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Resumo:

A Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) é uma sindrome de insuficiéncia respiratéria
gue é caracterizada por infiltracdo pulmonar, edema e hipoxemia grave. A inducéo
da LPA é feita pela administracdo intranasal de LPS, que nos pulmdes causa uma
forte resposta inflamatoria. O B-mirceno € um terpeno derivado de 6leos essenciais
gue apresenta diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo propriedades anti-
inflamatorias. Neste estudo, demonstra que o tratamento com [3-mirceno nas doses
de 500 e 750 mg/kg atenuou o processo inflamatério no pulméo, reduzindo a
migracao de neutrofilos para o tecido, sendo evidenciado pela diminuicdo nos niveis
da enzima Mieloperoxidase (MPQO). Outrossim, o terpeno mostrou eficacia na
reducdo do estresse oxidativo pulmonar, evidenciado pela diminuicdo do nivel de
proteinas carboniladas e elevacdo dos niveis de GSH. Portanto, pode-se concluir
gue o B-mirceno apresenta atividade anti-inflamatéria, no modelo utilizado, pois
acarretou na atenuacdo da migracao de neutréfilos para os pulmées e diminuicdo do
estresse oxidativo.

Introducao

O desenvolvimento da LPA esta associado a diversos fatores de risco, como
pneumonia, traumas, sepse, pancreatite e choque. A fisiopatologia da leséao
envolve uma intensa resposta inflamatéria pulmonar, que é caracterizada por
recrutamento de neutréfilos e ativacdo de macréfagos alveolares, os quais
secretam citocinas, principalmente IL-1, IL-6, IL-8, e IL-10 e TNF-a. Adicionalmente,
os neutréfilos e macréfagos ativados também produzem e secretam outros
mediadores inflamatérios que lesam diretamente o epitélio alveolar, como espécies
reativas de oxigénio (ROS) e proteases (BERNARD et al., 1994).

O B-mirceno, ou simplesmente mirceno, € um monoterpeno aciclico de aroma
agradavel, proveniente de 6leos essenciais de muitas plantas como, erva-cidreira,
capim-liméo, louro, verbena, lUpulo entre outros; sendo o principal componente do
6leo essencial de alecrim (Rosmarinus officinalis). E um importante ingrediente
usado na fabricagdo de cosméticos e aromatizantes utilizados na induastria
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alimenticia, apresentando inumeras atividades, dentre elas anti-inflamatoria,
analgésica e antioxidante (LORENZETTI et al., 1991; BONAMIN et al., 2014;
CIFTCl et al., 2014).

Portanto, é possivel que o B-mirceno possa ser uma alternativa eficaz para o
tratamento da LPA em seres humanos. Entretanto, faz-se necessario uma
confirmagdo direta da hipOtese priméria de que este monoterpeno possa atuar
como promissor agente anti-inflamatério. Com este propdésito, faz-se necessario
avaliar o efeito deste composto sobre modelos experimentais de LPA em animais,
como a LPA induzida por LPS em camundongos.

Materiais e Métodos

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb-C machos, pesando entre
20-25¢. Estes foram divididos aleatoriamente em sete grupos (n= 7): controle, LPS,
LPS + B-mirceno (125, 250 e 500 mg/Kg), LPS + zafirlucaste (ZAR 5 mg/kg,
antagonista dos receptores de leucotrienos) ou LPS + dexametasona (DEX, 1 mg /
kg). As drogas B-mirceno, ZAR e DEX foram administrados via oral. Para a lesao
pulmonar aguda, os camundongos foram previamente anestesiados com cetamina e
xilazina e em seguida foi realizada a administracdo intranasal de 50uL de uma
solugédo de LPS (Sigma-Aldrich) (500ug/1mL). Os animais dos grupos Controle e
LPS receberam igual volume de solucéo fisiologica.

Para o estresse oxidativo do tecido pulmonar, 24h apds a administracao
intranasal de LPS realizou-se a eutanasia dos animais (por overdose anestésica),
retirando os pulmdes. Em seguida, foi preparado um homogenato com 0,5g de
tecido pulmonar + 10 volumes de tampéao fosfato de potassio 0,1M (p 7,4) e uma
aliquota foi extraida para determinar o contetdo de glutationa reduzida (GSH) e
analisar a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).

Para a analise estatistica os resultados foram analisados utilizando o
Software GraphPad Prism® (versdo 5.0) sendo expressos como média = erro
padrdo da média (EPM). Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Resultados e Discussao

Para a determinacdo do acumulo de neutréfilos no tecido pulmonar avaliou-
se a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), determinada pela técnica de
ponto final através da medida de absorbancia (460 nm) por meio de um leitor
Spectra Max Plus e registrada em intervalos de 15 segundos durante 2 min.
(Lionhert Diagnostics® - ELX 800). Conforme observado na Figura 1, o nivel de
atividade da MPO aumentou apds a administracdo do LPS. Em contrapartida, os
tratados com -mirceno, nas doses 500 e 750 mg/kg, reduziram significativamente
a atividade da MPO. Além disso, resultados semelhantes foram encontrados nos
grupos tratados com ZAF e DEX. Com isso, sugere-se que 0O [B-mirceno possuli
efeito anti-inflamatoério na atenuacéo da migracédo de neutrofilos nos pulmdoes.
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Figura 1 — Efeitos dg3-mirceno sobre a atividade da MPO no tecido pulmofpe0.05 comparado com o

grupo salina; #p<0.05 comparado com o grupo LPS.

Para a determinacédo do estresse oxidativo pulmonar, analisou-se 0s niveis
de proteinas carboniladas e GSH no tecido pulmonar. Para GSH, utilizou-se
espectrofluorimetria, com excitacdo de 350 nm e emissao em 420 nm), por meio do
ensaio com o-ftalaldeido (OPT). A fluorescéncia foi calculada como GSH. Os
resultados foram calculados usando uma curva padréo preparada com GSH e o0s
valores expressos em nmol (mg de proteina)™.

Conforme a Figura 2A, os niveis de grupos proteicos carbonil, um parametro
pré-oxidativo, foram 60% maiores nos pulmdes de camundongos do grupo LPS e o
tratamento com 500 e 750 mg/kg de B-mirceno reduziu consideravelmente esses
niveis. Os resultados de glutationa reduzida (Figura 2B) estdo diminuidos apés a
administracdo de LPS, em comparacdo com o tratamento de B-mirceno (125, 250,
500). Vale ressaltar que o tratamento de camundongos com B-mirceno 750 mg/kg

praticamente restabeleceu os valores de controle e GSH.
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Figura 2 - Efeitos do3-mirceno sobre o estresse oxidativo no tecido pnimdp<0.05 comparado com o grupo

salina; #p<0.05 comparado com o grupo LPS.

Conclusdes

Levando em consideracdo a capacidade do composto B-mirceno de atenuar a
migracao de neutrofilos para os pulmdes e diminuir do estresse oxidativo, sugere-se
gue este possui atividade anti-inflamatéria em modelo de LPA induzida por LPS em
camundongos.
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