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Resumo:

A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma sindrome de insuficiéncia respiratéria
caracterizada por infiltracdo pulmonar, edema e hipoxemia grave. A fisiopatologia da
LPA envolve uma intensa resposta inflamatoria pulmonar, que é caracterizada por
recrutamento de neutrofilos e ativacdo de macréfagos alveolares, os quais secretam
citocinas, principalmente IL-1, IL-6, IL-8, e IL-10 e TNF-a. O B-cariofileno (3-Cary) &
um sesquiterpeno bi-ciclico, um dos compostos mais abundantes do 6leo de copaiba
(Copaifera L), que apresenta diversas propriedades farmacoldgicas, incluindo
propriedades anti-inflamatéria. Sendo assim, este estudo teve como objetivo
investigar os efeitos do tratamento com R-Cary sobre as alteracdes histologicas no
tecido pulmonar, promovidas pela administracéo intranasal de LPS. Neste estudo.
Verificou-se que o tratamento com [-Cary, na dose de 215 mg/Kg atenuou o
processo inflamatério no pulmao, reduzindo a migracéo de células inflamatérias para
o tecido pulmonar. Além disso, observou-se que os pulmdes dos animais pré-
tratados com R-Cary 215 mg/kg, apresentaram uma menor alteracdo na histo
arquitetura pulmonar, tais como a auséncia de edema e focos hemorragicos. Os
dados obtidos nesse estudo demonstram [3-Cary possui efeito anti-inflamatério no
referido modelo, por atenuar a migragao celular e reduzir a magnitude do edema
pulmonar.

Introducgao

A LPA induzida por LPS é um modelo de inflamacdo aguda pulmonar em
camundongos que apresenta muitas semelhancas com a LPA humana: aumento da
permeabilidade capilar, edema pulmonar e um acentuado influxo de células
inflamatorias (Ingenito et al., 2001).A ativacdo da resposta inflamatéria ao LPS
ocorre via receptor Toll like 4 (TRL4) nas células hospedeiras, resultando na
ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), aumentando assim a
expressdo de citocinas pro-inflamatorias, especialmente TNF-a, IL-1B3, IL-6 e IL-8
(Dolinay et al., 2012). Portanto, as citocinas pro-inflamatorias exercem papel chave
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na LPA, pois sdo as responsaveis por iniciar, amplificar e perpetuar a patologia
(Goodman et al., 2003). Elevados niveis de TNF-a estdo associados a progressao
da LPA por induzir a adesdo de neutréfilos nas células endoteliais, um fenémeno
gue resulta em intensa migracao e infiltracdo de neutrofilos nos espacos pulmonares
(Thorley et al., 2007). O 3-Cary € um sesquiterpeno bi-ciclico, um dos compostos
mais abundantes do 6leo de copaiba (Copaifera L.), que apresenta diversas
propriedades farmacoldgicas ja descritas na literatura, incluindo propriedades anti-
inflamatoria. Em estudo recente realizado por nosso grupo de pesquisa
demonstramos que o tratamento com B-cariofileno, nas doses de 215 e 430 mg/Kg
atenuou o processo inflamatério, induzido pela administracéo intranasal de LPS, por
reduzir o numero de leucécitos no lavado broncoalveolar (LBA) e a atividade da
enzima mieloperoxidase no tecido pulmonar. Diante do exposto acima, este estudo
objetiva investigar os efeitos do tratamento com [(-cariofileno sobre as alteragdes
histolégicas no tecido pulmonar, promovidas pela administracao intranasal de LPS

Materiais e Métodos

Utilizou-se camundongos Balb-c, pesando de 20-25g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual de Maringd - Parana (UEM). O projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
de Maringd — UEM e aprovado sob o CEUA n° 9908100120.0s animais foram
divididos aleatoriamente em seis grupos: controle, LPS, LPS + 3-Cary (50, 100, 215
ou 430 mg/kg) ou LPS + dexametasona (DEX, 1 mg/kg). B-Cary e DEX foram
administrados via oral. Os animais dos grupos controle e LPS receberam igual
volume de solucao fisioloégica. Uma hora apds o tratamento, os animais foram
anestesiados com cetamina e xilazina e 50 pL de solucdo de LPS (2,5 mg/Kg)
administrado por via intranasal nos camundongos para induzir a LPA.

Para a analise histolégica, 24 horas apos a inducdo da LPA, os pulmdes dos
animais, tratados ou nao, foram retirados, desmineralizadas em solucdo de
formaldeido a 10% durante trés dias, e o formaldeido, entdo foi substituido por
solucdo de EDTA em salina (39/30mL). Apds esse processo as amostras foram
armazenadas em solucéo de 70% de etanol a 4°C. As amostras foram submetidas a
um processo de desidratacao utilizando solugdes de etanol (70, 80, 90 e 100%),
diafanizadas em xilol e embebidas em parafina. As amostras foram seccionadas a
4um de espessura, utilizando um micrétomo rotativo (LeicaRM2245). Os cortes
foram fixados em laminas e corados com hematoxilina e eosina (HE), sendo
fotomicrografados no microscopio de captura Olympus BX50 acoplado a uma
camera digital 3CCD. Os parametros histologicos estudados foram: a espessuras da
parede do alvéolo, a diminuicdo do lumen alveolar e a presenca de células
polimorfonucleares.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao 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.

~SUEM=" @cnPy ikt
e

O
Conseino Necional de Desenvolvimento Apolo a0 Clontifico
Clontitco o Tecnokdgico « Tecnolégico do Porond.




VM=

31° Encontro Anual de Iniciagao Cientifica 310 EA|C 10 e 11 de novembro de

11° Encontro Anual de Iniciacao Cientifica Junior T1° EAIGr 2022

0

Resultados e Discussao

No grupo controle negativo ndo foram encontrados focos inflamatoérios no tecido
pulmonar e verificou-se auséncia de granuldcitos tais como neutrdfilos, basofilos e
eosinofilos. Por outro lado, no grupo controle positivo (induzidos por LPS), foi
encontrado uma macica presenca de células inflamatérias, além de outras
caracteristicas da LPA, tais como dano alveolar difuso (DAD) e edema intra-alveolar.
Para os grupos de tratamento, ndo houve diferengas significativas entre as doses
(50, 100, 215 e 430 mg/kg) testadas. Entretanto, nota-se uma diminuicdo das
caracteristicas inflamatdrias para o grupo tratado com 3-Cary 215 mg/kg.

Apb6s andlise histopatoldgica pulmonar, verificou-se que os pulmdes dos animais do
grupo controle (1) apresentaram septo alveolar integro e alvéolos normais. Além
claro, da auséncia de hemorragia, congestao e focos inflamatérios no interior dos
alvéolos. Para o grupo controle positivo, observou-se elevada alteracdo na
arquitetura histoldgica do pulméo, com diminuicdo do limen alveolar, espessamento
da parede do alvéolo e presenca de areas edematosas (2). O grupo tratado com 3-
Cary 50 mg/kg apresentou alteracdo na espessura da parede alvolar, entretanto em
menor grau comparado ao grupo controle positivo (3). Os pulmdes dos aimais preé-
tratados com R-Cary 215 mg/kg (5), apresentaram uma menor alteracdo na histo
arquitetura pulmonar, comparada aos outros grupos (4 e 6), tais como a auséncia de
edema e focos hemorragicos.
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Conclusodes

Os dados obtidos nesse estudo demonstram que [-cariofileno possui efeito anti-
inflamatorio no referido modelo, por atenuar a migracdo celular e reduzir a
magnitude do edema pulmonar
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