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Resumo

O composto B-mirceno (MIR) é um hidrocarboneto, da classe dos monoterpenos,
presente nos Oleos essenciais de plantas, como de capim limdo, alecrim e na
Cannabis spp. Este composto possui um perfil aromatico almiscarado e terroso e
desempenha excelentes atividades terapéuticas, tais como acédo antioxidante, anti-
inflamatoria, analgésica, dentre outras. Neste estudo, foram avaliadas as atividades
do MIR sobre a quimiotaxia e fagocitose de leucdcitos. Os resultados obtidos
demonstraram que o MIR na concentracdo de 10 pg/mL foi capaz de promover uma
reducdo na quimiotaxia dos leucocitos, em resposta ao estimulo do fMPL. MIR em
todas as concentracdes testadas promoveu uma diminuicdo significativa na atividade
fagocitica. Dessa forma, o presente trabalho conclui que o MIR apresenta atividade
anti-inflamatoria, sendo capaz de reduzir a migracéo e a fagocitose de leucaocitos.

Introducao

O processo inflamatério € uma resposta natural do organismo frente a um agente
gue possa acarretar danos, injaria ou até mesmo lesdes teciduais (Etienne, 2021).
Essa resposta é caracterizada por alteracdes do fluxo sanguineo, da permeabilidade
vascular e do recrutamento leucocitario, processos estes que decorrem da liberacao
de mediadores proé-inflamatérios (Tracy, 2006).

O recrutamento ou migracdo de leucécitos para o foco da injuria € uma etapa
importante da resposta inflamatéria, uma vez que estes atuam como células de
primeira linha de defesa, desde a fase inicial até a resolucdo do processo. Ao
migrarem para o sitio inflamatério, os neutrofilos participam especialmente da
eliminacdo de patdégenos, através de diferentes mecanismos, como a fagocitose e a
formacdo de NETs. Embora neutréfilos desempenhem papel essencial na resposta
inflamatoria, sua migracao e resposta desregulada desencadeiam danos teciduais
(Almeida, 2016).

O B-mirceno (MIR) € um monoterpeno de aroma agradavel, presente em oOleos
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essenciais de muitas plantas como, erva-cidreira, capim-limao, louro, verbena, lipulo
entre outros; sendo o principal componente do 6leo essencial de alecrim
(Rosmarinus officinalis). E um importante composto usado na fabricacdo de
cosmeéticos e aromatizante utilizado na indastria alimenticia (Maggi et al., 2011). O B-
mirceno apresenta diversas ac¢fes farmacologicas importantes, como efeito
analgésico, sedativo, neuroprotetor, atividade antimicrobiana, antiulcerogénica,
antioxidante (Bonamim et al., 2014). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade do composto isolado MIR na quimiotaxia e fagocitose de
leucaocitos.

Materiais e métodos

Foram utilizados camundongos Balb-c, pesando de 20-25g. Para o ensaio de
guimiotaxia in vitro, a peritonite foi induzida por meio de uma injecao intraperitoneal
de zymosan (1mg/animal). Apdés 4h, os camundongos foram eutanasiados com
overdose de cetamina/xilazina (300 e 30 mg/kg), e em seguida foi realizada lavagem
da cavidade peritoneal com solucéo tampéao (PBS, pH 7,4). O exsudato peritoneal foi
coletado, centrifugado e ajustado o nimero de leucécitos para 1x10° células/mL em
meio RPMI 1640. Em seguida, as células foram incubadas com MIR nas
concentragdes de 3, 10, 30 e 90 pg/mL por 30 minutos a 37°C em 5% de CO,. O
controle negativo e positivo foi incubado sem o MIR. Apds a incubacédo, foram
adicionados ao compartimento inferior da camara de Boyden o quimioatraente fMLP
(10° M) e o controle negativo (meio RPMI 1640). Uma membrana de policarbonato
isenta de polivinilpirrolidona (Nuclepore; Neuroprobe), com poros de 5um de
diametro, foi utilizada para separar os compartimentos superior e inferior da camara.
A suspensédo de leucdcitos para os controles e as suspensdes de leucdcitos pré-
tratadas com [B-mirceno foram pipetadas no compartimento superior da camara.
Apés incubacdo, a membrana foi retirada, lavada e corada utilizando InstantProv
(Newprove®). Os leucécitos que migraram pela membrana foram contados
utilizando microscopia 6ptica (1000x).

No ensaio de fagocitose, a suspensdo de células obtida apos a centrifugacao foi
incubada nas concentracdes 3, 10, 30 e 90 pg/ml por 30 minutos. Para indugéo da
fagocitose, foram utilizadas particulas de zymosan previamente opsonizadas. As
células tratadas foram entdo incubadas com a solucdo de zymosan previamente
opsonizado por 30 minutos, a 37°C em 5% CO,. Em seguida, foram preparadas
laminas e realizada a contagem em microscépio oOptico e os resultados foram
expressos em numeros de neutréfilos em fagocitose por 100 neutrofilos.

Resultados e Discussao

Para verificar o efeito direto do MIR sobre a quimiotaxia de leucdcitos in vitro,
utilizou-se a camara de Boyden como modelo experimental e fMLP 10° M como
agente quimiotatico. Nossos resultados mostraram que o fMLP estimulou
significativamente a migracéo de leucécitos quando comparados ao grupo controle
(RPMI 1640). O tratamento com MIR na concentracao de 10 pg/mL reduziu (57%)
significativamente o recrutamento de leucdcitos quando comparado ao fMLP (Figura
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Figura 1. Efeito do B-mirceno (MIR) sobre a quimiotaxia de leucécitos. Os leucécitos obtidos da cavidade peritoneal dos
camundongos foram tratados com o MIR nas concentracdes de 3, 10, 30, 90 pug/ml. Os resultados séo representativos de trés
experimentos independentes. “p < 0,05 quando comparado ao RPMI (controle negativo). “p < 0,05 quando comparado ao fMLP
(controle positivo). Os dados foram analisados usando o teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Tukey..

Os neutrofilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o sitio inflamatério,
sendo especialmente efetivos contra infeccdes bacterianas. Seu principal
mecanismo para eliminacdo de patégenos € a fagocitose. Nossos resultados
mostram que o MIR, nas concentracbes 3, 10, 30, e 90 pg/mL, reduziu
significativamente a habilidade fagocitica dos neutréfilos em 30,12%, 51,02%,

61,55% e 56,18%, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do MI, sobre a atividade fagocitaria de neutréfilos. Os neutrofilos obtidos da cavidade peritoneal dos
camundongos foram tratados com o B-mirceno nas concentragdes de 3, 10, 30, 90 pg/ml e posteriormente incubados com
particulas de zymosan previamente opsonizadas. Os resultados s&o representativos de 2 experimentos independentes. ‘p <
0,05 quando comparado ao RPMI. *p < 0,05 quando comparado ao Zymosan (Zy). Os dados foram analisados utilizando o
teste de varidancia ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o MIR diminuiu a
quimiotaxia e fagocitose de leucdcitos em diversas concentragfes, 0 que comprova
gue esse composto possui atividade anti-inflamatoéria. Todavia, outros estudos ainda
sdo necessarios elucidar os mecanismos anti-inflamatorios deste composto.
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