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KUMMER, R 2015. Efeitos do p-cimeno e do alfa-pineno sobre a resposta inflamatoéria aguda,
Tese de doutorado, Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
Estadual de Maringa, 59p.

RESUMO

A inflamacdo é a primeira defesa do organismo humano frente a uma lesdo tecidual. As plantas sdo
fontes importantes de substancias bioativas, e parte de suas atividades biolégicas sdo atribuidas aos
Oleos essenciais. Os monoterpenos representam os principais constituintes dos éleos essenciais e
possuem muitos efeitos bioldgicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos anti-inflamatérios
dos monoterpenos p-cimeno e alfa-pineno. Para isso, avaliou-se a citotoxicidade pelo ensaio de MTT,
a toxicidade aguda em modelo animal, a quimiotaxia de neutréfilos in vitro, a migracdo celular in vivo
atraves da peritonite e da microcirculagdo mesentérica induzidas por carragenina. O p-cimeno também
foi avaliado frente a capacidade fagocitica de macrdfagos e sobre os niveis de citocinas. N0ssos
resultados demonstraram que o p-cimeno e o alfa-pineno apresentaram baixa citotoxicidade até a dose
de 90ug/mL e auséncia de toxicidade aguda até 3g/Kg. O p-cimeno (3, 10, 30 e 60 pg/ml) inibiu a
quimiotaxia de neutréfilos frente ao fMLP; reduziu a migracdo de leucdcitos totais e
polimorfonucleares para a cavidade peritoneal (100, 200 e 400 mg/Kg); reduziu o nimero de
leucacitos rolling (100 e 200 mg/Kg); o nimero de leucdcitos aderentes (100, 200 e 400 mg/Kg);
estimulou a capacidade fagocitica de macréfagos (3, 10 e 30 pug/ml) e inibiu a secre¢do de TNF-o (10
e 90 pg/ml). O alfa-pineno (1, 3, 10 e 30 pg/ml) inibiu a quimiotaxia de neutréfilos frente ao fMLP e
ao LTB,; reduziu a migracédo de leucdcitos totais e polimorfonucleares para a cavidade peritoneal (200
e 400mg/Kg) e diminuiu o nimero de leucdcitos rolling e aderentes (200 e 400 mg/Kg). Nossos
resultados mostraram evidéncias de que os monoterpenos p-cimeno e alfa-pineno possuem efeitos
anti-inflamatérios, e podem ser considerados drogas promissoras no tratamento de doencas
inflamatorias que apresentam uma migracdo excessiva de leucdcitos. Todavia, mais estudos serdo
necessarios para elucidar o mecanismo de acao destes compostos.

Palavras-chave: p-cimeno, alfa-pineno, quimiotaxia, migragao de leucdcitos, microcirculagéo in vivo.
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ABSTRACT

Inflammation is the first defense of the human organism against tissue injuries. Plants are important
sources of bioactive substances and part of its biological activities are attributed to the essential oils.
The monoterpenes are the main constituents of the essential oils and have many biological effects. The
aim of this study was to evaluate the anti-inflammatory effects of p-cymene and alpha-pinene, plant-
derived monoterpene. Therefore, it was evaluated the cytotoxicity by MTT test, acute toxicity in
animal models, in vitro neutrophil chemotaxis, in vivo cell migration by peritonitis and mesenteric
microcirculation carrageenan-induced. The effects of p-cymene was also evaluated on the
phagocytosis ability of the macrophages and cytokine levels. In the cell viability assay, p-cymene and
alpha-pinene showed low cytotoxicity (until 90 pg/mL) and absence of acute toxicity at doses up to
39/Kg. The p-cymene (3, 10, 30, 60 pg/mL) reduced neutrophil migration toward fMLP; decreased the
infiltration of total and polymorphonuclear leukocytes into peritoneal cavity (100, 200 and 400
mg/Kg); decreased the number of rolling (100, 200 mg/kg) and adherent leukocytes (100, 200, 400
mg/kg) to the perivascular tissue; increased the macrophage phagocytic index and reduced TNF-a
levels. The alpha-pinene (1, 3, 10, 30 ug/ml) reduced neutrophil migration toward fMLP and LTB4
stimulation; decreased the infiltration of total and polymorphonuclear leukocytes into peritoneal cavity
(200 and 400 mg/Kg) and decreased the number of rolling and adherent leukocytes (200 and 400
mg/Kg) to the perivascular tissue. Our results showed evidences that p-cymene and alpha-pinene have
anti-inflammatory effects and may be considered as promising drugs for treatment of inflammatory
process with excessive leukocyte migration; however, more studies are needed to elucidate the
mechanism action of these monoterpenes.

Keywords: p-cymene, alpha-pinene, chemotaxis, leukocytes migration, in vivo microcirculation.
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1 INTRODUCAO

1.1 RESPOSTA INFLAMATORIA

A primeira defesa do organismo humano frente a um dano tecidual é a resposta inflamatoria
(1). Diferentes estimulos podem desencadear uma resposta inflamatdria, tais como, infecgdes, traumas
e mecanismos imunoldgicos (2). A inflamacdo é um processo bioldgico complexo que envolve
componentes vasculares, celulares e uma diversidade de substancias soluveis, que sdo produzidas por
células ou derivadas de proteinas plasmaticas, conjuntamente denominados de mediadores
inflamatdrios ou mediadores quimicos (3,4).

A resposta inflamatéria pode ser classificada em aguda ou crbnica. A fase aguda da
inflamacdo é coordenada pelo sistema imune inato, e é caracterizada por um inicio abrupto e de curta
duracdo. Nesta fase ocorrem alteragdes vasculares que levam ao extravasamento do liquido vascular e
das proteinas plasmaticas, além da migracdo de leucécitos, principalmente os polimorfonucleares,
como os neutrdfilos (1,4). As manifestacBes clinicas decorrentes destas alteragdes sdo chamadas de
sinais cardinais, e incluem o rubor, o calor, 0 edema, a dor e o prejuizo funcional (5). Quando a
inflamagéo é solucionada, ocorre a remogdo do agente irritante e o reparo do tecido lesado (6), no
entanto, diversas condig¢Oes patologicas sdo sustentadas por uma inflamagdo néo resolutiva, que pode
progredir para uma fase crénica (4).

A fase cronica pode desenvolver-se ap6s uma inflamacdo aguda ou entdo iniciar
insidiosamente. Esta inflamacdo tem uma duracéo prolongada, podendo chegar a semanas, meses, e
em alguns casos, anos (7). A resposta crénica é caracterizada pela infiltragdo de células
mononucleares, especialmente macrofagos, linfocitos e plasmocitos, e além das manifestagdes
classicas da inflamacdo, pode resultar em substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo
fibroso e angiogénese (8,9). O processo cronico é conhecido por desempenhar um papel importante na
fisiopatologia de inimeras doencas, que podem desencadear a dor crénica e a incapacidade, como por
exemplo, na artrite reumatdide, no cancer e no lupus eritematoso sistémico (10).

Tanto as inflamacdes agudas quanto as inflamag6es crénicas sdo reguladas por mediadores
inflamatérios, ou de origem tecidual ou de origem plasmatica. Estes mediadores sdo produzidos e
ativados em resposta aos estimulos inflamatérios (5). Sumariamente, estas moléculas induzem a
vasodilatagdo e aumentam a permeabilidade vascular, além atuarem em células residentes
(fibroblastos, células endoteliais, macr6fagos e mastdcitos) e nas células inflamatérias recrutadas
(mondcitos, linfécitos, neutrofilos e eosindfilos). Algumas delas, desencadeiam respostas sistémicas
durante a inflamacéo, como a febre, a hipotensdo, a sintese de proteinas de fase aguda e a leucocitose
(6,11).

Dentre os mediadores que regulam as respostas inflamatorias encontram-se: 0s metabolitos
inflamatdrios lipidicos, como o fator de ativacdo plaquetéria (PAF) e os metabolitos derivados do

acido araquiddnico (prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas); as proteinas do plasma, derivadas do
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sistema complemento, da coagulacao e das cininas; o 6xido nitrico e as citocinas (7). As citocinas séo
proteinas sintetizadas por varios tipos celulares, que sdo capazes de modular as fung@es celulares,
sendo moléculas importantes no processo inflamatério. Muitas citocinas sdo multifuncionais e
algumas atuam como mediadores pro-inflamatorios (IL-1, IL-6 e TNF-a) e outras como anti-
inflamatorios (IL-10 e IL-35) (12,13). Assim, as citocinas bem como os demais mediadores quimicos
sdo indispensaveis para a regulacdo do processo inflamatorio, e para que uma inflamacéo néo se torne
prejudicial as células normais do tecido lesado, é substancial a modulagdo entre os mediadores pro-

inflamatédrios e os anti-inflamatorios (5).

1.2 MIGRACAO CELULAR

O recrutamento de leucécitos a partir da vasculatura em um tecido inflamado é um processo
importante da resposta inflamatoria. Este processo € fortemente regulado e composto por multiplas
etapas que, em geral, sdo semelhantes para as diferentes subpopulacdes de leucdcitos (14).

Na maioria dos tecidos, a cascata de recrutamento dos leucécitos envolvem os seguintes
passos: marginalizagdo dos leucocitos, rolamento, adeséo, e, finalmente, a transmigragdo (Figura 1)
(15,16). Os neutrdéfilos sdo recrutados rapidamente para o foco inflamatério e dominam o influxo
inicial de leucdcitos (17). O recrutamento dos leucdcitos € iniciado por mudancas na superficie do
endotélio vascular que resultam da estimulacdo por mediadores inflamatérios. Uma variedade de
citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e aminas vasoativas estéo envolvidos no recrutamento de
leucécitos através da expressdo aumentada de moléculas de adesdo celular e da quimiotaxia. A
histamina e as citocinas (TNF-a e IL-1p) sdo exemplos de mediadores que sdo secretados a partir de

leucdcitos residentes, quando estes entram em contato com os agentes patogénicos (15,18).

Fluxo
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Figura 1. Recrutamento de leucdcitos no processo inflamatério (19)
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A baixa tensdo de cisalhamento e as colisbes com os globulos vermelhos levam a
marginalizacdo dos leucécitos para a periferia do vaso (16). Na sequéncia, as fracas interagdes
adesivas, mediadas por selectinas (E e P-selectinas), integrinas (f2e o4-integrinas) e seus ligantes
correspondentes sdo estabelecidas, e este contato facilita o reconhecimento inicial dos quimioatratores,
principalmente as quimiocinas (19,20). O rolamento dos leucdcitos sobre as células endoteliais é
mediado pelas selectinas e seus respectivos ligantes (carboidratos). Esta ligacdo fornece uma interacéo
fraca entre os leucocitos e endotélio vascular, resultando no rolamento (14,21). As quimiocinas
medeiam suas atividades pela ligacdo de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) (22). Os GPCRs
ativado e também a ligacdo das selectinas a seus ligantes conduzem a ativacdo das integrinas, que
interagem com as moléculas de adesdo da superfamilia das imunoglobulinas, como as moléculas de
adesdo intercelular (ICAM) e as moléculas de adesdo vascular (VCAM-1), resultando no fenémeno de
adesdo (20,23). Além das integrinas, as proteinas quimiotaticas de mondcitos-1 (MCP-1) e de
linfécitos (LFA-1) também auxiliam na adesdo dos leucécitos (24,25). Uma vez aderidos ao longo do
endotélio vascular, os leucécitos rastejam e migram por aberturas entre as células endoteliais
(migracéo transendotelial) ou através do corpo das células endoteliais (via transcelular) (19,24).

Apos a transmigracdo os leucdcitos continuam a migrar em dire¢cdo ao foco inflamatorio,
seguindo um gradiente de concentracdo de substancias quimiotaticas, em um processo denominado de
quimiotaxia (26). Os principais agentes quimiotéxicos incluem as quimiocinas (principalmente
receptores CXCR2 para neutrdfilos), lipidios (LTB,4, PAF), anafilotoxinas do sistema complemento
(C5a e C3a) e o peptideo formil metionil leucil fenilanina (fMLP) (23). No local da inflamacdo os
neutrofilos podem eliminar patdgenos por mecanismos extracelulares ou intracelulares, que incluem o
mecanismo dependente da enzima NADPH-oxidase (producdo de espécies reativas de oxigénio -
EROs) e proteinas antibacterianas, como as catepsinas, defensinas, lactoferrinas e as lisozimas (15).
Deste modo, a duracdo e intensidade da reacdo inflamatéria devem ser firmemente reguladas, pois a
infiltracdo persistente de leucdcitos pode causar danos nos tecidos, e este fendmeno esta associado
com as doencas inflamatdrias cronicas (18). Diversos produtos naturais apresentam atividade inibitéria
da gquimiotaxia de leucdcitos in vivo e in vitro, incluindo os éleos essenciais, como por exemplo, o

6leo essencial do gengibre e do alecrim (27,28).

1.3 PLANTAS MEDICINAIS E OS OLEOS ESSENCIAIS

As plantas representam uma das mais importantes fontes de substancias com atividades bioldgicas,
e a sua utilizacdo para tratamento, cura e prevencdo de doencas é uma das praticas medicinais mais
antigas da humanidade (29). Um grande avango cientifico envolvendo os estudos quimicos e
farmacoldgicos de plantas medicinais tém sido observado nos Gltimos anos, e os pesquisadores visam

obter novos compostos com propriedades terapéuticas (30).
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As plantas aromaticas sdo utilizadas desde a antiguidade devido a suas propriedades conservantes,
medicinais e também para conferir aroma e sabor aos alimentos. Suas propriedades farmacéuticas sao
parcialmente atribuidas aos 6leos essenciais (31,32).

Adicionalmente, as plantas medicinais e aromaticas tém sido exploradas para o desenvolvimento
de diversos produtos, como, farmacos, perfumes, corantes e inseticidas. Como 0s consumidores
também tém mostrado interesse crescente nestes produtos, técnicas biotecnoldgicas inovadoras estdo
sendo desenvolvidas e aplicadas para alterar o metabolismo secundério das plantas, com o intuito de
melhorar a qualidade e a quantidade de metabolitos de interesse especifico (33). Nos ultimos anos com
0s avancos nos métodos de isolamento, purificacdo e determinacdo estrutural houve uma melhor
compreensdo das composi¢cdes quimicas dos dleos essenciais, incluindo os vestigiais, aqueles que se
encontram em baixas quantidades (34).

Os 06leos essenciais ou esséncias sdo misturas complexas naturais de metabolitos secundarios
volateis, eles podem ser obtidos de diversas partes da planta, como das raizes e rizomas, folhas, cascas
e ramos, flores, frutos e sementes (35,36). A sua composi¢do pode variar de acordo com a parte da
planta utilizada como matéria-prima, além de outros fatores, como o cultivo, o solo, as condigdes
climaticas e a época de colheita. Todas estas variaveis podem determinar a composi¢éo e a qualidade
do 6leo essencial (37). Eles podem ser isolados das plantas por destilagdo ou por outras técnicas de
extracao (38).

Os constituintes de Oleos essenciais de plantas se encaixam em duas classes quimicas
completamente distintas, os terpendides e os fenilpropanodides. Os terpenos representam 0s
componentes principais, que ocorrem com mais frequéncia e abundancia (39). Os principais
terpenoides encontrados nos Gleos essenciais sdo 0s monoterpenos e 0s sesquiterpenos (32,40).
Estudos prévios tém demonstrado a atividade bioldgica de dleos essenciais de plantas, onde a presenca
de terpendides e fenilpropandides confere atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva,

imunomoduladora, antiemética, anti-helmintica, anti-infecciosa, antitumoral, dentre outras (35,41-45).

1.3.1 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo fitoquimicos que pertencem ao grupo quimico de terpenos e sdo 0s
principais constituintes de Gleos essenciais (40,46). A maioria dos monoterpenos sdo lipofilicos e
possuem estruturas altamente volateis. Eles sdo liquidos, incolores, quimicamente reativos e
apresentam aroma caracteristico. Além disso, este grupo com inimeros compostos possui esqueletos
bésicos varidveis e exibem estereoisdmeros (47).

Estudos prévios demonstraram que 0s monoterpenos possuem uma variedade de propriedades
farmacoldgicas, incluindo antiflngica, antibacteriana, antiviral, antioxidante, antiarritmica, anestésica,
anti-inflamatdria e antinociceptiva (46,48-51). Estas propriedades podem ser potencialmente Gteis no

tratamento de varias condi¢Bes patoldgicas (47).
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Sao varios 0s monoterpnenos que apresentam atividades bioldgicas, tais como o alfa-pineno
(52), o anetol (53), o borneol (54), o 1-8 cineol (55), 0 p-cimeno (56), o eugenol (57) e o limoneno
(58). Considerando que 0os monoterpenos sdo comuns em muitas espécies de plantas e sdo utilizados
em preparacOes cosméticas, farmacéuticas e na industria alimentar, é importante avaliar o potencial
farmacoldgico destes compostos (50).

O monoterpeno p-cimeno (Figura 2A) é um composto organico aromatico que é empregado na
producdo de substdncias quimicas e como agente aromatizante (59,60). Este componente pode ser
encontrado e isolado nos 6leos essenciais de plantas pertencentes as gimnospermas € as angiospermas
(61,62). Como grande parte dos monoterpenos obtidos de plantas, algumas atividades bioldgicas estdo
associadas ao p-cimeno, tais como: antioxidante (63), anti-inflamatéria (64,65), antinociceptiva (49) e
antimicrobiana (62,66).

O terpendide alfa-pineno (Figura 2B), classificado como um monoterpeno biciclicos, pode ser
encontrado no éleo essencial de diversas plantas, como por exemplo, coniferas (pinheiro) (52), género
Eucalyptus (67), Citrus latifolia Tanaka (42) e Bupleurum fruiticescens (68). Estes compostos existem
como isomeros épticos, e os dois pinenos ativos sdo o alfa-pineno e o beta-pineno. Esta mistura
racémica pode estar presente em alguns 6leos essenciais, como no do eucalipto, por exemplo (69).
Adicionalmente, o alfa-pineno também pode ser empregado em diferentes processos industriais (52).

Estudos prévios tém atribuido algumas propriedades bioldgicas ao alfa-pineno, incluindo a
atividade antimicrobiana (70), anti-inflamatdria (71), antialérgica (67) e antioxidante (36).

A B

p-cimeno alfa-pineno

Figura 2. Estrutura quimica do p-cimeno (A) e do alfa-pineno (B) (40)

A atividade biologica de oOleos essenciais de plantas aromaticas tem sido amplamente
estudada, porém, ainda sdo escassos o0s trabalhos publicados sobre os monoterpenos isolados dos 6leos
essenciais, como do p-cimeno e do alfa-pineno, especialmente no que se refere ao comportamento
leucocitério, envolvendo o processo de quimiotaxia e fagocitose, bem como o envolvimento dos
diferentes mediadores inflamatorios nestes eventos. Portanto, estudos e pesquisas poderdo contribuir
para a descoberta de novas substancias ativas e para o desenvolvimento de novos farmacos com

atividade anti-inflamatéria.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve o objetivo geral de estudar e identificar os possiveis efeitos anti-

inflamatdrios dos monoterpenos p-cimeno e alfa-pineno. De modo especifico avaliamos:

a) a citotoxicidade do p-cimeno e do alfa-pineno;

b) atoxicidade aguda do p-cimeno e do alfa-pineno;

c) os efeitos do p-cimeno e do alfa-pineno sobre a quimiotaxia in vitro;

d) os efeitos do p-cimeno e do alfa-pineno na peritonite induzida por carragenina;

e) os efeitos do p-cimeno e do alfa-pineno sobre a microcirculacdo in situ;

f) os efeitos do p-cimeno sobre a atividade fagocitica;

g) os efeitos do p-cimeno sobre os niveis de citocinas;
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3 EFEITOS DO P-CIMENO SOBRE A QUIMIOTAXIA, A FAGOCITOSE E O
COMPORTAMENTO DE LEUCOCITOS

As plantas sdo uma das principais fontes de substancias com atividades bioldgicas e 0 seu uso
para o tratamento, cura e prevencdo de doencas é uma das praticas mais antigas da humanidade (30).
Nos ultimos anos tem havido um interesse mundial crescente no estudo cientifico e também na
utilizacdo de produtos naturais, e dentro deste contexto, evidenciou-se o seu papel como base para o
desenvolvimento de novos farmacos, devido a sua ampla diversidade estrutural e suas relevantes
atividades bioldgicas (72).

O p-cimeno (p — isopropil tolueno, 1-metil-4-isopropil benzeno ou metilpropil benzeno), um
monoterpeno monociclico, € um metabdlito que pode ser encontrado em alimentos, ervas arométicas e
nos 6leos essenciais de plantas, incluindo o 6leo essencial do Citrus latifolia Tanaka (42,62,64,73).
Além disso, o p-cimeno é um produto importante na industria farmacéutica, cosmética e para a
producdo de fungicidas e pesticidas (60).

Pesquisas recentes demonstraram que 0 composto p-cimeno possui atividades biologicas
diversas, tais como: antiflngica, antiviral, antimicrobiana, inseticida, antinociceptiva, anti-
inflamatdria, além de melhorar os parametros bioquimicos de ratos tratados com dieta rica em gordura
e apresentar efeito relaxante sobre o masculo liso vascular (40,48,49,54,59,62,66,74—76). Entretanto,
sd0 poucos o0s estudos que relacionam este composto a atividade anti-inflamatéria, especialmente no
gue se refere ao comportamento celular durante este processo, envolvendo a quimiotaxia e a
fagocitose. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do p-cimeno sobre o comportamento

de leucocitos in vitro e in vivo.

3.1 MATERIAIS E METODOS

3.1.1 Matéria vegetal e obten¢do do constituinte isolado

Os frutos de Citrus latifolia Tanaka foram adquiridos na feira do produtor da cidade de
Maringa-PR, no més de maio de 2009. O 6leo essencial foi obtido das raspas dos flavedos dos frutos
de Citrus latifolia Tanaka previamente resfriados em geladeira. As massas dos flavedos foram
submetidas a hidrodestilagdo durante 2 horas, utilizando-se o aparato de Clevenger. O 6leo essencial
obtido foi separado, seco com sulfato de sédio anidro, e armazenado ao abrigo da luz, a temperatura de
4° C. O constituinte p-cimeno foi isolado a partir do 6leo essencial de Citrus latifolia Tanaka como
fraces de dleo hidrodestilado, e foi identificado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas e por ressonancia magnética nuclear de **C, como descrito anteriormente (42).

3.1.2 Animais
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Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c (20 - 35 g) e camundongos
machos da linhagem C57BL/6J (17 - 20 g) fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual
de Maringa. Os animais, foram mantidos em sala com temperatura controlada de 22 + 2°C, sob ciclo
claro-escuro 12/12 horas, com ragao e agua ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa (CEAE/UEM
066/2010).

3.1.3 Determinacdo da atividade citotoxica

Os ensaios bioldgicos para avaliar a atividade citotdxica in vitro foram realizados seguindo o
método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio; Sigma®), que é um teste
colorimétrico baseado na reducdo do MTT por enzimas mitocondriais formando os cristais de
formazan de cor violeta. Essa redugdo s6 ocorre quando as enzimas mitocondrias sdo ativas e,
portanto, a conversdo pode ser diretamente relacionada ao nimero de células viaveis (77).

Para este ensaio, neutréfilos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos BALBI/c,
4 horas apo6s a injecdo intraperitoneal com 1mg/cavidade de Zymosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Para a coleta das células, os animais foram eutanasiados com overdose de cetamina/xilazina e a
cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL de tampdo fosfato-salina (PBS, pH 7,4) contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O lavado peritoneal foi centrifugado a 1000 rpm/10 minutos a
temperatura de 4°C. Os neutréfilos foram ressuspendidos em meio RPMI 1640 completo e contados
em camara de Neubauer. Na sequéncia, os mesmos foram plaqueados na densidade de 5x 10° por
poco, em microplaca de 96 pocos e expostos aos diferentes concentracdes de p-cimeno (3, 10, 30 ou
90 pg/mL) pelo periodo de 1 hora e 30 minutos, com a placa incubada, protegida da luz, a 37°C, com
atmosfera a 5% de CO, . As emulsdes de p-cimeno foram preparadas com meio RPMI 1640 e
emulsionadas por sonica¢do. Em seguida, foram adicionados 10ulL. de MTT, a placa foi incubada nas
mesmas condi¢des descritas acima por 2 horas. Apos este periodo o MTT foi retirado, e foram
adicionados 100uL de dimetilsulfoxido (DMSO), a placa foi incubada por 10 minutos e a leitura foi
realizada em 540 nm em leitor de microplaca - Biochrom Asys Expert Plus Microplate Reader
(Biochrom®). A porcentagem da viabilidade celular (PVC) foi determinada pela seguinte formula:

% Células Vidveis Absorbéncia das células tratadas — Absorbancia do branco X 100
o Letttas Viavets = Absorbancia do controle — Absorbancia do branco

3.1.4 Teste de toxicidade aguda

Estudos de toxicidade foram realizados em camundongos machos da linhagem BALB/c. Os
animais (n=5 animais por grupo) foram mantidos em jejum durante a noite e entdo tratados, oralmente
(gavagem), com p-cimeno (1, 2, 3 e 4 g/Kg de peso corporal) ou veiculo (0,2% - solucdo aquosa de
Tween 80) para o grupo controle. Apds o tratamento os animais foram observados durante 7 dias.

Comida e &gua foram fornecidas durante todo o experimento. Neste periodo de observacdo foi
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registrado o nimero de mortes entre os animais de cada grupo e a determinacgao da DL50 foi realizada
de acordo com a literatura (78).

3.1.5 Ensaio de quimiotaxia in vitro

O ensaio de quimiotaxia in vitro foi realizado em micro cAmera de Boyden modificada (79)
(48 pocgos; Neuro Probe, Inc., Cabin John, MD-USA) usando filtro de policarbonato (5 um, 25x80
mm, 50 Pk, GE Water & Proces Technologies), conforme ilustrado na Figura 3.

Neste ensaio, os neutrofilos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos BALBI/c,
4 horas ap06s a injecdo intraperitoneal com 1mg/cavidade de Zymosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Para a coleta das células, os animais foram eutanasiados com overdose de cetamina/xilazina e a
cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL PBS, pH 7,4 contendo EDTA. O lavado peritoneal foi
centrifugado a 1000 rpm/10 minutos a temperatura de 4°C. A contagem de células foi realizada em
cdmara de Neubauer e sua viabilidade avaliada pelo teste de exclusdo do corante Azul de Tripan. As
suspensdes consideradas ideais foram aquelas com viabilidade superior a 95% de células integras.

Os neutroéfilos, 1x10° células/mL em meio de cultura RPMI 1640 acrescido de albumina sérica
bovina - BSA a 0,1%, foram incubados, antes do estimulo quimiotatico, com diferentes concentragdes
do p-cimeno (1, 3, 10, 30 ou 60 pg/mL) por 30 minutos. As emulsdes de p-cimeno foram preparadas
com meio RPMI 1640 e emulsionadas por sonicagcdo. Como controles, neutrofilos foram incubados
apenas com o meio RPMI 1640. Na montagem da camara de Boyden, inicialmente foi adicionado no
compartimento inferior 26 pL de fMLP - 10°M ou leucotrieno B, (LTB,-10°M) e o controle negativo
RPMI 1640. A seguir foi colocado sobre o compartimento inferior um filtro de policarbonato e acima
deste uma membrana de polietileno, sobre os quais 0 compartimento superior da cdmara foi encaixado.
Neste compartimento (superior) foram adicionados 50 pL de cada suspensdo de neutrofilos pré-
tratados. A camara foi incubada a 37°C com atmosfera a 5% de CO, pelo periodo de 1 hora.
Posteriormente, o filtro foi removido, fixado em lamina e corado [kit Instant - Prov (Newprov®)]. Os
neutrofilos que migraram através do filtro foram contados, em cinco campos selecionados
aleatoriamente, utilizando microscépio éptico comum. Os resultados foram expressos como numero

de neutrofilos por campo, representativos de trés experimentos separados.
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Figura 3. Modelo de Camara de Boyden

3.1.6 Peritonite induzida por carragenina

O ensaio de peritonite, para avaliar a migracdo de leucdcitos in vivo, foi realizado com
camundongos machos da linhagem C57BL/6J. Os animais foram previamente tratados, por via oral
(gavagem), com p-cimeno (100, 200 ou 400 mg/Kg de peso corporal), indometacina (5 mg/Kg -
controle positivo, anti-inflamatorio ndo esteroidal de referéncia) ou veiculo (0,2% - solugdo aquosa de
Tween 80, 0.1mL) como controle. A peritonite foi induzida pela injecdo intraperitoneal de carragenina
na concentragdo 500 ug por cavidade ou um volume equivalente de veiculo (solugdo salina), 30
minutos apds os respectivos tratamentos. Apo6s 4 horas da injecdo de carragenina, os animais foram
eutanasiados com overdose de cetamina/xilazina e a cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL de PBS,
pH 7,4 contendo EDTA. Em seguida, o lavado peritoneal foi coletado, centrifugado a 1000 rpm/10
minutos e o sedimento foi utilizado para a contagem total e diferencial de leucdcitos. Os resultados

foram expressos como numero de leucdcitos por cavidade.

3.1.7 Migracao de leucocitos in vivo

Os processos de rolling e adesdo endotelial de leucécitos foram utilizados como parametros
para avaliar a migracdo de leucocitos. Para isso, 0 tecido mesentérico de camundongos machos da
linhagem C57BL/6J foi exposto para 0 exame microscéopico in situ.

Previamente, os diferentes grupos de animais foram tratados, por via oral, com p-cimeno (100,
200 ou 400 mg/Kg de peso corporal), indometacina (5 mg/Kg - controle positivo, anti-inflamatorio
nado esteroidal de referéncia) celecoxibe (5 mg/Kg - controle positivo, anti-inflamatério ndo esteroidal
de referéncia) ou veiculo (0,2% - solugdo aquosa de Tween 80). A suspensdo de carragenina (500
pg/cavidade) foi injetada intraperitonealmente, 1 hora apds os respectivos tratamentos. Ap6s um
periodo de 2 horas, os animais foram anestesiados (cetamina/xilazina 1:1). Iniciou-se entdo o
procedimento para a exposicao do tecido mesentérico, que se deu através de uma incisdo longitudinal
da pele e do masculo abdominal do lado direito do corpo dos animais. Durante 0 ensaio 0s animais

foram mantidos em uma placa especial com plataforma transparente onde o tecido mesentérico foi
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fixado. Esta placa foi mantida a 37° C e a prepara¢do mantida Umida e quente, com solucao de Ringer-
Locke com gelatina a 1% (pH 7,2-7,4).

Os vasos selecionados para o estudo foram as vénulas pos-capilares com diametro de 18-25
pum. O namero de leucdcitos com comportamento rolling e aderidos ao endotélio foi determinado em
intervalos de 5 minutos. Como leucdcitos aderentes considerou-se apenas 0s leucocitos que
permaneceram aderidos ao endotélio venular por mais de 30 segundos. As células foram contadas na
imagem gravada com trés campos diferentes para cada animal, para evitar a variabilidade devida a

amostragem, e o valor médio foi calculado.

3.1.8 Atividade fagocitica de macrofagos

A atividade fagocitica foi determinada em macréfagos residuais do lavado coletado da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c.

Inicialmente, 5 mL de PBS foram injetados no peritbnio dos animais eutanasiados e, na
sequéncia, o lavado peritoneal foi coletado e centrifugado a 1500 rpm/10 min. O sedimento foi
ressuspendido em 1 mL de RPMI 1640 e o volume celular corrigido para 2,5 x 10° leucdcitos/mL.
Essa suspenséo foi colocada numa placa de 24 pogos e incubada por 1 hora a 37°C com atmosfera a
5% de CO,. Em seguida, as células ndo aderentes foram removidas por lavagem e as células aderidas
corresponderam aos macrofagos residuais. A viabilidade celular foi determinada com azul de Tripan e
foi superior a 90% em todos os experimentos. Os macréfagos (aderidos) foram entdo incubados com
p-cimeno (3, 10 ou 30ug/mL) em meio RPMI 1640 completo por 24 horas a 37°C com atmosfera a
5% de CO,. Lipopolissacarideo (LPS- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na concentracdo de
20ug/mL foi utilizado como controle positivo, e 0 meio RPMI 1640 como controle negativo. Apds a
incubacdo, o sobrenadante foi removido. Células vermelhas do sangue de galinha, a 3% em RPMI,
foram adicionadas aos pogos contendo os macr6fagos aderidos e novamente a placa foi incubada por 1
hora. Ao final, as laminulas contendo os macréfagos foram coradas [kit Pandtico Rapido LB
(Laborclin®)] e fixadas em laminas para contagem celular. O indice de fagocitose (IP) foi medido pela

contagem do nimero de hemaécias de galinha fagocitados por 100 macréfagos.

3.1.9 Quantificacdo dos niveis de citocinas

Para quantificar os niveis de TNF-a e IL-10, os neutréfilos foram isolados de camundongos
BALBI/c, 6 horas apds a injecdo intraperitoneal com 1mg/cavidade de Zymosan (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). Apos a coleta através da lavagem peritoneal, o nimero de células foi ajustado
(5x10° células/mL em meio RPMI 1640 completo) e entdo os neutréfilos foram plaqueados, em
microplaca de 96 pocgos, onde foram expostas aos diferentes tratamentos de p-cimeno (10 ou 90
pug/mL) ou ao meio RPMI 1640 (controle) por 30 minutos, com a placa incubada, a 37°C com
atmosfera a 5% de CO,. Apos este periodo, os neutréfilos foram estimulados com adicdo do agente

quimiotaxico (fMLP — 0,1uM) em todos 0s pocos, exceto no controle negativo, e a microplaca foi
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incubada novamente durante 1 hora, a 37°C com atmosfera a 5% de CO,. Na sequéncia, a microplaca
foi centrifugada e o sobrenadante foi removido e rapidamente congelado a -70°C para anélise
posterior. Os niveis de citocinas foram determinados por meio da técnica de imunoensaio enzimatico
(ELISA) utilizando kits comerciais (R & D system®). Os niveis de citocinas foram expressos em
pg/mL.

3.1.10 Analise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Prism
Software Inc., San Diego,CA, USA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) para cada grupo. A comparacdo estatistica dos dados foi realizada através da analise de

variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. P<0.05 foi considerado como nivel de significancia.

3.2 RESULTADOS

3.2.1 Efeito do p-cimeno sobre a citotoxicidade de neutrdéfilos

Neutrofilos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c previamente
estimulados com Zymosan e a citotoxicidade foi avaliada frente as diferentes concentragBes de p-
cimeno, conforme descrito na secdo de materiais e métodos. O p-cimeno nas concentragdes de 3, 10,

30 e 90 pg/mL mostrou uma viabilidade celular de 93%, 89%, 85% e 82%, respectivamente.

3.2.2 Efeito do p-cimeno sobre a toxicidade aguda

Camundongos machos BALB/c foram oralmente tratados, uma Unica vez, com p-cimeno nas
doses de 1, 2 e 3 g/Kg e observados durante 7 dias. A toxicidade aguda do p-cimeno foi baixa, pois
durante este periodo nenhuma morte ou sinais de toxicidade foram evidenciados, impossibilitando a

realizagdo do céalculo de DL50 para esta via.

3.2.4 Efeito do p-cimeno sobre a quimiotaxia in vitro

O efeito das diferentes concentracGes de p-cimeno sobre a quimiotaxia de neutréfilos in vitro,
estd apresentado na Figura 4. O p-cimeno nas concentragfes de 3, 10, 30 e 60 pg/mL causou uma
inibicdo significativa da migracdo de neutréfilos estimulada pelo agente quimiotatico fMLP. A
porcentagem de inibi¢do para cada concentracdo de p-cimeno foi de 60.2%; 64.1%; 69.1%; 58.1%,
respectivamente. Por outro lado, o composto p-cimeno testado nas mesmas concentragcdes ndo inibiu

significativamente a migracéo de neutrdfilos estimulada pelo agente quimiotatico LTB,.
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Figura 4. Efeito inibitdrio do p-cimeno na quimiotaxia de neutrdfilos in vitro. Os neutréfilos foram coletados
da cavidade peritoneal de camundongos ap0s indugdo de peritonite com zymosan (1 mg/cavidade). A
quimiotaxia dos neutréfilos foi estimulada com fMLP (10 °M) (A) ou LTB, (10 M) (B) apds 30 minutos de
incubacdo com p-cimeno nas concentragdes de 1, 3, 10, 30 e 60 pg/mL. O procedimento de quimiotaxia foi
realizado em camara de Boyden conforme descrito na se¢do 3.1.5. Os valores estdo expressos como a média +
EPM (n =5) e foram representativos para 3 experimentos independentes. *p < 0.05 comparado com meio (RPMI
1640). #p < 0.05 comparado com o grupo de neutréfilos estimulados com fMLP ou LTB, (One way - ANOVA,
teste de Tukey).
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3.2.5 Efeito do tratamento com p-cimeno sobre a migracgdo celular no exsudato
peritoneal de camundongos

A Figura 5 mostra o numero de leucdcitos totais e polimorfonucleares que migraram para a
cavidade peritoneal de camundongos tratados e ndo tratados com p-cimeno. Ap6s 4 horas da indugdo
da peritonite com carragenina, observou-se uma resposta inflamatdria caracterizada por um aumento
no ndmero de leucdcitos na cavidade peritoneal (11.53 + 1.18 x 10° células/cavidade) quando
comparados com o grupo controle (veiculo) (5.37 + 0.20 x 10° células/cavidade). O tratamento dos
animais com p-cimeno nas doses 100, 200 e 400mg/Kg reduziu significativamente a migracdo de
leucécitos totais para a cavidade peritoneal (35.2%; 39.8% e 22.9%, respectivamente), a0 mesmo
tempo em que a infiltracdo de polimorfonucleares também foi reduzida. A indometacina, farmaco anti-
inflamatério de referéncia, também inibiu significativamente o nimero de células migratérias, tanto os

leucécitos totais quanto os polimorfonucleares.
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Figura 5. Efeito do tratamento com p-cimeno sobre a migracdo de leucdcitos totais (LT) e
polimorfonucleares (PMN) para a cavidade peritoneal. Camundongos C57BL/6 foram tratados por via oral
com p-cimeno (100, 200 ou 400 mg/Kg), indometacina (5 mg/Kg) ou veiculo e, ap6s 30 minutos, foi induzida a
peritonite com carragenina (500ug/camundongo, i.p.). O nimero de leucécitos que migraram para a cavidade
peritoneal 4 horas apds a injecdo de carragenina foi determinada conforme descrito na se¢do 3.1.6. Os valores
estdo expressos como média = EPM (n = 5). p < 0.05 comparado com salina (controle negativo). °p < 0.05
comparado com o grupo que recebeu carragenina (controle positivo). ). °p < 0.05 comparado com salina
(controle negativo). % < 0.05 comparado com o0 grupo que recebeu carragenina (controle positivo) (One-way
ANOVA, teste de Tukey).

3.2.6 Efeito do tratamento com p-cimeno sobre a microcirculagao in situ

O efeito do tratamento com p-cimeno sobre o comportamento rolling e adesdo de leucécitos
foi avaliado in situ na microcirculagio mesentérica de camundongos e os resultados estdo
apresentados na Figura 6. Duas horas apés a injecao de carragenina (500 pg/cavidade, i.p), observou-
se um aumento acentuado no numero de leucécitos rolling e aderentes no endotélio vascular (Figura
6A e 6B). O pré-tratamento com p-cimeno, nas doses de 100 e 200 mg/Kg, promoveu uma reducgdo
significante no niumero de leucécitos rolling (41.1% e 62.6%, respectivamente), bem como o nimero
de leucdcitos aderentes foi reduzido pelo p-cimeno em todas as doses testadas (100, 200 e 400
mg/Kg), com as seguintes porcentagens de inibigdo: 55.8%, 72.6% e 56.5%, respectivamente. As
drogas anti-inflamatorias de referéncia, indometacina e celecoxibe, diminuiram significativamente os
leucécitos rolling (58.6% e 46.4%, respectivamente) e aderentes (34.7% e 23.2%, respectivamente)

para o endotélio vascular (Figura 6A e 6B).
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Figura 6. Efeito do tratamento com p-cimeno sobre os leucécitos rolling (A) e aderentes (B) induzidos por
carragenina. Camundongos C57BL/6J foram tratados por via oral com p-cimeno (100, 200 ou 400 mg/Kg),
indometacina (5 mg/Kg), celecoxibe (5 mg/Kg) ou veiculo. Apés 60 minutos, salina ou carragenina (500
pg/cavidade) foi injetada intraperitonealmente. Leucdcitos rolling e aderentes foram avaliados 2 horas mais
tarde, conforme descrito na secdo 3.1.7. Os valores representam a média + EPM (n=5 animais por grupo). *p <
0.05 comparado com a salina (controle negativo). #p < 0.05 comparado com o grupo que recebeu apenas
carragenina (controle positivo) (One way - ANOVA, teste de Tukey).
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3.2.7 Efeito do p-cimeno sobre a atividade fagocitica de macréfagos

Visto que a atividade fagocitica é uma das mais importantes fun¢des dos macréfagos, o efeito
do p-cimeno, nas concentragdes de 3, 10 e 30 pg/mL, sobre esta atividade foi avaliada. Os resultados
estdo apresentados na Figura 7 e mostram que o p-cimeno estimulou significativamente a habilidade
fagocitica dos macrofagos em todas as concentrac@es testadas, quando comparado com o grupo do
controle negativo. Um efeito similar foi observado quando o LPS foi utilizado como controle positivo.
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Figura 7. Efeito do p-cimeno sobre a atividade fagocitica de macrofagos. Macréfagos foram coletados da
cavidade peritoneal de camundongos BALB/c ¢ a atividade fagocitica foi avaliada in vitro conforme descrito na
secdo 3.1.8. Os macréfagos peritoneais foram incubados com p-cimeno nas concentragdes de 3, 10 e 30 pg/mL
por 24 horas a 37°C com 5% de CO,. LPS 20 pg/mL foi utilizado como controle positivo. Os valores
representam a média + EPM (n = 5) e sdo representativos para trés experimentos independentes. *P < 0.05
comparado ao controle negativo (CN). #p < 0.05 comparado ao CN (One way - ANOVA, teste de Tukey).

3.2.8 Efeito do p-cimeno sobre os niveis de citocinas

Sabendo que as citocinas podem modular a resposta inflamatdria, avaliou-se o efeito do p-
cimeno sobre os niveis de TNF-a e IL-10. Os resultados estdo apresentados na Figura 8. O tratamento
com p-cimeno inibiu significativamente a libera¢do de TNF-a nas concentracfes testadas (Figura 8A).
Sobre os niveis de I1L-10, ndo foram observadas alteragdes significativas (Figura 8B) em neutrdfilos

estimulados com fMLP.
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Figura 8. Efeito do p-cimeno sobre os niveis de TNF-a (A) e IL-10 (B) em neutroéfilos estimulados com
fMLP. Os neutréfilos foram expostos aos diferentes tratamentos de p-cimeno (10 ou 90 pg/mL) ou ao meio
RPMI 1640 (controle) por 30 minutos e estimulados com 0,1 uM fMLP por 60 minutos (exceto o controle
negativo). A quantificaclo das citocinas foi realizada através do ELISA. *P < 0.05 comparado ao controle
negativo. #p < 0.05 comparado com os neutrdfilos estimulados com fMLP (controle positivo) (One way -
ANOVA, teste de Tukey).

3.3 DISCUSSAO

No presente trabalho, foram investigados os efeitos do p-cimeno, um monoterpeno, sobre o
processo inflamatdrio agudo utilizando modelos experimentais de quimiotaxia in vitro, peritonite,
microcirculagdo in situ, fagocitose e quantificacdo de citocinas. Recentemente, algumas pesquisas tém
relacionado a atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria aos monoterpenos, que sdo 0s
componentes quimicos majoritarios encontrados nos 6leos essenciais de varias espécies de plantas
(43,53,80). Estudos prévios realizados por nossa equipe de pesquisa mostraram que 0 p-cimeno pode
ser encontrado no 6leo essencial do Citrus latifolia Tanaka (42).

A aplicacéo terapéutica dos produtos naturais, além de trazer beneficios a saude, também esta
relacionada a eventos téxicos (41,81). Alguns monoterpenos exibem questdes problematicas a respeito
dos aspectos toxicolégicos (82). Considerando esses dados, nos preocupamos em investigar a
toxicidade in vitro e in vivo do p-cimeno. No ensaio de viabilidade celular (MTT) observamos que 0s
diferentes tratamentos com o p-cimeno apresentaram baixa citotoxicidade frente aos neutrdéfilos, e esta
informacdo é coerente com estudos similares, onde os autores demonstraram que 0 p-cimeno nao
apresentou qualquer citotoxicidade contra células da linhagem RAW 264.7, mesmo na maior
concentragao testada (428.65 pg/mL) (66). No teste de toxicidade aguda, em modelo animal, ndo
registramos mortes e nem sinais de toxicidade nas doses analisadas (1, 2 e 3 g/kg). Entéo, iniciou-se a
investigacdo dos efeitos anti-inflamatorios desse composto.

A inflamagdo ocorre como resultado da exposi¢do dos tecidos aos estimulos nocivos. As

manifestacBes fisicas principais deste processo incluem o rubor, inchaco, calor, dor e a perda da
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funcdo (5). Em condicOes inflamatorias os neutrdfilos atuam como a primeira linha de defesa no
sistema imunoldgico humano, migrando para a area afetada e desempenhando fungbes especificas
(15). A via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e a via da proteina quinase ativada por mitégeno p-
38 (MAPK) sdo as vias de sinalizacdo envolvidas no processo de quimiotaxia de neutrofilos (83).
Pesquisas anteriores mencionaram que a inibicdo do recrutamento de leucécitos é capaz de reduzir
sequelas associadas as condigdes inflamatdrias (84), sendo assim, substancias capazes de interferir no
processo quimiotaxico podem ser promissoras para o0 tratamento das doencas inflamatorias,
especialmente as cronicas.

Diante dessas informac6es, avaliamos o efeito direto do p-cimeno sobre a quimiotaxia de
neutrofilos in vitro. Nossos dados mostraram que o p-cimeno levou a uma reducdo significativa na
quimiotaxia de neutrdfilos, quando estas células foram estimuladas com o fMLP. Essa reducdo foi
observada nas concentragdes de 3, 10, 30 e 60 pg/mL. Em contrapartida, quando os neutrofilos foram
estimulados com o LTB,, 0 p-cimeno ndo foi capaz de inibir significativamente a quimiotaxia, em
nenhuma das concentracbes testadas. Uma vez que o tratamento com esse monoterpeno tenha
mostrado baixo potencial citotdéxico, os nossos resultados sugerem que o p-cimeno tem um efeito
direto na inibigdo da migracéo de neutrdfilos in vitro, quando estes sdo estimulados pelo fMLP.

Conforme descrito anteriormente, a via da MAPK desempenha um papel importante na
quimiotaxia de neutrdfilos e na migracdo celular, e esta claro que a inibicdo desta via se torna
prejudicial & quimiotaxia de neutrofilos, no entanto esse mecanismo ndo esta bem esclarecido (83).
Estudos recentes demonstraram que o p-cimeno bloqueou significativamente a atividade da MAPK
durante a lesdo pulmonar aguda (62,66), e esses achados podem explicar parcialmente o efeito
inibitério do p-cimeno sobre a quimiotaxia de neutréfilos frente ao fMLP.

Muitos 6leos essenciais tém demonstrado uma atividade anti-inflamatéria expressiva através
da reducdo da migracdo dos leucécitos para o foco inflamatério (27,43). Recentemente, nosso grupo
de pesquisa relatou que estragol foi capaz de inibir o recrutamento de leucécitos para a cavidade
peritoneal (85). Assim, o efeito do p-cimeno sobre a migracdo de leucdcitos in vivo foi avaliado
através da peritonite induzida por carragenina. A carragenina induz a migracdo de neutrofilos por
mecanismo indireto, via a ativacdo dos macrofagos, que sdo células fontes de mediadores
inflamatodrios, tais como, citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1B), metabolitos do acido araquiddnico e 6xido
nitrico (86,87). Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com o p-cimeno, em todas as doses
testadas, reduziu significativamente a migragdo de leucdcitos totais e polimorfonucleares para a
cavidade peritoneal, dando indicios de que este composto apresenta atividade anti-inflamatéria. De
fato, estudos recentes demonstraram que o tratamento com p-cimeno foi eficaz na inibigdo do
recrutamento de células para o fluido broncoalveolar (88).

Visto que o p-cimeno reduziu a migracdo de leucdcitos in vitro e in vivo, investigamos o seu
efeito no comportamento dos leucdcitos (rolantes e aderentes) nas vénulas p6s-capilares mesentéricas,

através da microcirculacao in situ. Em resposta aos sinais inflamatérios, os leucocitos migram do meio
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intravascular e se acumulam no tecido lesado, e esta migragdo ocorre predominantemente nas vénulas
pos-capilares (89,90). O processo de migracdo celular é fundamental na resposta inflamatoria, e
envolve o rolamento, a adesdo e a transmigracao dos leucocitos para o espaco extravascular (91,92).
Em um tecido inflamado é comum a liberacdo de moléculas quimiotéticas, como as citocinas,
quimiocinas, leucotrienos e prostaglandinas (22,93), e as etapas da migracdo celular resultam
principalmente da liberacdo desses mediadores, tanto por células residentes quanto por células
infiltradas (94). Na microcirculag&o in situ, observamos que o pré-tratamento com o p-cimeno reduziu
significativamente o nimero de leucécitos rolantes, nas doses de 100 e 200 mg/Kg, engquanto que
todas as doses testadas diminuiram de modo significativo o nimero de leucécitos aderidos ao
endotélio vascular.

Os primeiros leucdcitos a migrarem em direcdo a um gradiente quimiotatico sdo os neutréfilos
(15). Estas células rolam no endotélio vascular associadas a moléculas de adesdo, como as selectinas
(E e P-selectinas - expressas nas células endoteliais e L-selectinas expressa nos leucécitos) e seus
respectivos ligantes. Apos esta interagdo, sinais sdo acionados e levam & ativagdo das integrinas dos
leucécitos, que se ligam com afinidade as moléculas de adesdo da superfamilia das imunoglobulinas,
como as moléculas de adesédo intercelular (ICAM) e as moléculas de adesdo vascular (VCAM-1),
necessarias para o processo de adesdo dos leucocitos ao endotélio e posterior transmigracdo (20).
Sabendo que a citocina pré-inflamatdria TNF-a induz a expressdo da E-selectina, ICAM e VCAM-1
(95) e nossos resultados demonstraram que o p-cimeno reduziu os niveis de TNF-a (Figura 8A),
podemos sugerir que este composto age sobre o comportamento leucocitario, ja que foi capaz de
reduzir o rolamento, a adesdo e a migracdo de leucocitos como observado em nosso trabalho. O
processo inflamatorio é uma resposta protetora ao organismo, no entanto uma intensa migracdo de
leucécitos pode conduzir a danos teciduais, por isso, 0 surgimento de drogas que modulam o
recrutamento de leucécitos é importante para a terapia anti-inflamatéria, especialmente em
inflamac@es crbnicas, como na artrite reumatoide, por exemplo.

Pesquisas recentes demonstraram que o p-cimeno foi capaz de bloquear a atividade da MAPK,
que esta associada a sintese e a secre¢do de citocinas inflamatorias, e também a supresséo da produgédo
in vivo de TNF-a, IL-1B e IL-6 (62,66). O pré-tratamento com p-cimeno promoveu uma inibigdo mais
intensa de leucdcitos rolantes e aderentes do que os farmacos de referéncia. De fato, estudos relataram
que o p-cimeno inativou o fator nuclear kappa B (NF-kB), um fator de transcri¢do nuclear capaz de
regular a expressao de muitos genes imunes e inflamatorios, que envolvem as moléculas de adesdo e
as citocinas (66,96). Tomados em conjunto, 0s nossos dados sugerem que a atividade antiquimiotatica
do p-cimeno através da reducgdo de leucdcitos rolantes e aderentes poderia estar envolvida ao NF-kB,
como previamente observado por outros autores (62).

Os macrdfagos se encontram estrategicamente distribuidos em todos os tecidos do corpo, onde
desempenham inimeras funcdes, especialmente na resposta a lesdes e infecgdes (97,98). Entre outras

fungdes, os macrofagos executam a fagocitose, através da ingestdo e processamento de materiais
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estranhos, restos de tecidos e células mortas. Além disso, recrutam macrofagos adicionais durante a
lesdo inflamatoria e secretam mediadores pré-inflamatérios (99). O lipopolissacarido (LPS) é
encontrado na parede celular de bactérias gram-negativas e € um potente iniciador da resposta
inflamatdria. Ele ativa os macrdfagos por se ligar ao complexo receptor CD14/do tipo Toll (TLR4), o
qual promove a fagocitose (100). Uma vez que a fagocitose é uma das fungGes mais importantes dos
macrdfagos, o efeito do p-cimeno na atividade fagocitica dos macréfagos foi avaliado.

Nossos resultados demonstraram que 0 p-cimeno estimulou significativamente a capacidade
fagocitaria dos macrdéfagos, em todas as concentracBes testadas, quando comparado com 0 grupo
controle negativo. Um efeito semelhante foi observado quando o LPS foi utilizado como controle
positivo. Pesquisas anteriores relataram que o 6leo essencial de Eucalyptus globulus, que contém p-
cimeno, também foi capaz de estimular a resposta fagocitaria de macréfagos (101). Além do receptor
TLR4 os macréfagos apresentam diversos outros receptores (receptores do complemento, receptores
Fc, receptores da manose) que estdo envolvidos no reconhecimento e na ligagdo de agentes
patogénicos na superficie da célula (102). No entanto, sabe-se que a ativacdo de TLR e a fagocitose
estdo funcionalmente ligados (99,103). Sem dlvida, a expressdo de TLR é crucial para a fagocitose de
macrofagos e tem sido demonstrado que ocorre um aumento da expressao de TLR4 em macréfagos
apos a exposicdo ao LPS (103). Baseados nessas informagdes, podemos pensar que 0 p-cimeno
também pode ter estimulado a fagocitose via a ligacdo com o receptor TLR4, mas esse mecanismo nao
esta bem esclarecido e estudos futuros devem ser realizados para a confirmacdo desta hipotese.

Os neutrdfilos ativados estdo relacionados a sintese de diversas citocinas, dentre elas IL-1, IL-
6, TGF-p e TNF-a, que atuam como mediadores durante a resposta inflamatoria (92). Conhecer os
mecanismos de modulagdo de citocinas e quimiocinas derivadas de neutréfilos representa um passo
essencial para uma melhor compreensdo de como essas células podem influenciar os processos
patofisiolégicos (104) e contribuir para o desenvolvimento de novas drogas. O tratamento com o p-
cimeno inibiu significativamente a liberacdo de TNF-a, e, ndo alterou significativamente os niveis de
IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, em neutrofilos estimulados com fMLP.

A inibicdo da atividade do NF-kB e da MAPK pelo p-cimeno pode estar relacionado com o
efeito inibitorio deste composto sobre a producéo de citocinas pré-inflamatérias (62). TNF-a ¢ uma
citocina pro-inflamatéria, enquanto a IL-10 é uma citocina reguladora. TNF-a regula a expressdo de
moléculas de adesdo, que podem causar danos para as células endoteliais vasculares e em altas
concentragdes locais podem estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio em neutrofilos
aderentes (92); enquanto a IL-10 promove um efeito inibitorio sobre algumas respostas funcionais dos
neutrdfilos, incluindo produgdo de citocinas e quimiocinas (105). Nossos resultados estdo de acordo
com estudos prévios, que demonstraram que o p-cimeno diminuiu significativamente os niveis de IL-
1B, IL-6 e TNF-a ap0s a estimulagdo com LPS, e, ndo alterou significativamente os niveis de IL-10

(66). Assim, podemos sugerir que 0 p-cimeno poderia estar modulando a resposta anti-inflamatéria
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através da atividade sinérgica entre a IL-10 e outras citocinas que conduzem a inibi¢do de citocinas

pro-inflamatorias.

3.4 CONSIDERAGOES FINAIS

O monoterpeno p-cimeno demonstrou possuir efeitos sobre 0 comportamento quimiotatico de
leucdcitos, através da inibicdo de leucocitos rolantes e aderentes, modulados por citocinas,
responsaveis pela regulagdo desses efeitos. Além disso, esse composto poderia ser considerado uma
droga promissora como um agente anti-inflamatorio, especialmente nos processos que decorrem da
infiltracdo de leucdcitos, tais como a artrite reumatdide. No entanto, mais estudos serdo necessarios

para elucidar plenamente o seu mecanismo de acéo.
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4 ALFA-PINENO REDUZ A MIGRAGCAO DE LEUCOCITOS IN VITRO E IN VIVO
DURANTE A INFLAMAGCAO AGUDA

Desde os primérdios da humanidade, os recursos terapéuticos utilizados pelo homem para o
alivio de suas afecgdes eram derivados de fontes naturais (106). Atualmente, o interesse na descoberta
e desenvolvimento de novos farmacos é crescente e 0s compostos naturais continuam sendo uma fonte
significativa de substancias biologicamente ativas que podem ser a base para a sintese de novos
medicamentos (107).

As plantas aromaticas continuam sendo muito utilizadas na medicina popular. As suas
propriedades farmacéuticas sdo parcialmente atribuidas aos Oleos essenciais, que sdo misturas
complexas de metabdlitos secundarios volateis, constituidos principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropandides, entre outros compostos como alcodis, éteres, aldeidos e cetonas
(108,109). Os o6leos essenciais apresentam uma grande diversidade estrutural e atividades bioldgicas
distintas, como por exemplo, anti-inflamatéria, antioxidante, antineoplasica e antimicrobiana
(50,110,111).

O alfa-pineno é um metabdlito secundario, pertencente a classe dos monoterpenos biciclicos,
empregado em diferentes processos industriais (52). Este monoterpenos pode ser isolado de 6leos
essenciais de diferentes espécies, tais como o Citrus latifolia Tanaka, Rosmarinus officinalis,
Hymenocrater longiflorus, Hyptis spicigera e também em muitas espécies de arvores coniferas,
especialmente no pinheiro (42,68,112). Algumas atividades bioldgicas estdo descritas para este
composto, como, antinociceptiva, anti-alérgico, antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria
(52,67,69,113).

Todavia, estudos cientificos relacionados a atividade anti-inflamatéria do alfa-pineno sédo
raros, e seus efeitos sobre a quimiotaxia de leucdcitos e 0 comportamento celular durante o processo
inflamatério ainda precisam ser explorados. Logo, este estudo foi realizado no intuito de avaliar a
atividade anti-inflamatdria do alfa-pineno sobre o comportamento leucocitério através da migracdo de

leucdcitos in vitro e in vivo.

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Matéria vegetal e obtencdo do constituinte isolado

Os frutos de Citrus latifolia Tanaka foram adquiridos na feira do produtor da cidade de
Maringa-PR, no més de maio de 2009. O 6leo essencial foi obtido das raspas dos flavedos dos frutos
de Citrus latifolia Tanaka previamente resfriados em geladeira. As massas dos flavedos foram
submetidas a hidrodestilagdo durante 2 horas, utilizando-se o aparato de Clevenger. O 6leo essencial
obtido foi separado, seco com sulfato de sédio anidro, e armazenado ao abrigo da luz, a temperatura de

4° C. O constituinte alfa-pineno foi isolado a partir do 6leo essencial de Citrus latifolia Tanaka como
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fracOes de dleo hidrodestilado, e foi identificado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas e por ressonancia magnética nuclear de **C, como descrito anteriormente (42).

4.1.2 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6J (17 - 20 g) fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa. Os animais, foram mantidos em sala com
temperatura controlada de 22 + 2°C, sob ciclo claro-escuro 12/12 horas, com ragéo e agua ad libitum.
Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Estadual de Maringa (CEAE/UEM 066/2010).

4.1.3 Determinacdo da atividade citotdxica

Os ensaios bioldgicos para avaliar a atividade citotdxica in vitro foram realizados seguindo o
método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio; Sigma®), que é um teste
colorimétrico baseado na reducdo do MTT por enzimas mitocondriais formando os cristais de
formazan de cor violeta. Essa reducdo s6 ocorre quando as enzimas mitocondrias sdo ativas e,
portanto, a conversdo pode ser diretamente relacionada ao nimero de células viaveis (77).

Para este ensaio, neutr6filos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos da
linhagem C57BL/6J, 4 horas ap06s a injecdo intraperitoneal com 1mg/cavidade de Zymosan (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para a coleta das células, os animais foram eutanasiados com overdose
de cetamina/xilazina e a cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL de PBS, pH 7,4 contendo EDTA. O
lavado peritoneal foi centrifugado a 1000 rpm/10 minutos a temperatura de 4°C. Os neutré6filos foram
ressuspendidos em meio RPMI 1640 completo e contados em cdmara de Neubauer. Na sequéncia, 0s
mesmos foram plaqueados na densidade de 5x 10° por poco, em microplaca de 96 pogos e expostos
aos diferentes tratamentos de alfa-pineno (3, 10, 30 ou 90 pg/mL) pelo periodo de 1 hora e 30
minutos, com a placa incubada, protegida da luz, a 37°C, com atmosfera a 5% de CO,. As emulsdes
de alfa-pineno foram preparadas com meio RPMI 1640 e emulsionadas por sonica¢do. Em seguida,
foram adicionados 10uL de MTT, a placa foi incubada nas mesmas condi¢des descritas acima por 2
horas. Apos este periodo o MTT foi retirado, e foram adicionados 100uL de dimetilsulfoxido
(DMSO0), a placa foi incubada por 10 minutos e a leitura foi realizada em 540 nm em leitor de
microplaca - Biochrom Asys Expert Plus Microplate Reader (Biochrom®). A porcentagem da

viabilidade celular (PVC) foi determinada pela seguinte férmula:

% Células Vidveis Absorbancia das células tratadas — Absorbancia do branco X 100
o Letutas Viavets = Absorbancia do controle — Absorbancia do branco

4.1.4 Teste de toxicidade aguda



36

Estudos de toxicidade foram realizados em camundongos machos da linhagem C57BL/6J. Os
animais (n=5 animais por grupo) foram mantidos em jejum durante a noite e entéo tratados, oralmente
(gavagem), com alfa-pineno (1, 2 e 3 g/Kg de peso corporal) ou veiculo (0,2% - solucdo aquosa de
Tween 80) para o grupo controle. Apds o tratamento os animais foram observados durante 7 dias.
Comida e &gua foram fornecidas durante todo o experimento. Neste periodo de observagdo foi
registrado o nimero de mortes entre os animais de cada grupo e a determinacao da DL50 foi realizada
de acordo com a literatura (78).

4.1.5 Ensaio de quimiotaxia in vitro

O ensaio de quimiotaxia in vitro foi realizado em micro cAmara de Boyden modificada (48
pogos; Neuro Probe, Inc., Cabin John, MD-USA) usando filtro de policarbonato (5 pm, 25x80 mm, 50
Pk, GE Water & Proces Technologies) conforme ilustrado na Figura 3.

Neste ensaio, os neutrofilos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos da
linhagem C57BL/6J, 4 horas ap0s a injecdo intraperitoneal com 1mg/cavidade de Zymosan (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para a coleta das células, os animais foram eutanasiados com overdose
de cetamina/xilazina e a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL PBS, pH 7,4 contendo EDTA. O
lavado peritoneal foi centrifugado a 1000 rpm/10 minutos a temperatura de 4°C. A contagem de
células foi realizada em camara de Neubauer e sua viabilidade avaliada pelo teste de exclusdo do
corante Azul de Tripan. As suspensdes consideradas ideais foram aquelas com viabilidade superior a
95% de células integras.

Os neutréfilos, 1x10° células/mL em meio de cultura RPMI 1640 acrescido BSA & 0,1%,
foram incubados, antes do estimulo quimiotatico, com diferentes concentragdes do alfa-pineno (1, 3,
10 ou 30 pg/mL) por 30 minutos. As emulsdes de alfa-pineno foram preparadas com meio RPMI 1640
e emulsionadas por sonicacdo. Como controles, neutréfilos foram incubados apenas com 0 meio RPMI
1640. Na montagem da camara de Boyden, inicialmente foi adicionado no compartimento inferior 26
uL de fMLP (10°M) ou LTB, (10°M) e o controle negativo RPMI 1640. A seguir foi colocado sobre
o compartimento inferior um filtro de policarbonato e acima deste uma membrana de polietileno,
sobre 0s quais o compartimento superior da camara foi encaixado. Neste compartimento (superior)
foram adicionados 50 pL de cada suspensdo de neutréfilos pré-tratados. A camara foi incubada a 37°C
com atmosfera a 5% de CO, pelo periodo de 1 hora. Posteriormente, o filtro foi removido, fixado em
lamina e corado [Kkit Instant - Prov (Newprov®)]. Os neutréfilos que migraram através do filtro foram
contados, em cinco campos selecionados aleatoriamente, utilizando microscopio 6ptico comum. Os
resultados foram expressos como numero de neutréfilos por campo, representativos de trés

experimentos separados.

4.1.6 Peritonite induzida por carragenina
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O ensaio de peritonite, para avaliar a migracdo de leucdcitos in vivo, foi realizado com
camundongos da linhagem C57BL/6J. Os animais foram previamente tratados, por via oral
(gavagem), com alfa-pineno (100, 200 ou 400 mg/Kg de peso corporal), indometacina (5 mg/Kg -
controle positivo, anti-inflamatério ndo esteroidal de referéncia) ou veiculo (0,2% - solugdo aquosa de
Tween 80, 0.1mL) como controle. A peritonite foi induzida pela injecdo intraperitoneal de carragenina
na concentragcdo 500 ug por cavidade ou um volume equivalente de veiculo (solucdo salina), 30
minutos apds os respectivos tratamentos. Apos 4 horas da injecdo de carragenina, os animais foram
eutanasiados com overdose de cetamina/xilazina e a cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL de PBS,
pH 7,4 contendo EDTA. Em seguida, o lavado peritoneal foi coletado, centrifugado a 1000 rpm/10
minutos e o sedimento foi utilizado para as contagens totais e diferenciais de leucécitos. Os resultados

foram expressos como numero de leucocitos por cavidade.

4.1.7 Migracdo de leucécitos in vivo

Os processos de rolling e adesdo endotelial de leucécitos foram utilizados como parametros
para avaliar a migracdo de leucdcitos. Para isso, o tecido mesentérico de camundongos machos da
linhagem C57BL/6J foi exposto para 0 exame microscpico in situ.

Previamente, os diferentes grupos de animais foram tratados, por via oral, com alfa-pineno
(100, 200 ou 400 mg/Kg de peso corporal), indometacina (5 mg/Kg - controle positivo, anti-
inflamatdrio ndo esteroidal de referéncia) celecoxibe (5 mg/Kg - controle positivo, anti-inflamatorio
ndo esteroidal de referéncia) ou veiculo (0,2% - solu¢do aquosa de Tween 80). A suspensdo de
carragenina (500 pg/cavidade) foi injetada intraperitonealmente, 1 hora ap6s 0s respectivos
tratamentos. Apds um periodo de 2 horas, os animais foram anestesiados (cetamina/xilazina 1:1).
Iniciou-se entdo o procedimento para a exposi¢do do tecido mesentérico, que se deu através de uma
incisdo longitudinal da pele e do mudsculo abdominal do lado direito do corpo dos animais. Durante o
ensaio 0s animais foram mantidos em uma placa especial com plataforma transparente onde o tecido
mesentérico foi fixado. Esta placa foi mantida a 37° C e a preparacdo mantida Gmida e quente, com
solucgdo de Ringer-Locke com gelatina a 1% (pH 7,2-7,4).

Os vasos selecionados para o estudo foram as vénulas pés-capilares com diametro de 18-25
pum. O namero de leucécitos com comportamento rolling e aderidos ao endotélio foi determinado em
intervalos de 5 minutos. Como leucdcitos aderentes considerou-se apenas 0s leucdcitos que
permaneceram aderidos ao endotélio venular por mais de 30 segundos. As células foram contadas na
imagem gravada com trés campos diferentes para cada animal, para evitar a variabilidade devida a

amostragem, e o valor médio foi calculado.

4.1.8 Analise estatistica
Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Prism

Software Inc., San Diego,CA, USA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
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média (EPM) para cada grupo. A comparagdo estatistica dos dados foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. P<0.05 foi considerado como nivel de significancia.

4.2 RESULTADOS

4.2.1 Efeito do alfa-pineno sobre a citotoxicidade de neutrofilos

Neutréfilos foram isolados da cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6J e a
citotoxicidade foi avaliada frente as diferentes concentracdes de alfa-pineno. Neste ensaio 0 composto
alfa-pineno apresentou uma viabilidade celular de 95%, 94%, 88% e 84% para as concentragOes
testadas (3, 10, 30 e 90 pg/mL, respectivamente).

4.2.2 Efeito do alfa-pineno sobre a toxicidade aguda

Camundongos machos C57BL/6J foram oralmente tratados, uma Unica vez, com alfa-pineno
nas doses de 1, 2 e 3 g/Kg e observados durante 7 dias. A toxicidade aguda do alfa-pineno foi baixa,
pois durante este periodo nenhuma morte ou sinais de toxicidade foram evidenciados, impossibilitando

a realizacéo do calculo de DL50 para esta via.

4.2.3 Efeito do alfa-pineno sobre a quimiotaxia in vitro

O efeito das diferentes concentracfes de alfa-pineno sobre a gquimiotaxia de neutrdfilos in
vitro, estd apresentado na Figura 9. O alfa-pineno nas concentra¢@es de 1, 3, 10 e 30 pg/mL causou
uma inibicdo significativa da migracdo de neutréfilos estimulada pelo agente quimiotatico fMLP. A
porcentagem de inibicéo para cada concentracdo do alfa-pineno foi de 39.3%, 53.9%, 58.6% e 64.5%,
respectivamente (Figura 9A). O tratamento com alfa-pineno nas mesmas concentragées (1, 3, 10 e 30
pg/mL) também inibiu a migracdo de neutrdfilos estimulada pelo agente quimiotatico LTB,. A
porcentagem de inibi¢do para cada concentracao do alfa-pineno foi de 47.8%, 53.8%, 57.1% e 62.2%,
respectivamente (Figura 9B).
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Figura 9. Efeito inibitério do alfa-pineno na quimiotaxia de neutrdéfilos in vitro. Os neutréfilos foram
coletados da cavidade peritoneal de camundongos ap6s indugdo de peritonite com zymosan (1 mg/cavidade). A
quimiotaxia dos neutréfilos foi estimulada com fMLP (10 °M) (A) ou LTB, (10 M) (B) ap6s 30 minutos de
incubacdo com alfa-pineno nas concentracbes de 1, 3, 10 e 30 pg/mL. O procedimento de quimiotaxia foi
realizado em camara de Boyden conforme descrito na secdo 4.1.5. Os valores estdo expressos como a média +
EPM (n = 5) e foram representativos para 3 experimentos independentes. *p < 0.05 comparado com meio (RPMI
1640). #p < 0.05 comparado com o grupo de neutrdfilos estimulados com fMLP ou LTB, (One way - ANOVA,

teste de Tukey).
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4.2.4 Efeito do tratamento com alfa-pineno sobre a migracédo celular no exsudato
peritoneal de camundongos

A Figura 10 mostra o nimero de leucdcitos totais e polimorfonucleares que migraram para a
cavidade peritoneal de camundongos tratados e ndo tratados com alfa-pineno. Ap6s 4 horas da indugédo
da peritonite com carragenina, observou-se um aumento no ndmero de leucécitos no exsudato
peritoneal (16.47 + 1.65 x 10° células/cavidade) quando comparadas com o grupo controle (veiculo)
(6.53 + 0.67 x 10° células/cavidade). O tratamento dos animais com alfa-pineno nas doses de 200 e
400mg/Kg reduziu significativamente a migracdo de leucdécitos totais para a cavidade peritoneal
(27.3% e 32.4%, respectivamente) (Figura 10A), e essa diminuic¢do foi acompanhada por uma reducédo
significativa na infiltracdo de polimorfonucleares (26.7% e 51.6%, respectivamente) nas mesmas
doses (Figura 10B). O anti-inflamatdrio de referéncia (indometacina - 5 mg/Kg) também reduziu

significativamente o nimero de leucdcitos totais (66.2%) e polimorfonucleares (87.3%).
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Figura 10. Efeito do tratamento com alfa-pineno sobre a migracdo de leucécitos totais e
polimorfonucleares (PMN) para a cavidade peritoneal. Camundongos C57BL/6 foram tratados por via oral
com alfa-pineno (100, 200 ou 400 mg/Kg), indometacina (5 mg/Kg) ou veiculo e, apds 30 minutos, foi induzida
a peritonite com carragenina (500ug/camundongo, i.p.). O nimero de leucdcitos que migraram para a cavidade
peritoneal 4 horas apds a injecéo de carragenina foi determinada conforme descrito na se¢éo 4.1.6. Os valores
estdo expressos como média + EPM (n = 5). *p < 0.05 comparado com salina (controle negativo). “p < 0.05
comparado com o grupo que recebeu carragenina (controle positivo) (One-way ANOVA, teste de Tukey).
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4.2.5 Efeito do pré-tratamento com alfa-pineno sobre a microcirculagdo in situ

O efeito do tratamento com alfa-pineno sobre o comportamento rolling e adeséo de leucdécitos
foi avaliado in situ na microcirculagdo mesentérica de camundongos e os resultados estdo expressos na
Figura 11. Duas horas ap0s a injecdo de carragenina (500 pg/cavidade, i.p), observou-se uma elevagéo
acentuada no numero de leucdcitos rolling e aderentes no endotélio vascular (Figura 11A e 11B). O
pré-tratamento com alfa-pineno nas doses de 200 e 400 mg/Kg promoveu uma reducéo significante no
nimero de leucdcitos rolling (26.5% e 34.7%, respectivamente) e aderentes (44.8% e 52.4%,
respectivamente). As drogas anti-inflamatérias de referéncia, indometacina e celecoxibe, também
diminuiram significativamente os leucdcitos rolling (60.9% e 49.4%, respectivamente) e aderentes

(47.4% e 42.3%, respectivamente) para o endotélio vascular (Figura 11A e 11B).
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Figura 11. Efeito do pré-tratamento com alfa-pineno sobre os leucdcitos rolling (A) e aderentes (B)
induzidos por carragenina. Camundongos C57BL/6J foram tratados por via oral com alfa-pineno (100, 200 ou
400 mg/Kg), indometacina (5 mg/Kg), celecoxibe (5 mg/Kg) ou veiculo. Ap6s 60 minutos, salina ou carragenina
(500 pg/cavidade) foi injetada intraperitonealmente. Leucocitos rolling e aderentes foram avaliados 2 horas mais
tarde, conforme descrito na secdo 4.1.7. Os valores representam a média + EPM (n=5 animais por grupo). *p <
0.05 comparado com a salina (controle negativo). #p < 0.05 comparado com 0 grupo que recebeu apenas
carragenina (controle positivo) (One way - ANOVA, teste de Tukey).
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4.3 DISCUSSAO

Os monoterpenos sdo produtos naturais pertencentes ao grupo quimico dos terpenos, e sdo as
moléculas mais representativas na composicdo dos 6leos essenciais (41). Eles exibem diversas funcbes
bioativas e sdo comuns em preparagdes cosméticas e farmacéuticas (36,50). No presente estudo foi
demonstrado que o monoterpeno alfa-pineno, isolado a partir de 6leo essencial Citrus latifolia Tanaka,
interferiu no comportamento leucocitario, reduzindo o recrutamento de neutr6filos em modelos
experimentais in vitro e in vivo.

Segundo a literatura alguns os 6leos essenciais podem exercer efeitos citotéxicos em células
eucarioticas, no entanto, a fim de confirmar esses efeitos muitos estudos estdo sendo realizados para
avaliar a toxicidade dos componentes isolados de 6leos essenciais, de modo que eles possam ser
utilizados com seguranca (82,114). Assim, previamente a avaliacdo do potencial anti-inflamatorio do
alfa-pineno, investigou-se a citotoxicidade deste monoterpeno frente aos neutréfilos, utilizando o
método de reducdo do MTT. Nossos resultados indicaram que o tratamento com alfa-pineno
demonstrou baixa citotoxicidade, pois as células incubadas com os diferentes tratamentos permanecem
viaveis (> 84%), mesmo quando expostas & concentracdo mais elevada (90 pg/mL). De encontro com
nossos resultados, estudos anteriores relataram que o alfa-pineno, em concentragdes abaixo de 200
mg/L por 24 horas, ndo causou alteracdo na viabilidade em cultura de células sanguineas humanas
(52).

Apbs observarmos a baixa citotoxicidade do alfa-pineno no ensaio in vitro, avaliamos seus
efeitos sobre a toxicidade aguda em modelo animal, onde mortes e sinais de toxicidade ndo foram
registrados nas doses de até 3 g/kg, administrados por via oral. Ensaios de toxicidade com o 6leo
essencial de Hyptis spicigera Lam, onde o alfa-pineno é o constituinte majoritario também ndo
demonstraram toxicidade e mortalidade com dose de 100 mg/Kg (112). Diante dos resultados,
pesquisamos os efeitos do alfa-pineno sobre a migracao de leucécitos in vitro e in vivo.

O processo inflamat6rio é uma medida de protecdo tomada pelo organismo a fim de eliminar
os estimulos lesivos. Independente do fator desencadeante, os sinais inflamatérios incluem a
vasodilatacdo, 0 aumento da permeabilidade vascular e a migracdo de leucdcitos para a area lesada
(50,115). Durante uma resposta inflamatéria, os leucdcitos circulantes deixam o compartimento
intravascular e migram em direcéo ao foco inflamatério, através da quimiotaxia, no intuito de eliminar
0 agente prejudicial e promover a reparacdo do tecido (116). Esta resposta envolve a interagdo de
varias moléculas, como as selectinas, as integrinas, as moléculas de adesdo intercelular, as moléculas
de adesdo vascular, além de citocinas e quimiocinas (117). No entanto, uma resposta inflamatéria
desequilibrada, acompanhada por uma migracao persistente de leucocitos, pode levar a lesdo tecidual
(118). Dessa forma, drogas que inibem a quimiotaxia podem ser uma estratégia terapéutica promissora
para algumas afecc¢des inflamatdrias, incluindo as inflamagGes crénicas, como por exemplo, a artrite

reumatoide.
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Perante a relevancia da quimiotaxia durante a inflamacéo, verificamos o efeito direto do alfa-
pineno sobre este processo, utilizando a cAmara de Boyden como modelo experimental e fMLP (10®
M) e LTB, (10® M) como agentes quimiotaticos. Nossos resultados mostraram que o alfa-pineno, em
todas as concentragdes testadas, promoveu uma reducédo significativa na quimiotaxia de neutrdfilos,
tanto em resposta a estimulagdo ao fMLP quanto em resposta ao LTB,. Uma vez que o tratamento com
alfa-pineno néo afetou a viabilidade dos neutréfilos, avaliada por meio do ensaio de citotoxicidade, os
nossos dados sugerem que este composto tem um efeito direto na inibi¢do da migracéo de neutrofilos,
e que esse efeito parece ndo estar relacionado a toxicidade.

O fMLP, um peptideo n-formilado, é derivado de bactérias e se liga a receptores encontrados
na superficie de neutréfilos, ativando diferentes vias de sinalizagdo envolvidas na quimiotaxia de
neutrdfilos e na producgdo e liberagdo de citocinas, tais como a via da proteina quinase ativada por
mitégeno p-38 (MAPK) e a via do fosfatidilinositol 3-quinase (P13K) (119,120). O LTB,, um produto
biologicamente ativo da via da lipoxigenase, é um gquimioatrator extremamente potente, capaz de
modular diversas fungdes, incluindo o recrutamento e a ativacdo de leucdcitos atraves da ligacGes a
receptores na superficie celular, acoplados a proteina G, em especial o receptor de BLT1 (121,122).
Pesquisas recentes executadas em nosso laboratério demonstraram que outros monoterpenos também
reduziram a migracao de leucdcitos estimulada por fMLP e por LTB,, provavelmente pelos efeitos
inibitorios destes compostos sobre a sintese e liberacdo de citocinas (42,53). Assim, sugere-se que 0S
mecanismos ativados por estes quimioatraentes (fMLP e LTB,) podem ser inibidos por alfa-pineno.

Adicionalmente, a atividade anti-inflamatéria do alfa-pineno foi investigada na peritonite
induzida por carragenina, um modelo experimental que é muito usado para avaliar o efeito de drogas
com potencial anti-inflamatério. Durante a inflamagdo induzida por carragenina ha a participacao de
varios mediadores quimicos, na fase precoce é possivel a deteccdo de serotonina, histamina e
bradicinina, enquanto que na fase tardia sdo detectaveis os metabdlitos do acido araquidénico, como
por exemplo, as prostaglandinas (87). Além disso, observa-se uma elevacdo dos niveis das citocinas
pré-inflamatorias, tais como 0 TNF-a, a IL-6 e a IL-1p, bem como um aumento de 6xido nitrico no
local da lesdo (123,124). Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com o alfa-pineno, nas
doses de 200 e 400 mg/Kg, reduziu significativamente a migracdo de leucocitos totais e
polimorfonucleares para a cavidade peritoneal, evidenciando que este composto apresenta atividade na
inflamacéo. Estudos anteriores relataram que o pré-tratamento com alfa-pineno reduziu a infiltragdo de
neutrofilos e a producdo de citocinas (TNF-a, IL-1p, e IL-6) durante a pancreatite aguda induzida por
ceruleina (68). Ademais, outros autores sugeriram que o alfa-pineno pode ser um composto promissor
na inibicdo do Oxido nitrico (125). Os monoterpenos p-cimeno e borneol também apresentaram
atividade anti-inflamatdria por meio da reducdo da migracdo de leucdcitos neste mesmo modelo
experimental (51,65). Assim, nossos dados sugerem que o alfa-pineno reduz o recrutamento de
leucdcitos induzido por carragenina provavelmente através de efeitos inibitérios sobre a producdo ou

liberacdo de mediadores inflamato6rios, como as citocinas, prostaglandinas e o éxido nitrico.
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Os mecanismos pelos quais o alfa-pineno modula a migragdo de leucdcitos para o foco
inflamatério foram investigados utilizando o sistema de microscopia intravital. Os animais foram pré-
tratados com alfa-pineno e as interagBes leucdcito-endotélio (rolamento e adesdo), in vivo, foram
analisadas nas vénulas pds-capilares mesentéricas. O extravasamento de leucécitos do compartimento
intravascular para os tecidos lesados ocorre majoritariamente nas vénulas pds-capilares, sendo
mediado por uma série de processos mecanicos, quimicos e moleculares, que iniciam com a
marginalizacdo dos leucocitos, seguida pelo rolamento, adesdo firme ao endotélio vascular e a
transmigracdo para a area lesada (16,19). Estes eventos sdo mediados pela expressdo coordenada de
moléculas de adesdo vascular, fatores quimiotaticos e citocinas (89). Nossos resultados demonstraram
gue o pré-tratamento com o alfa-pineno foi capaz de interferir no comportamento leucocitario,
diminuindo o rolamento e a adesdo dos leucdcitos para o endotélio vascular, nas doses de 200 e 400
mg/Kg.

Além disso, em nossos experimentos, 0 pré-tratamento dos animais com as drogas anti-
inflamatorias de referéncia (indometacina e celecoxibe) promoveu uma reducdo significativa no
rolamento e na adesdo dos leucocitos no endotélio vascular. Os efeitos anti-inflamatérios do
celecoxibe estdo relacionados com a reducdo da regulacdo positiva da P-selectina e da molécula de
adesdo intercelular 1 (ICAM-1) (126,127), enquanto que a indometacina, além de inibir a sintese de
prostaglandinas, que leva a uma redugdo do fluxo sanguineo e prejudica a migracdo de leucocitos,
também reduz a produgdo de citocinas importantes, como 0 TNF-a e IL-1f (128).

Conforme mencionado anteriormente, o alfa-pineno reduziu o rolamento e a adesdo de
leucdcitos, e estes resultados sugerem que a atividade do alfa-pineno modula as interagdes leucocito-
endotélio e, consequentemente, a migracdo de leucocitos. Deste modo, os efeitos do alfa-pineno
podem estar associados com a redugdo de expressao de moléculas de adesdo e a inibi¢do da sintese de
prostaglandinas, semelhante aos efeitos dos anti-inflamatérios de referéncia. No entanto, essa hipotese
precisa ser mais explorada.

Recentemente, foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa que outros compostos isolados de
6leos essenciais, como 0 p-cimeno e o estragol, reduziram a migragdo de leucocitos in vivo,
modulados por citocinas (65,85). Na verdade, estudos anteriores relataram que o alfa-pineno foi capaz
de inibir a translocagdo nuclear do fator nuclear kappa B (NF-kB) (129), que é um elemento regulador
da expressdo génica e quando ativo controla as etapas iniciais do processo inflamatério vascular,
especificamente, a adeséo leucocitaria e a quimiotaxia (130). Portanto, a partir destes dados, podemos
pensar que os efeitos inibitorios do alfa-pineno sobre o comportamento dos leucécitos poderiam
incluir as agles inibitorias sobre o NF-kB, que conduz a uma reducdo da expressdo de diferentes

mediadores inflamatério. Contudo, novos estudos devem ser realizados para elucidar este mecanismo.

4.4 CONSIDERACOES FINAIS
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Os nossos dados mostraram que o alfa-pineno apresentou um efeito inibitério significativo
sobre a migracao de leucocitos, uma etapa crucial da resposta inflamatdria. Estes efeitos bioldgicos do
alfa-pineno indicam que este composto pode ser promissor no tratamento de doengas inflamatérias que
apresentam uma migracdo excessiva de leucdécitos, como por exemplo, a artrite reumatdide. No

entanto, mais estudos serdo necessarios para confirmar esta possibilidade.
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5 CONCLUSAO

e O presente estudo demonstrou que 0s monoterpenos p-cimeno e alfa-pineno, extraidos do éleo
essencial do Citrus latifélia Tanaka, possuem uma baixa citotoxicidade frente aos neutréfilos
in vitro;

e Tanto o tratamento com o p-cimeno quanto o tratamento com o alfa-pineno n&o apresentaram
sinais de toxicidade aguda, em modelo animal, nas doses testadas;

e O composto p-cimeno reduziu a quimiotaxia de neutréfilos in vitro estimulada pelo fMLP;
inibiu a migracdo de leucdcitos totais e polimorfonucleares para a cavidade peritoneal de
camundongos; diminuiu o nimero de leucdécitos rolling e aderentes durante a microcirculacao
mesentérica; estimulou a atividade fagocitica de macréfagos; reduziu os niveis da citocina
TNF-a e ndo alterou significativamente os niveis de IL-10.

e O composto alfa-pineno inibiu a quimiotaxia de neutrofilos in vitro estimulada por fMLP e
por LTB,; reduziu a infiltracdo de leucdcitos totais e polimorfonucleares para a cavidade
peritoneal de camundongos e o nimero de leucécitos rolling e aderentes para o endotélio
vascular.

e Os dois monoterpenos avaliados demonstraram efeitos sobre o comportamento quimiotatico
de leucdcitos.

e Este trabalho, por meio de ensaios bioldgicos realizados com o p-cimeno e o alfa-pineno,
acrescenta informagfes importantes associadas ao potencial anti-inflamatério destes
monoterpenos.

e Desta forma, estas drogas poderiam ser promissores no tratamento de processos inflamatérios
com migracdo excessiva de leucdcitos, especialmente nos processos cronicos, tais como a
artrite reumatdide. Entretanto, estudos adicionais serdo necessarios para esclarecer melhor o

mecanismo de a¢do destes monoterpenos.
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