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RESUMO

O B-Mirceno é um monoterpeno que apresenta uma variedade de atividades
biologicas, dentre elas a anti-inflamatéria. A sepse esta bem estabelecida como um
processo inflamatério sistémico e de dificil tratamento. Nesta pesquisa foi utilizado o
modelo experimental de sepse em murinos pela infeccdo polimicrobiana sistémica
induzida pela ligadura e puncéo do ceco (CLP). Os resultados mostraram que o B-
Mirceno ndo apresentou citotoxicidade para as células e, em doses de 100 e 200
mg/kg, reduziu o recrutamento de leucécitos para a area da infeccado e a carga
bacteriana no sangue. Os resultados indicam uma provavel atividade anti-
inflamatéria sistémica e antimicrobiana neste modelo experimental.

INTRODUCAO

O B-Mirceno € um monoterpeno que apresenta atividades antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatoéria, e esta presente em plantas do género Verbena e no
lUpulo. Suas atividades indicam uma possivel atividade anti-inflamatéria sistémica,
como no caso da sepse, que corresponde a uma resposta inflamatéria alterada,
podendo levar a uma disfuncao organica potencialmente fatal (Singer et al., 2016).
Para realizar o estudo da sepse, o modelo experimental de sepse por CLP é
amplamente utilizado, pois induz peritonite com intensa infiltragdo de neutréfilos e
macréfagos no peritbnio e bacteremia, simulando algumas condicées clinicas tais
como as observadas na apendicite e diverticulite (Rittirsch et al., 2009). Assim, nesta
pesquisa foram estudados os efeitos do B-Mirceno, em um modelo experimental de
sepse murina, avaliando a citotoxicidade in vitro (MTT), o recrutamento leucocitario
peritoneal e a bacteremia.

MATERIAIS E METODOS

Animais
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A pesquisa foi realizada utilizando camundongos machos C57BL/6, pesando
de 20 a 25¢g, mantidos em ambiente de temperatura apropriada (22 +-2°C), em ciclo
claro/escuro de 12 horas, com alimentacdo a livre demanda de racdo (Nuvilab®,
Colombo, PR, Brasil) e agua. Os procedimentos foram experimentais aprovados
pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de Maringa (Parecer n°4628291021).

O tratamento dos animais foi realizado por via oral (gavagem) com B-Mirceno
ou veiculo (agua), em dose Unica, uma hora antes da indugcdo da cirurgia para a
realizacdo da CLP. Os animais submetidos a CLP, grupo controle (CLP), com
exposi¢cdo do material fecal. Grupo de animais falso-operados, grupo (SHAM), em
que a cirurgia foi feita sem exposicao do material fecal, tratados apenas com veiculo
e mais trés grupos experimentais de animais submetidos a CLP e tratados com [3-
Mirceno em diferentes doses (50, 100 ou 200 mg/kg).

Procedimento cirurgico e inducao da infeccao cirurgica

Os animais foram anestesiados via intramuscular com Xilazina/Ketamina e foi
realizada tricotomia abdominal e desinfeccdo da regiao abdominal com &lcool
iodado. Foi realizada uma incisdo longitudinal de aproximadamente 1 centimetro
para acesso a cavidade peritoneal e exposicao da regidao ileocecal. Com fio de
algodao, embebido em salina, foi realizada a ligacao da regidao da valvula ileocecal e
uma perfura¢do unica no ceco, com uma agulha de calibre 0,8 milimetros. O ceco foi
levemente pressionado para exteriorizacdo de pequena quantidade de material
fecal. Apds esse procedimento, o intestino foi recolocado na cavidade peritoneal e o
peritbnio e a pele, suturados. Posteriormente foi administrado 1mL de salina por via
subcutanea na regiao dorsal dos animais.

Citotoxicidade in vitro (Ensaio MTT)

O ensaio de MTT foi conduzido com modificagdes. O ensaio MTT (brometo de
3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetraz6lio) é baseado na redugdo da enzima
mitocondrial do corante tetrazélio para detectar e determinar a citotoxicidade. Os
leucécitos foram plaqueados a 5 x 105 células/poco em 100 ul de meio RPMI (com
10% de soro fetal bovino + 100 U/mL de penicilina + 100 yg/mL de estreptomicina).
Apbs 90 minutos de exposicao aos compostos analisados 3-Mirceno (3, 10, 30 ou 90
Mg/mL) e veiculo, 10 yL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada poco e entao
incubados a 37°C e com 5% de CO2 por 2 horas. Posteriormente, 150uL de
sobrenadante foram removidos e 100 pyL de DMSO (dimetilsulfoxido) foram
adicionados a cada poco e as células foram novamente incubadas a 25°C com 5%
de durante 10 min. A absorbancia foi determinada a 550 nm. A viabilidade foi obtida
pela formula:

absorbancia de células tratadas — absorbancia do branco
Viabilidade Celular =

absorbancia do controle — absorbancia do branco

Contagem Leucocitaria Total e diferencial na cavidade abdominal
Apbs 6 horas da inducdo de sepse, a cavidade peritoneal foi lavada com
PBS/EDTA, e o lavado coletado em seringa estéril para contagem de leucécitos
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totais em camara de Neubauer. Para a contagem diferencial, laminas foram coradas
pelo método de May-Grinwald-Giemsa.

Contagem de bactérias no sangue

Ap6és eutanasia utilizando dose alta de anestésico (xilazina’ketamina), foi feita
pungdo do plexo ocular e o sangue coletado em recipientes estéreis com
quantificagdo de bactérias viaveis no sangue sendo realizada por semeadura em
Mueller-Hinton e contagem de unidades formadoras de colénia (CFU) por ml de
amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nossos experimentos para avaliagdo da citotoxicidade utilizando-se o
ensaio de MTT, o B-Mirceno ndo apresentou toxicidade in vitro em nenhuma das
concentragbes testadas (3, 10, 30 e 90 pg/mL), apresentaram viabilidade celular
superior a 90%, o que vai de acordo com resultados mostrados por outros estudos
(Cavalcante et al., 2020).

Seis horas ap6s a inducéo da sepse, foi observado um aumento significativo
no numero de leucdcitos recrutados na cavidade peritoneal (P<0,05) no grupo de
animais sépticos (CLP: 10,371 + 2,599 células/mm?®, *P<0,05) em comparacdo ao
grupo SHAM (1,881+285 células/mm?®). O tratamento com B-Mirceno nas doses de
100 e 200 mg/kg promoveu uma reducao no numero total de leucdcitos (46% e 45%)
em comparagdo ao grupo CLP (5,619 £1,204 e 5,665%+811), respectivamente,
*P<0,05), enquanto que na dose de 50 mg/kg (9,910+1276, *P<0,05) néo reduziu o
namero de células migradas.

A reducdo da contagem de leucocitos para a cavidade peritoneal promovida
pelo B-Mirceno nas doses de 100 e 200 mg/kg é devido tanto a reducédo de
leucocitos PMN quanto de mononucleares, como evidenciado em nossos resultados.
Em estudo semelhante, Rocha e colaboradores (ROCHA et al., 2011) demostraram
a diminuicdo do recrutamento de leucdcitos em modelo de peritonite induzida, e o
mecanismo proposto foi seu efeito sobre a inibicdo de mediadores inflamatérios, tais
como: prostaglandinas, TNF e outros. Varios trabalhos mostraram que produtos
naturais e O6leos essenciais contendo sesquiterpenos reduzem a migragdao de
leucocitos em modelos experimentais de inflamagédo (Kummer et al., 2015, Silva-
Comar et al., 2014). Similarmente, o B-Mirceno pode envolver também a reducao da
producdo de citocinas pro-inflamatérias e outros mediadores, como ja reportado.
Avaliamos o efeito do B-Mirceno sobre a quantidade de bactérias no sangue dos
animais submetidos a CLP. Foi observado que o numero de UFC no sangue dos
animais apoés inducao de infeccdo por CLP aumentou em comparagédo com o grupo
SHAM. O tratamento dos compostos nas doses testadas de 50, 100 e 200 mg/kg
reduziu significativamente o nimero de bactérias vidveis no sangue dos animais,
sugerindo um efeito antimicrobiano deste composto na bacteremia em animais
sépticos.

CONCLUSOES
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Os resultados indicaram que o p-mirceno apresenta reduzida citotoxicidade in vitro,
apresentando importante atividade sobre a migracdo leucocitaria e redugdo da
infeccéo sistémica.
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