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RESUMO

O y-terpineno (GT) € um monoterpeno presente no Oleo essencial de diferentes
plantas, como Sarnareja thymbra e Coriandrum sativum. O objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos do GT no comportamento de leucdcitos. Especificamente foram
avaliados os efeitos do GT sobre a quimiotaxia in vitro, fagocitose de leucocitos e a
microcirculagdo in situ. Os resultados mostraram que o GT, nas concentrac¢des de 30
pg/mL e 90 pg/mL, reduziu significativamente a quimiotaxia in vitro e a atividade
fagocitica dos neutrofilos. Além disso, GT (nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg)
mostrou-se eficaz em reduzir o numero de leucécitos rolling e aderidos , avaliados
por meio da microscopia intravital. Com base nos resultados encontrados, pode-se
concluir que o GT apresenta atividade anti-inflamatéria, sendo assim um promissor
composto que pode ser utilizado no tratamento das doencas inflamatérias agudas.

INTRODUCAO

O recrutamento de leucdcitos para o foco da injuria € a primeira linha de defesa,
participando desde a fase inicial até a resolucdo do processo inflamatorio.
Inicialmente, os leucdcitos circulantes rolam lentamente sobre o endotélio vascular,
aderindo transitoriamente as moléculas de adesdo presentes na membrana das
células e na superficie dos proprios leucdcitos. Dentre as moléculas de adesao,
destacam-se as pertencentes a familia das selectinas (E e P-selectinas nas células
endoteliais e L-selectinas nos leucdcitos) e seus respectivos ligantes (carboidratos).
ApoOs estes processos adesivos, 0s leucocitos migram (diapedese) pelas fendas
entre as células do endotélio e se dirigem ao foco de lesdo, um processo conhecido
como quimiotaxia (Souto et al., 2011; Muller, 2009)

O monoterpeno y-terpineno (GT) esta presente no Oleo essencial de diferentes
plantas, como Sarnareja thymbra e Coriandrum sativum. Estudos ja demonstraram
gue este composto possui atividade antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatoria
(Giweli et al., 2012, Hanafi et al., 2014). Apesar de haver poucos dados na literatura
sobre o GT, ha evidencias de sua acdo sobre a resposta inflamatéria aguda. Sendo
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assim, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do GT no comportamento de
leucécitos. Especificamente foram avaliados os efeitos do GT sobre a quimiotaxia in
vitro, fagocitose de leucdcitos e a microcirculagéo in situ.

MATERIAIS E METODOS

Para os experimentos foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c com peso
corporal entre 20-25g, e ratos Wistar (180 — 220 g) provenientes do Biotério Central
da Universidade Estadual de Maringa.

Os efeitos do gama-terpineno sobre o processo de quimiotaxia in vitro foram
observados em Camara de Boyden. Resumidamente, serdo adicionados ao
compartimento inferior da camara de Boyden, o quimioatraente fMLP (10° M) e o
controle negativo (meio RPMI 1640). As suspensdes de leucécitos (1 x 10°
células/ml) pré-tratadas ou ndo com gama-terpineno foram colocadas no
compartimento superior. A camara foi entdo, incubada a 37°C por 90 minutos. Em
seguida, a membrana que separa os dois compartimentos foi retirada, lavada e
corada utilizando Instant Prov (Newprove®). Os leucécitos que migraram na
membrana serdo contados utilizando microscopia optica (100x).

No ensaio de fagocitose, um mL dessa suspenséo (2x10° leucécitos/mL) de células
foi incubado com diferentes concentragcdes de GT por 30 min. Apds o0 tempo de
tratamento, as células foram centrifugadas e ressuspensas em 1 ml de meio RPMI
contendo 10% de plasma de camundongo e 10 pl da solucdo de Zymosan
opsonizado (5mg/mL), por 30 minutos, a 37 °C em 5% CO2. Em seguida, foram
preparadas laminas com essa suspensao final de células, que serdo fixadas e
coradas pelo método de May-Grunwald-Giemsa. A contagem sera realizada em
microscopio Optico e os resultados serdo expressos em numeros de neutréfilos em
fagocitose por 100 neutrofilos.

Os processos de rolamento (rolling) e adesdo endotelial de leucécitos foram
utilizados como parametros para avaliar a migracao de leucdcitos. Estes parametros
foram avaliados in situ, pelo método de microscopia intravital, na fascia espermatica
interna de ratos Wistar. O numero de leucécitos rolling e aderidos foram contados
por 10 minutos em duas vénulas.

Os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM). Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram que o fMLP estimulou significativamente a migracao
de leucocitos. GT nas concentracfes de 30 pg/mL e 90 pg/mL promoveu uma
diminuicdo significativa na quimiotaxia de leucécitos quando comparado ao fMLP
(agente quimiotético) (Figura 1).
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Figura 1. Efeito do y-terpineno (GT) sobre a quimiotaxia de leucdcitos. Os leucdcitos obtidos da
cavidade peritoneal dos camundongos foram tratados com GT nas concentracdes de 3, 10, 30, 90
pug/ml. *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.

Resultados semelhantes foram encontrados no experimento da fagocitose de
neutrofilos. Os neutrdéfilos sdo as primeiras células a alcancar o local da inflamacéao,
onde auxiliam na eliminacdo de microorganismos através de fagocitose, producéo
de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de substancias microbicidas (Souto et
al.,, 2011). O GT nas concentracdes de 30 e 90 pg/mL foi capaz de reduzir a
atividade fagocitica de neutrdfilos (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do y-terpineno (GT), sobre a atividade fagocitaria de neutréfilos. Os neutrofilos
obtidos da cavidade peritoneal dos camundongos foram tratados com o GT nas concentracdes de 3,
10, 30, 90 pg/ml e posteriormente incubados com particulas de zymosan previamente opsonizadas.
*p < 0,05 quando comparado ao RPMI. #p < 0,05 quando comparado ao Zymosan (Zy). Os dados
foram analisados utilizando o teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

Os processos de rolamento e adesao de leucoécitos foram observados por meio da
microscopia intravital. O pré-tratamento dos animais com GT, nas doses de 50, 75 e
100 mg/kg reduziu significativamente o numero de leucocitos aderidos (48,3%,
47,5% e 55,3% respectivamente) (Figura 3a) e de leucacitos rolling (59,6%, 58% e
63,6% respectivamente) (Figura 3b).
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Leucocitos Aderidos (vénula de 100um)

Leucocitos em Rolling (células 10min™)

C- C+ 25 50 75 100 IND G- C+ 25 50 75 100 IND
EERAEER— ~ GT(mgka)
GT (mg/kg)
CG (100 pg/escroto)
CG (100 pg/escroto)
Figura 3. Efeito do y-terpineno (GT) sobre rolamento de leucécitos (a) e na adeséo (b) induzida por
carragenina. Os resultados sao expressos como média + SEM. *P < 0,05 versus solucdo salina. #P <
0,05 versus grupo controle.

CONCLUSOES

Os resultados desse estudo demonstram que o GT tem potencial anti-inflamatério do
GT devido a sua capacidade de reduzir a migracdo e a atividade fagocitaria dos
neurtofilos.
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