia do teste, 0s autores sugeriram que a molécula possui efeito
analgésico por atuar tanto na dor central (dor neurogénica) quanto na dor
inflamatoria (periférica), neste caso com a inibicdo de mediadores inflamatérios.

Nossos resultados demonstram que ndo apenas a (R)-(-)-carvona, como
também a (S)-(+)-carvona, atuam em mediadores do processo inflamatoério, uma vez
gue foram capazes de reduzir o edema de pata induzido por dois agentes flogisticos

distintos: carragenina e zimosan.
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O aumento da permeabilidade vascular é uma importante caracteristica
relacionada ao inicio das reacgdes inflamatorias, levando ao extravasamento de
plasma e consequente formacdo de edema nos locais da injuria. O edema de pata
induzido por carragenina € utilizado como triagem no estudo de compostos com
acdo anti-inflamatoria, uma vez que essa substancia induz um processo inflamatério
caracteristico e bem descrito na literatura, promovendo a liberacdo e sintese de
varios mediadores. Durante as primeiras horas, é verificada principalmente, a
liberacdo de bradicinina, histamina e serotonina, seguida pela formacéo de radicais
livres e pelo aumento na expresséo de iINOS e COX e consequentemente, aumento
de NO e de prostaglandinas (POSADAS et al., 2004).

Outro agente flogistico muito utilizado na triagem de substancias com
potencial anti-inflamatério € o zimosan, uma fracdo insoluvel da parede celular de
levedura. O zimosan produz resposta inflamatéria via multiplos fatores que incluem a
geracdo de anafilotoxinas pelo sistema complemento (C3a, C4a, C5a) capazes de
induzir a liberagdo de histamina dos mastocitos, biossintese de eicosanodides por
macrofagos e neutrofilos, geracdo e liberacdo de fatores de ativacdo plaquetaria,
radicais livres de oxigénio e enzimas lisossomais. Além disso, o NO ¢ liberado entre
1 e 6 horas apoés a inducdo da resposta inflamatdria induzida por carragenina ou
zimosan (DUDHGAONKAR et al.,2004; SALVEMINI et al., 1996).

Os enantibmeros da carvona foram capazes de reduzir o edema de pata
induzido por carragenina ou zimozan, sugerindo que eles atuem em um ou mais
mediadores inflamatdrios supracitados.

O d6leo essencial extraido das folhas Lippia gracilis, contendo uma série de
monoterpenos, representados principalmente pelo timol, p-cimeno e carvacrol, foi
capaz de reduzir o edema de pata e a migracdo de leucécitos para cavidade
peritoneal, apos inducdo com carragenina (MENDES et al., 2010). Foi também
demonstrado, que o carvacrol é capaz de suprimir a atividade da COX-2 (HOTT et
al., 2010).

Santos e Rao (2000) sugeriram que o 1,8-cineol, eucaliptol, apresenta efeito
anti-inflamatério e analgésico, uma vez que foi capaz de promover inibicdo do
edema induzido por carragenina, reducdo do aumento da permeabilidade capilar, e
inibicdo na formacéo de granulomas. Em outro estudo, o efeito anti-inflamatério do
1,8 cineol foi relacionado com a inibicdo da producéo de citocinas e metabolismo do

acido araquidénico (JUERGENS et al., 1998). Portanto, sumarizando as informacdes
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descritas acima sobre diversos monoterpenos com estruturas relacionadas a da
carvona todos apresentam atividade anti-inflamatoria.

Adicionalmente, o bloqueio de prostaglandinas e aminas simpaticomiméticas
€ conhecido por diminuir a hipernocicepc¢ao induzida pela inflamacédo (CUNHA et al,
2005; VERRI et al, 2006). A reducdo de nocicepcédo esté relacionada a acdo direta
desses mediadores em nociceptores periféricos (FERREIRA et al, 1978;. KHASAR
et al, 1999). Como tanto as prostaglandinas quanto as aminas simpaticomiméticas,
sdo produzidas apO6s o estimulo com carragenina ou zimosan, os resultados
apresentados neste estudo indicam, que ambos enantibmeros, atuam na dor
inflamatéria por reduzir a formacdo, liberagdo ou acdo desses mediadores,
corroborando com Gongalves e colaboradores (2008) que relataram que a (R)-(-)-
carvona apresenta acao na hipernocicepc¢ao inflamatoria.

Os radicais livres desempenham importante papel na inflamagéao local
induzida por carragenina e o aumento da atividade da glutationa, enzima capaz de
converter a formacao desses radicais, tem sido relacionada a reducé&o do processo
inflamatorio. Zheng e colaboradores (1992) demonstraram que a carvona possui a
capacidade de aumentar a atividade da enzima glutationa S-transferase em varios
tecidos, sendo que a (S)-(+)-carvona exibiu maior atividade que seu enantibmero
(ZHENG et al,1992). Adicionalmente, o aumento na atividade redutora da glutationa
desempenha importante papel na inibicdo da inducdo da NOS durante a ativacao de
macrofagos (HOTHERSALL et al., 1997). Portanto, a capacidade dos enantidmeros
da carvona aumentarem a atividade da glutationa pode resultar na reducdo dos
niveis de NO observados no presente trabalho e consequentemente, na reducao do
edema de pata, induzido por carragenina ou zimosan.

O fato dos tratamentos com 0s enantibmeros da carvona reduzirem o edema
principalmente na primeira hora, sugere que esses monoterpenos atuem nos
mediadores liberados nessa primeira etapa da formacdo do edema, como por
exemplo a histamina.

A histamina se liga a receptores denominados H1, H2, H3 e H4, presentes
em diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais e leucécitos. O aumento na
permeabilidade vascular é mediado principalmente pelo receptor H1 (revisado em
HILL et al., 1997).

O composto 48/80 (degranulador farmacolégico de mastocitos), € um agente

flogistico responsavel pela degranulacdo de mastocitos via ativagdo da proteina G1
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(TATEMOTO et al.,, 2006). O processo de degranulacdo dessas células leva a
liberacdo imediata de histamina e serotonina (5 hidroxi-triptamina), uma das aminas
vasoativas responsaveis pelo aumento da permeabilidade celular e consequente
estravasamento de plasma para o tecido infamado

Nesse trabalho, foi verificado que tanto a (S)-(+)- quanto a (R)-(-)-carvona
reduziram o edema de pata induzido pelo composto 48/80 indicando que essas
substancias atuem na degranulacdo de mastécitos ou na acdo dos mediadores
liberados nesse processo, tais como serotonina e histamina. Adicionalmente, os
enantiomeros também inibiram a formacdo do edema de pata induzido por
histamina, fornecendo indicios que essas substancias antagonizem o efeito desta,
interagindo com seus receptores e/ou atuando nas vias de sinalizacao
desencadeadas por esse mediador. Esses dados corroboram com os resultados de
Silva e colaboradores (2003) onde demonstraram o efeito inibitorio do dleo essencial
de eucalipto na formacao do edema de pata induzido tanto por carragenina quanto
por histamina.

Portanto, o efeito anti-edematogénico da carvona pode ser, pelo menos em
parte, explicado pela inibicdo da acdo da histamina em um primeiro momento, e
posteriormente na capacidade em promover o aumento da glutationa e reduzir a
sintese de NO.

Outro importante aspecto do processo inflamatorio, secundario as mudancas
observadas na microvasculatura € a migracdo de leucdécitos do sangue para o
tecido. O inicio desse evento € normalmente caracterizado por intenso influxo de
neutrofilos no local da injuria. Posteriormente, células mononucleares e algumas
vezes, eosindfilos sao recrutados (KOLACZKOWSKA et al. 2006).

Para verificar o efeito dos enantibmeros da carvona no processo de
migracao celular desencadeado pelo processo inflamatorio, foi utilizado o modelo de
peritonite induzida por zimosan.

Durante a peritonite induzida por zimosan, os fagoécitos englobam particulas
do patégeno (polissacarideos da parede celular de Saccharomyces
cerevisiae) para elimina-los pela acdo de substancias antimicrobianas (reativos
intermediarios do oxigénio (ROI) e NO. Além disso, essas células sdo estimuladas a
sintetizar e liberar numerosos mediadores inflamatérios (AJUEBOR et al. 1999;
DOHERTY et al. 1985; KOLACZKOWSKA et al. 2002). A inflamacao induzida por

zimosan é dependente de um rapido influxo de células polimorfonucleares (PMNSs) e
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formacédo de anafilatoxinas oriundas do sistema complemento (C4a e C5a) com
acdo quimiotatica para PMNs. Em adicdo, C5a induz direta e indiretamente a
expressdo da P-selectina em células endoteliais e ainda o zymosan induz a
producéo de citocinas como IL-1B8 e TNF-a, capazes de promover a expressao de
selectinas nas células endoteliais para facilitar o0 mecanismo de transmigracdo de
células para o sitio inflamatério (FOREMAN et al.,, 1994; JONES et al.,, 1993;
BISCHOFF et al., 1995; OLOFSSON et al., 1994).

Ambos o0s enantiomeros inibiram a migracdo de neutrofilos para o lavado
peritoneal induzido por zimosan confirmando portanto, a acdo anti-inflamatoria
dessas moléculas.

Alguns estudos relatam que uma grande variedade de 6leos essenciais, que
contem carvona, apresentam a capacidade de reduzir o influxo de PMNs em
modelos de inflamacéo (BIGHETTI et al., 1999; SILVA et al., 2003; PASSOS et al.,
2007; MEDIEIROS et al., 2007; LEITE et al., 2010; LEE et al.; 2011). Recentemente,
foi relatado que o 6leo essencial das folnas Cymbopogon winterianus, constituido de
uma grande variedade de monoterpenos, reduziu a migracado de PMNs em modelo
de pleurisia induzido por carragenina em camundongos (LEITE et al., 2010).

O recrutamento de leucocitos para o foco inflamatério no modelo de
peritonite induzido por zimosan envolve citocinas tais como TNF-a e IL-1B
(ISSEKUTZ et al., 1993; KOLACZKOWSKA et al., 2009). Assim, os efeitos do
tratamento com o0s enantibmeros da carvona na producdo dessas citocinas foram
analisados.

O tratamento com (R)-(-)-carvona foi capaz de inibir o TNF-a, mas nao a IL-
18, sugerindo que a inibicdo do infiltrado de PMNs observada, derive, pelo menos
em parte, da inibicdo na producao de TNF-a.

Efeito similar foi obtido em um estudo realizado por Passos e colaboradores
(2007), que demonstraram que o 6leo essencial de Cordia verbenacea foi capaz de
inibir o edema de pata e o infiltrado de leucécitos induzido por carragenina na
cavidade pleural de ratos, além de ter inibido TNF-a, sem interferir nos niveis de IL-
1B.

O tratamento com a (S)-(+)-carvona nao foi capaz de promover reducao nos
niveis de TNF-a no modelo de pleurisia induzido por zimosan. Portanto, a inibicdo no
influxo de PMNs por este enantiomero pode ser devido, em parte, ao fato de

antagonizar o efeito edematogénico da histamina e interferir na expressdo de
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moléculas de adesdo no endotélio. Takeshita e colaboradores (2003) relataram que
a tioperamida, antagonista dos receptores de histamina H3/4, reduziu
significativamente a migracdo de células induzida pela injecdo de zimosan no
peritbneo de forma dose-dependente. Outros estudos tem demonstrado que
leucotrienos (LTC4, LTB4) e prostaglandinas (PGE2) participam no recrutamento de
PMNs, no modelo de peritonite induzida por zimosan (BYRUM et al., 1999; RAO et
al, 1994). Estudos demonstram que antagonistas de receptores H4 promovem
diminuicdo nos niveis de LTB4, um dos mais potentes agentes quimioatraentes
conhecido para neutrofilos (TAKESHITA et al.,, 2003). Estes dados respaldam
parcialmente o efeito anti-inflamatério dos enantimenros da carvona.

Existem alguns relatos sobre a influéncia da quiralidade de moléculas
(enantiomeros) na acao anti-inflamatoria entrento, raramente enantibmeros
(estruturas quirais) apresentam poténcias e atividades similares, pois 0s receptores
e as enzimas envolvidas nos mecanismos de acdo normalmente atuam
seletivamente frente a diferentes arranjos espaciais (HYNECK et al. 1990).
Enantidbmeros com atividades similares, mas poténcias diferentes sdo mais comuns,
como € o caso da warfarina, um anti-coagulante de uso terapéutico, em que a
poténcia do isbmero S (-) in vivo € cerca de 2 a 5 vezes maior que seu antipoda R
(+) (THALL, 1996). Peana e colaboradores (2002) observaram que embora o (-)-
linalol e sua mistura racémica apresentavam efeito anti-inflamatorio, evidenciado
pela reducdo na formacdo do edema de pata induzido por carragenina, o0
enantibmero puro, apresentou um efeito retardado e mais prolongado. A
prometazina e da terfenadina, quando comparados separadamente, possuem
atividades e poténcias antihistaminica similares, ligando-se aos receptores H1,
embora estes apresentem alta enantiosseletividade (ZHANG, 1993; LIMA et al.,
1997). Em contrapartida o estudo sobre estutura atividade do (S)-(+)-ibuprofeno e o
seu racemato demonstrou que ambos ndo apresentaram diferenca na reducdo do
edema de pata induzido por carragenina em ratos (BOLE-VUNDUK et al., 1996).

Os resultados aqui apresentados onde ambos o0s enantdémeros da carvona
apresentaram efeito anti-inflamatério e apenas a (R)-(-)-carvona modulou a
producdo de TNF-a e, indicam que a quiralidade da molécula esta parcialmente
influenciando nos mecanismos anti-inflamatérios dessas moléculas.

O presente estudo também avaliou o efeito dos enantibmeros da carvona no

processo inflamatorio alérgico pulmonar.



Brandi, 7. S. 103

A alergia pulmonar é caracterizada pela hiperreatividade das vias aéreas,
gerada por mecanismos complexos e desencadeada pelo Sistema Imunoldgico. A
hiperreatividade das vias aéreas pode resultar na obstrucdo das vias aéreas. As
principais caracteristicas histopatoldgicas das alergias pulmonares incluem o
acumulo de células inflamatérias, principalmente eosinéfilos, dentro do pulméo e
presenca de células caliciformes metaplésicas no epitélio das vias respiratorias, as
quais apresentam um fenétipo secretor de muco. Apesar de estarem presentes em
menor proporc¢ao, linfécitos T helper tipo 2 (Ty2) € dominante e responsavel por
sustentar a doenca pulmonar alérgica (BARNES et al., 2001). Células Ty2 séo
recrutadas para o pulmao em resposta a alérgenos inalados e as citocinas liberadas
por essas células contribuem para doenca. A interleucina 4 (IL-4) é necesséria para
o desenvolvimento da resposta Ty2, pela sintese de IgE e pelas reacdes atopicas.
Adicionalmente, células Ty2 e eosindfilos sédo fortemente implicados na patogénese
de doencas alérgicas como a asma, 0 acumumulo dessas células juntamente com
mediadores liberados correlacionam com a severidade da doenca (CORRY et al.,
2002).

Animais sensibilizados com ovalbumina tém sido utilizados para estudar as
alteracoes fisiopatoldgicas da inflamacéo alérgica nas vias aéreas inferiores. Nesse
modelo animal é observado as principais caracteristicas da asma alérgica, entre
elas, a hiperresponsividade das vias aéreas, recrutamento de eosinofilos para o
pulméo, extravasamento de plasma, muco e broncoconstricdo (BLYTH et al., 1996).

Os resultados apresentados demonstram que ambos enantibmeros da
carvona foram capazes de reduzir a quantidade de células presentes na cavidade
pleural e no lavado broncoalveolar (BAL) em modelo murino de pleurisia e de asma
induzidos por OVA, demonstrando a capacidade dessas moléculas em interferir no
processo de migracao celular.

Os eosindfilos nas vias aéreas sao responsaveis por danos epiteliais e estéo
estritamente relacionados a fisiopatologia da asma. Os eosinéfilos e seus produtos
sdo fatores importantes no desenvolvimento da hiperreatividade das vias aéreas e
severidade da asma (revisado por LAMPINEM et. al., 2004). Estas células produzem
uma grande variedade de mediadores inflamatérios, tais como: cis-leucotrienos
(LTC4) e PAF. Produzem também diferentes citocinas e quimiocinas, tais como: IL-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, RANTES, eotaxinas, TGF-a, TGF-B e TNF-a. Além

disso, as proteinas presentes em seus granulos (proteina catibnica eosinofilica-ECP,
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proteina basica principal-MBP e a peroxidade eosinofilica-EPO) podem também
gerar danos teciduais (revisado por LAMPINEN et al., 2004).

Os resultados do presente estudo demostram que os tratamentos com 0s
monoterpenos antes dos desafios alergénicos promoveram uma reducao significante
na proporgao de eosindfilos no BAL, quando comparada a de outros leucacitos.

Estudos tém demonstrado que o NO induz, em eosindéfilos murinos, a
producédo de fatores quimiotaticos (quimiocinas), sugerindo um “feedback” positivo,
isto é, células inflamatérias produzem NO que induz a producdo de agentes
quimiotaticos, que por sua vez, recruta mais células tal como eosindfilos para o foco
da inflamacgé&o. Adicionalmente, foi demostrado que o NO inibe a liberacédo de IL-12
derivada de macrofagos, considerada uma citocina indutora do perfil Ty1, prevenindo
portanto a amplificacdo de células Tyl e induzindo a expansao das células T2 com
secrecdo de IL-4 (HUANG et al., 2000). Esse achado mostra a ampla contribuicéo
do NO no estabelecimento da hipersensibilidade tipo I. Portanto, a inibicdo do NO
pelos enantibmeros da carvona em macrofagos J774 A.1 sugere uma contribuicao
direta na diminuicdo do recrutamento de células inflamatérias incluindo os
eosinofilos.

A histamina altera o equilibrio de secrecao de citocinas dos perfis celulares
Tul/Ty2, desencadeando um desvio de resposta para o perfil Ty2, que
consequentemente desempenha um papel importante nas doencas alérgicas. Essa
acao da histamina é resultante da hiper-fosforilacdo do fator de transcricdo STAT-6,
gerada pela ligacdo da histamina aos receptores H1. A fosforilacdo do STAT-6 leva
ao desenvolvimento de células Ty2 e de repostas mediadas por IgE. Portanto, a
fosforilacdo de STAT-6 desempenha um importante papel na hiperreatividade
alérgica agravando os sintomas da alergia (KHARMATE et al, 2007).
Adicionalmente, o trafico de leucécitos tem sido relacionado com os receptores de
histamina. Os receptores H4 estdo relacionados a quimiotaxia de eosinofilos e
mastocitos induzida por histamina (O’REILLY et al., 2002; HOFSTRA et al., 2003).
Em adicédo, recentemente foi relatado a presenca de receptores de glutamato do tipo
NMDA em linfécitos T e, que a ativacao desses receptores promove a polarizacao
dessas células para um perfil T2 (ORIHARA et al., 2010). Esses receptores tém
sido encontrados em células do pulméao (DICKMAN et al., 2004, GOLCALVES ET al.
2008).
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Como os enantiomeros da carvona inibiram a acdo edematogénica da
histamina e apenas o tratamento com (R)-(-)-carvona promoveu redu¢do nos niveis
séricos de IgE-OVA-especifico (imunoglobulina responsavel pelas alergias)
podemos inferir que a reducdo no recrutamento de eosinéfilos para os pulmdes esta
associada, pelo menos em parte, a inibicdo da acdo da histamina e que a (R)-(-)-
carvana esteja inibindo a polarizacdo para Ty2 devido a inibicdo dos receptors
NMDA ou ainda a inibicdo dessa células na producao de citocinas responséaveis pela
troca de isotipo de imunollobulina.

Para verificar se a reducdo de células inflamatérias no BAL de
camundongos tratados com os isbmeros da carvona se refletia também no
parénquima pulmonar, cortes histolégicos do pulmédo corados com H&E foram
analisados. A (R)-(-)-carvona dimimuiu substancialmente as células da inflamagéo
no parenquima pulmonar o que nao foi obsevado para a (S)-(+)-carvona. A reducao
verificada na quantidade de leucdcitos presentes no BAL pela (S)-(+)-carvona e a
nao reducdo dessas células no parenquima pulmonar sugere que esse enantibmero
atue sobre moléculas teciduais responsaveis pela saida das células para o lumem
do pulméo.

Um estudo utilizando camundongos knockout para metaloproteinase de
matriz 2 (MMP-2) revelou que esses animais quando sensibilizados e desafiados
com OVA, embora apresentassem reducdo no influxo de células para o BAL,
numerosas ceélulas inflamatérias foram acumuladas no parénquima pulmonar, e que,
portanto, a MMP-2 parece ser importante para estabelecer o gradiente quimiotatico
necessarios para egresso de células inflamatérias pulmonares e para a prevencéao
de asfixia letal. Além disso, a inibicdo das MMPs ndo impediu o recrutamento de
células inflamatorias para o tecido pulmonar, impedindo apenas sua saida (CORRY
et al., 2003).

De fato, estudos anteriores revelam que as MMPs, uma familia de
endopeptidases célcio-zinco dependentes que degradam varios componentes da
matriz do tecido conjuntivo, desempenham importante papel na infiltracdo de células,
remodelamento do tecido e cura nas doencas inflamatérias das vias aéreas
(revisado por EMONARD; GRIMAUD, 1990; O'CONNOR; FITZGERALD, 1994).

Dai e colaboradores (2009) demonstraram que o borneol, monoterpeno com
estrutura similar a carvona pois compartilham o mesmo ligante, o receptor GABA-A,

reduziu a atividade da MMP-2 na mucosa oral de camundongos BALB/c. Portanto os
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nossos resultados sugerem que a (S)-(+)-carvona esteja inibindo a atividade da
MMP-2, embora estudos adicionais relacionados a atividade dessa molécula devam
ser realizados.

O fato da (R)-(-)-carvona ter promovido reducdo no infiltrado de células na
regido peribroncovascular do pulmdo sugere uma acdo inibitéria nos receptores
NMDA e/ou inducéo da apoptose.

O receptor Fas (CD95) é ubiqguamente expresso e relacionado a indugéo da
apoptose, e o FasL (CD95L) é expresso em células do sistema imunolégico,
incluindo eosindfilos, neutréfilos e células dendriticas. A ligacdo do Fas com FasL
leva a apoptose das células pela trimerizacdo desse receptor e ativacdo
subsequente de caspases (HAMANN et al., 1998). Gould e colaboradores (2006)
demostraram que a carvona, assim como alguns outros monoterpenos, induz a
expressdo de FasL em linhagem de células oriundas de glioma humano. Nesse
estudo, foi utilizado a mistura racémica da carvona, e portanto, a possibilidade da
(S)-(+)-carvona induzir o mesmo efeito, ndo pode ser excluida.

Hipersecrecdo de muco é uma caracteristica importante da inflamacao
alérgica do epitélio respiratdrio como na asma brénquica. A producédo excessiva de
muco resulta na obstrucdo das vias aéreas inferiores e insuficiéncia respiratoria
progressiva, sendo a principal causa de morte na asma grave (FAHY et al., 2002).

Estudos mostram que a IL-13 esta diretamente envolvida nesse processo,
sendo, portanto, uma citocina responsavel pela hipersecrecdo de muco por células
caliciformes e formacao de fibrose subepitelial em pulmdes (KELLER et al., 2006,
COHN et al 1998). Entretanto, a IL-13 ndo é a unica responsavel pela producéo de
muco, uma grande variedade de mediadores e células inflamatdrias é capaz de
estimular a sintese e secrecdo de muco (BLYTH et al., 1996; HAILE et al., 1999;
SHIMIZ et al., 2000). Varios produtos de eosinéfilos, como CysLTs, PAF, e ECP, séo
conhecidos por induzir a secre¢cdo de muco (LIU et al., 1998). Adicionalmente, o
trabalho realizado por Shimiz e colaboradores (2003) demostrou que o infiltrando
eosindfilos pode induzir secrecdo de muco devido a liberacdo de CysLTs.

Nos cortes histologicos dos pulmdes corados com PAS observou-se que o
tratamento com a (R)-(-)-carvona inibiu fortemente a producdo de muco. Entretanto,
o tratamento com (S)-(+)-carvona, parece ter aumentado a produ¢édo de muco.

Considerando que a IL-13 a principal citocina responsavel pelo aumento da

producdo de muco por células caliciformes, investigou-se a capacidade dos
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isdbmeros da carvona em modular a producdo dessa citocina. Apesar de se esperar
uma modificacdo nos niveis da IL-13 no pulméo, em virtude da alteragdo induzida
pelos isbmeros da carvona na producdo de muco, nenhum dos enantidmeros foi
capaz de modular os niveis de IL-13.

Similar aos nossos resultados onde a (R)-(-)-carvona foi capaz de reduzir a
producdo de muco, embora sem modular os niveis de IL-13, Henderson e
colaboradores (2005) relataram que o (R)-albuterol reduziu a producéo de muco por
células caliciformes, sem também interferir no nivel de IL-13, embora com reducao
de IL-4. O fato de em nossos estudos a (R)-(-)-carvona ter reduzido o nivel de IgE
OVA-especifica (como citado anteriormente) este evento pode ser reflexo da
reducao de IL-4 demonstrado por Henderson e colaboradores (2005).

O fato dos enantibmeros da carvona modularem a producdo de muco pode
decorrer da alteragdo no numero de células presentes no parénquima pulmonar.
Embora a (S)-(+)-carvona module a producdo de mediadores inflamatorios
importantes como a histamina e o NO, o grande namero de células inflamatorias
encontradas no parénquima pulmonar podem ser as responsaveis pela producao
aumentada de muco. Ainda podemos inferir que este aumento na producdo do muco
observada com o tratamento com a (S)-(+)-carvona pode ser explicado também pela
ativacao do receptor GABAA.

Subunidades do receptor acido gama-aminobutirico A (GABAaR) sé&o
expressos nas células epiteliais alveolares do tipo Il e em condicbes normais, esses
receptores e o GABA estdo presentes nessas ceélulas, embora em pequenas
guantidades (JIN et al, 2005). O transporte de cloreto nas células epiteliais das vias
aéreas € capaz de regular a proliferacdo celular e a producdo de muco. XIANG e
colaboradores (2007) relataram que a ativacdo GABAAR aumenta a proliferacdo das
células epiteliais e a producdo de muco no epitélio das vias aéreas e que a
expressado de subunidades do GABAAR foram aumentadas significativamente apds o
desafio com alérgeno em camundongos. Este estudo também demonstrou que o
receptor da IL-13 € responsavel por regular positivamente o sistema GABAérgico
epitelial, resultando na metaplasia de células caliciformes e producdo excessiva de
muco.

Sousa e colaboradores (2007) demonstraram que a (S)-(+)-carvona, mas

nao a (R)-(-)-carvona, apresenta efeito anticonvulsivante provavelmente por ativar
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receptores GABA,, uma vez que ela foi capaz de reverter o efeito convulsivante
produzido pela picrotoxina (PIC), um conhecido antagonista GABA-adrenérgico.

A IL-10 é uma citocina envolvida da regulacdo da resposta imunoldgica.
Devido as suas propiedades imunossupressoras e antiinflamatoérias, a administracéo
dessa citocina tem sido sugerida para o tratamento da asma. Ela foi originalmente
descrita em camundongos como um fator inibidor da producé&o de citocinas do perfil
Tul (FIORENTINO et al, 1989). Subsequentemente, estudos mostraram que a IL-10
também pode regular negativamente clones Ty2 e a producdo de IL-4 e IL-5
(BORISH, 1998). Adicionalmente, na presenca de inflamacao eosinofilica, a IL-10
atua na musculatura lisa reduzindo a hiperresponsividade brénquica (MAKELA et al.,
2000). Um estudo realizado com a administracdo de plasmideos de IL-10 em
camundongos sensibilizados e desafiados com OVA mostrou reducdo da hiper-
reatividade das vias aéreas, diminuicdo na eosinofilia e na neutrofilia, mostrando que
a IL-10 desempenha um papel regulador importante nesse modelo (FU et al., 2006).

O tratamento com (R)-(-)-carvona foi capaz de aumentar os niveis dessa
citocina no BAL de camundongos sensibilizados e desafiados com OVA enquanto
gue o tratamento com (S)-(+)-carvona néo foi capaz de modular a producao de IL-
10. Estes resultados sugerem que a melhora no processo inflamatorio pulmonar,
resultante do tratamento com (R)-(-)-carvona, seja atribuida a imunoregulacdo pela
IL-10.

Outra citocina avaliada no presente estudo foi o IFN-y. A ativacao de células
Tyl esta associada com a inibicdo do perfil de resposta desencadeada por células
Ty2 embora, alguns estudos relatam que camundongos deficientes em IFN-y
apresentam  baixos niveis de IgE especifica e de responsividade bronquica
(HACHEM et al., 2005). Tem ainda sido relatado que o aumento da producéo de
IFNy, apds o estabelecimento de uma resposta TH2, resulta em um aumento do
processo inflamatério, possivelmente por induzir a apoptose de células epiteliais e
danificar a barreira epitelial, além de induzir a contracdo de células musculares lisas
e promover o remodelamento das vias aéreas (REISINGER et al., 2005; revisado
por HOLGATE; POLOSA, 2008).

Nesse estudo apenas o tratamento com (S)-(+)-carvona foi capaz de
modular a producdo de IFN-y com aumento no infiltrado de células e muco no
pulméo, sugerindo que o aumento na producédo de IFN-y, nesse cenario, ndo tenha

sido protetor ou tenha ainda, exacerbado o processo inflamatorio.
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Com o objetivo de verificar se os enantiomeros da carvona apresentam
efeitos inibitérios sobre o processo de sensibilizacdo com OVA, os animais foram
tratados 1 hora antes de cada sensibilizacdo. Embora, ambos enantibmeros foram
capazes de promover reducdo do recrutamento de leucécitos no BAL eles nao
alteraram a proporcao de eosinofilos, os niveis séricos de IgE e IFN-y. Portanto, este
tratamento n&o foi capaz de inibir a sensibilizacéo.

O monoterpeno 1,8-cineol (eucaliptol) apresenta efeito anti-inflamatério na
asma bronquica. Esse estudo relata a atividade inibitéria desse monoterpeno na
producdo das citocinas TNF- a, IL-18, IL-4 e IL-5 em linfocitos e de TNF-a, IL-18, IL-
6 e IL-8 em mondcitos isolados do sangue periférico e, a reducdo de muco
observada nas vias aéreas ap0s o tratamento com esse monoterpeno, se deve ao
seu efeito mucolitico direto e a reducdo da producao de citocinas (JUERGES et al.,
2004; BASTOS et al., 2010). Um estudo duplo-cego, realizado em pacientes com
asma grave, que receberam juntamente ao tratamento com a dexametasona, 220
mg diarios de eucaliptol revelou uma diminuicdo de 36% na dose diaria do
glicocorticéide, ja os pacientes do grupo placebo tiveram uma reducdo de dose de
16% (JUERGENS, 2003). A atividade antiasmatica foi descrita também para o L-
mentol e foi atribuida em parte, a inibicio da sintese de protaglandinas e
leucotrienos (JUERGENS et al., 1998).

Poucos trabalhos tem demonstrado a capacidade de moléculas quirais
influenciar diretamente a inducdo de respostas induzidas por células T ou a
producdo especifica de citocinas. A quiralidade de um peptideo sintético, o
Pamz;CysSK,, ligante do TLR-2 (receptor semelhante ao Toll-2), mostrou modular
diferentemente a inducdo de células T especificas (KHAN et al., 2008).
Adicionalmente, Hong e colaboradores (2008) relataram que modificacbes na
estrutura quimica e na quiralidade do nafitopirano foram capazes de modular
respostas imunoldgicas mediadas por células T helper.

Um estudo comparativo, em modelo de asma murino, entre o (R) e o (S)-
albuterol, um agonista B-adrenérgico, revelou que embora ambos sejam capazes de
reduzir a migracdo de células inflamatorias para o pulmdo e a producdo de muco,
apenas o (R)-albuterol foi capaz de modular negativamente a producdo de IL-4.
Adicionalmente, foi verificado que o (S)-albuterol aumentou o edema intersticial
induzido por alérgeno (HENDERSON et al., 2005)..



Brandi, 7. S. 110

Esses dados refletem as diferencas nas respostas fisioldgicas que podem
ser geradas em virtude do arranjo molecular dos atbmos no espago.

Embora nesse estudo ambos os monoterpenos, (S)-(+)-carvona e (R)-(-)-
carvona, tenham apresentado efeitos anti-inflamatorios em modelos de inflamacéo
aguda e reduzido alguns dos aspectos da asma alérgica, apenas a (R)-(-)-carvona
apresentou potencial anti-asmatico, por ter reduzido tanto a producdo de IgE OVA-
especifica como também por ter inibido fortemente o infiltrado de células e muco no
pulmdo. Ainda, o fato da (S)-(+)-carvona inibir a saida de células inflamatérias do
parénquima pulmonar e aumentar a produgdo de muco indica um efeito adverso

desse enantibmero em pacientes com asma.
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6. Concluséao

Com base nos resultados obtidos foi possivel concluir que os enantibmeros
da carvona apresentam efeito anti-inflamatoério e que a (R)-(-)-carvona possui

potencial anti-asmatico, uma vez que:

1. Em linhagem de células:

e Os enantibmeros da carvona foram capazes de inibir a produgdo de NO em
cultura de macréfagos J774A.1 estimulados com IFN-y e LPS, sem reduzir a

viabilidade dessas células.

2. No modelo murino de inflamagéo aguda:

e O tratamento com (S)-(+)-carvona ou (R)-(-)-carvona promoveu a inibicdo do
edema de pata formado por diferentes agentes flogisticos: carragenina,

zimosan, composto 48/80 e histamina.

e O tratamento com ambos enantibmeros foram capazes de inibir a migracao
de células para cavidade peritoneal apds 2 e 6 horas do estimulo com

zimosan.

e O tratamento com os isbmeros da carvona nao interferiu na producéo de IL-1

em modelo de peritonite induzida por zimosan.

e O tratamento com (R)-(-)-carvona, mas nao com (S)-(+)-carvona inibiu

significativamente a producédo de TNF-a na peritonite induzida por zimosan.

3. Em modelo de hipersensibilidade das vias aéreas induzido por OVA:

e A quantidade de leucécitos totais presentes na cavidade pleural foi reduzida

peIo tratamento com ambos monoterpenos.

e A quantidade de leucdcitos totais, bem como de eosindfilos foi reduzida pelos

enantibmeros da carvona no BAL.

¢ O tratamento com (R)-(-)-carvona, mas nao com (S)-(+)-carvona, foi capaz de

reduzir o infiltrado de células inflamatérias no pulmao.



Brandi, 7. S. 113

O tratamento com (R)-(-)-carvona promoveu a inibicdo da produgcé&o de muco
por células caliciformes do pulméo, enquanto que o tratamento com (S)-(+)-

carvona promoveu a formacéo de muco.

Apenas o tratamento com (R)-(-)-carvona foi capaz de promover diminuicdo

do titulo de IgE no soro.

O tratamento com (R)-(-)-carvona promoveu aumento de IL-10, enquanto que
com o tratamento com (S)-(+)-carvona resultou no aumento de IFN-y no
BAL.

O tratamento com os enantibmeros antes das sensibilizagbes promoveu
reducdo de leucdcitos no BAL, porém nao foi capaz de inibir o recrutamento
de eosindfilos, nem reduzir a producdo de IgE ou modificar o nivel de IFN-y
no BAL.
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