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Figura 1.
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Efeito dos terpenos sobre a producdo de anion superdxido in vitro.
Macrofagos RAW 264.7 foram expostos com os terpenos (10, 50 e 100
M) por 2 h seguido da adicdo ou ndo de LPS (1 pg/mL). Acido galico
(AG) 50 uM foi usado como controle positivo. A producdo do anion
superoéxido foi determinada apos 24 h utilizando o reagente colorimétrico.
(A) Monoterpenos: L-carveol, L-carvona e m-cimeno e (B)
Sesquiterpenos: guaieno e valenceno. Os resultados foram expressos
como média + DP de trés experimentos independentes. * Significativo
quando p <0,05 comparado com o controle +LPS. # controle versus

controle + LPS.

Figura 2. Reducdo dos terpenos sobre a producao de éxido nitrico (NO) in vitro. Os

Figura 3.

Figura 4.

macrofagos RAW 264.7 foram expostos com ou sem 0s terpenos e apos
2 h, foram estimulados com LPS. (A) Monoterpenos: L-carveol, L-carvona
e m-cimeno e (B) Sesquiterpenos: guaieno e valenceno foram medidos 24
h mais tarde utilizando o reagente de Griess tal como descrito na secao
de materiais e métodos. L-NMMA 500 pM foi usado como controle
positivo. Os resultados foram expressos como média + DP de trés
experiéncias independentes. * Significativo quando p <0,05 comparado
com o controle com células induzidas por LPS.

Os monoterpenos reduzem a concentracdo das citocinas pré e anti-
inflamatoria (TNF-a, IL-1a e IL-10) in vitro. Macrofagos RAW 264.7 foram
expostos com os terpenos e apds 2 h receberam ou ndo estimulo com
LPS. (A) TNF-a (B) IL-1a e (C) IL-10. Os niveis das citocinas foram
medidos 24 h mais tarde utilizando kits por ELISA como descrito na secao
de material e métodos. Os resultados foram expressos como média + DP
de trés experiéncias independentes. * Significativo quando p <0,05

comparado com o controle com células induzidas por LPS.

Os sesquiterpenos reduzem a concentracdo das citocinas pré e anti-
inflamatoéria (TNF-a, IL-1a e IL-10) in vitro. Os macrofagos RAW 264.7



foram expostos com os terpenos e apds 2 h receberam ou nao estimulo
com LPS. (A) TNF-a (B) IL-1a e (C) IL-10. Os niveis das citocinas foram
medidos 24 h mais tarde utilizando kits por ELISA como descrito na secao
de material e métodos. Os resultados foram expressos como média + DP
de trés experiéncias independentes. * Significativo quando p <O0,05

comparado com o controle com células induzidas por LPS
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RESUMO

MARQUES, Franciane Martins, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, margo de 2017.
Atividade anti-inflamatdria de terpenos em macrofagos RAW 264.7 estimulados
por Lipopolissacarideo. Orientador: Prof. Dr. Marcio Fronza.

A inflamagdo é um processo natural e complexo, necessario para a defesa do
organismo. Porém uma resposta inflamatoria excessiva pode causar danos
irreversiveis no tecido e induzir até mesmo a morte celular. O uso excessivo de
drogas anti-inflamatorias aliado aos seus efeitos colaterais faz necesséaria a
pesquisa de novas opcodes terapéuticas. Neste contexto, o objetivo do presente
trabalho foi investigar o efeito anti-inflamatério de cinco terpenos (L-carveol, L-
carvona, m-cimeno, guaieno e valenceno) em linhagem de macréfagos RAW 264.7
estimulados com lipopolissacarideos (LPS). A viabilidade celular foi determinada
pelos métodos colorimétricos do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT) e sulfurodamina B (SRB). A determinacao da influéncia sobre
producdo de 6xido nitrico (NO), citocinas pré e anti-inflamatérias (TNF-a, IL-1a e IL-
10) e fator nuclear kappa b (NF-kB) foram realizadas utilizando reagente de Griess,
kit de ensaio imunoenzimético (ELISA) e pela medida da quimioluminescéncia,
respectivamente. Para avaliar o potencial inibitorio de espécies reativas de oxigénio,
foi analisado o efeito inibitério dos terpenos sobre a produgédo do anion superéxido
(O27), o efeito protetor dos terpenos contra o dano oxidativo do peréxido de
hidrogénio em macrofagos, e a atividade sequestrante do radical NO. No método
para avaliacdo da concentracdo de citocinas todos 0s terpenos apresentaram
aumento do nivel da citocina anti-inflamatéria IL-10 na concentracdo de 100 uM de
até 278,9 + 76,0% para o sesquiterpeno (guaieno) e de 69,1 £ 12,7% para o
monoterpeno (L-carvona). Os terpenos com excecdo do guaieno reduziram as
citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IL-1a. Além disso, todos apresentaram inibicédo
sobre a producdo de NO especialmente na concentragdo de 100 pM, onde o
guaieno e m-cimeno obtiveram as maiores inibicdes de 52,3 + 24,5% e 36,8 £ 6,5%,
respectivamente, porém nenhum dos terpenos demonstraram influencia no
sequestro deste radical. O L-carveol e m-cimeno foram inibidores significativos da
producdo do O,", obtendo reducéo significativa de 71,3 + 11,5% e 59,6 + 21,4%; e
52,7 £ 21,5% e 55,7 + 21,2% nas concentracfes de 10 e 100 uM, respectivamente.
O valenceno apresentou 0 maior potencial na supressédo de NF-kB na concentracéo
de 100 uM, obtendo inibicdo de 22,1%. Tais resultados indicam que esses terpenos
apresentam propriedades anti-inflamatérias demonstrando possuir um potencial
terapéutico e que poderdo ser utilizados como possiveis agentes supressores da
inflamac&o.

Palavras-chaves: 6xido nitrico, citocinas, NF-kB, anion superoxido, peréxido de
hidrogénio.
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ABSTRACT

MARQUES, Franciane Martins, M.Sc, Universidade Vila Velha - ES, March 2017.
Anti-inflammatory activity of terpenes lipopolysaccharide- stimulated in RAW
264.7 macrophages. Adviser: Prof. Dr. Marcio Fronza.

Inflammation is a natural and complex process, necessary for the defense of the
organism. However, an excessive inflammatory response can cause irreversible
tissue damage and even induce cell death. The excessive use of anti-inflammatory
drugs and their side effects makes it necessary to investigate new therapeutic
options. In this context, the objective of the present work was to investigate the effect
of five terpenes (L-carveol, L-carvone, m-cimene, guaiene and valencene) on the
inflammatory process in lipopolysaccharide-stimulated (LPS) macrophage RAW
264.7 lineage. Cell viability was determined by the de 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) and sulforhodamine B (SRB) colorimetric
methods. The determination of the influence on the production of nitric oxide (NO),
pro and anti-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1a and IL-10) and nuclear factor
kappa B (NF-kB) were performed using Griess reagent, immunoenzymatic assay kit
(ELISA) and chemiluminescence measurements, respectively. For to evaluate the
inhibitory potential of reactive oxygen species, was analyses the inhibitory effect of
terpenes on superoxide anion production (O;"), the protective effect of terpenes
against oxidative damage of hydrogen peroxide on macrophages, and the
sequestering activity of radical NO. In the method to evaluate the concentration of
cytokines, all terpenes showed an increase in the level of the anti-inflammatory
cytokine IL-10 in the concentration of 100 uM up to 278.9 + 76.0% for sesquiterpene
(guaiene) and 69.1 + 12.7% for monoterpene (L-carvone). Terpenes with the
exception of guaiene have reduced the pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-1a.
In addition, all of them showed inhibition on NO production especially at the
concentration of 100 uM, where guaiene and m-cymene obtained the highest
inhibitions of 52.3 + 24.5% and 36.8 + 6.5%, respectively, but none of the terpenes
showed influence in the sequestration of this radical. L-carveol and m-cymene were
significant inhibitors of O, production, obtaining a significant reduction of 71.3 +
11.5% and 59.6 + 21.4%; And 52.7 + 21.5% and 55.7 £ 21.2% at concentrations of
10 and 100 uM, respectively. Valencene had the highest potential in the suppression
of NF-kB concentration of 100 pyM, obtaining inhibition of 22.1%. These results
indicate that these terpenes exhibited anti-inflamatory activity showing a therapeutic
potential and that could be used as possible suppressive agents of inflammation.

Key words: Nitric oxide, cytokines, NF-kB, superoxide anion, hydrogen peroxide.
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1. INTRODUCAO

A inflamacéo € um processo natural e complexo do organismo que ocorre
em funcdo de uma lesédo tecidual ou proveniente de um processo infeccioso, com
consequente exposi¢do a endotoxinas como lipopolissacarideos (LPS) [1,2].

A resposta inflamatoria esta ligada ao processo de controle e eliminacéo
do agente lesivo e envolve varias células do sistema imune, mediadores moleculares
e vasos sanguineos [3-6].

A funcdo da inflamacéo é eliminar a causa inicial da leséo, coordenar as
reacdes do sistema imune inato, eliminar as células lesadas e os tecidos danificados
para iniciar a reparacao dos tecidos e restaurar a sua funcéo [3,4,7,8]. Compreender
essa resposta, jA que a inflamacdo e o sistema imune estdo estreitamente inter-
relacionados, € essencial para o desenvolvimento de novas opc¢des terapéuticas no
tratamento dos processos inflamatorios.

A imunidade inata € mediada por um grupo de receptores chamados
receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs). Os principais PRRs sdo o
receptor tipo Toll (TLR), receptor de lectina do tipo C (CLR), receptor tipo NOD
(NLR) e o receptor RIG-I (RLR) [9-12]. Os PRRs detectam a presenca de patdogenos
através do reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos
conservados (PAMPs) ou padrées moleculares associados a micrébios (MAMPS),
além de se ligarem a moléculas endbdgenas liberadas de células danificadas ou
moribundas, que sédo conhecidas como padrbes moleculares associados a perigo
(DAMPSs) [9, 13-15]. Exemplos de PAMPs incluem lipopolissacarideo bacteriano
(LPS), flagelina, DNA, lipoproteinas e peptidoglicanos, ja alguns DAMPs séo cristais
de &cido urico, ATP extracelular e fosfolipideos oxidados [9,12-14,16-19]. Uma vez
ativados, esses PRRs, iniciam as vias de sinalizacdo induzindo o mecanismo de
defesa imediata e promovendo a resposta imune adaptativa [15,20]. Um exemplo
muito conhecido de PAMPs é o LPS que esta presente na membrana de bactérias
gram-negativas sendo este um dos mais potentes ativadores de macrofagos [21-24].

O LPS é um importante gatilho para o processo inflamatério, pela sua
interacdo com PRRs como o receptor tipo toll, o TLR4 [4, 24-27]. A inducao do LPS
estimula a producdo de citocinas pro-inflamatorias e de citoquinas, ativagdo do NF-
kB, além de promover um fenoétipo M1(ativagao classica), resultando em um

aumento de espécies reativas de oxigénio na mitocondria (EROS) [26-29].
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A reposta celular na inflamacdo aguda é mediada por neutrofilos,
basdfilos, mastocitos, eosindfilos, macréfagos, células dendriticas e epiteliais [3,4].
Os macroéfagos séo células do sistema immunoldgico que se destacam como células
efetoras atuando nas linhas de defesa contra a invasdo microbiana. Além disso,
estdo relacionados a diferentes func¢des biolégicas como a remodelagéo tecidual
durante a embriogénese, o reparo de ferimentos e podem ainda iniciar a resposta
inflamatoria [30-32]. Os principais mecanismos de acdo dessas células envolvem a
producdo de espécies reativas de oxigénio, citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, processamento e apresentacao de antigenos, além do recrutamento de
outras células do sistema imunoldgico [2,30,33,34].

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) € um importante fator de
transcricdo envolvido na ativagdo celular, resposta imune, proliferacdo celular e
processo inflamatério [2,24]. A cascata de sinaliacdo do NF-kB esta relacionada com
a resposta inflamatoria dos macrofagos [35]. Quando ativado, o NF-kB induz a
expressdo de genes pro-inflamatorios, incluindo quimiocinas, citocinas tais como
fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina (IL) -1, e a codificacdo de enzimas
como a ciclooxigenase-2 (COX-2) e iNOS [1,2,35-37].

As citocinas sdo consideradas mediadores de grande importancia na
conducdo da resposta inflamatoria, permitindo que o processo de cicatrizacdo e a
resolucdo do processo inflamatorio sejam possiveis [38]. As citocinas pro-
inflamatoérias induzem a producdo de O6xido nitrico (NO) através do estimulo da
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), além de induzirem a migracdao de
outras citocinas para o local [38]. TNF-a e IL-1 sdo consideradas as principais
citocinas pro-inflamatérias [38]. Por outro lado, as citocinas anti-inflamatorias, como
a IL-10, agem como controladores do processo inflamatério, reduzindo possiveis
danos gerados pelo excesso de citocinas pro-inflamatoria [38].

O Oxido nitrico é um radical livre gerado a partir da L-arginina através da
acdo da enzima NO-sintase (constitutiva cNOS (nNOS e eNOS) ou induzivel iINOS)
e esta envolvido principalmente no relaxamento vascular [39]. Entretanto, ao ser
produzido pela INOS apresenta acdo citotbxica e citostatica, destruindo
microrganismos, parasitas e células tumorais [39]. O NO pode gerar intermediarios
do oxigénio, como o peroxinitrito (ONOQO’), um poderoso oxidante de proteinas,

gerado a partir da reacdo com o anion superoxido [39].



Embora a inflamagéo seja um mecanismo de prote¢éo do corpo, quando
ocorre uma resposta inflamatéria excessiva, pode gerar danos irreversiveis nos
tecidos, induzir faléncia de 6rgdos ou mesmo causar a morte [40,41]. Existe uma
grande variedade de farmacos anti-inflamatérios disponiveis para o tratamento de
doencas inflamatorias agudas e crénicas, mas a sua utilizacdo continua pode levar a
varios efeitos secundarios [42,43-46]. Por esta razdo, ha uma crescente procura de
novos farmacos com maior eficacia terapéutica e menos efeitos nocivos ao
organismo.

Diversas plantas medicinais, devido as suas propriedades terapéuticas, e
sua ampla diversidade e variedade de constituintes quimicos, muitas vezes sao
utilizadas como o primeiro recurso para o0 tratamento das mais variadas
enfermidades [43,47-50]. Os Oleos essenciais sdo obtidos de plantas aroméaticas
possuindo como principais caracteristicas a volatilidade, o forte odor, aspecto
oleoso, pouca solubilidade em agua e pouca estabilidade em ambientes com luz, ar
e calor [51,52]. Apresentam um grande potencial industrial como agentes
terapéuticos na aromaterapia, industria farmacéutica, alimenticia e cosmética [53-
57].

Os terpenos sao considerados os componentes majoritarios dos 6leos
essenciais e apresentam inumeras atividades terapéuticas tais como atividade
antimicrobiana,  antinoceptiva,  neuroprotetora, vasorelaxante, antifungica,
antiparasitaria, antiviral, anti-alérgica, antiespasmddica, anti-hiperglicémica, anti-
inflamatoria, além de propriedades imunomodulatérias [59-65]. Quimicamente os
terpenos séo classificados de acordo com o nimero de unidades de isoprenos (uma
molécula com 5 &tomos de carbono) em hemi (C5), mono (C10), sesqui (C15), di
(C20), tri (C30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (C > 40) [61,66].

Os terpenos isolados tém sido alvo de estudos que procuram investigar
suas potencias atividades biolégicas, bem como seus possiveis mecanismos de
acdo. Dentre os compostos com potencial atividade biolégica, o L-carveol, a L-
carvona, 0 m-cimeno, 0 valenceno e o guaieno merecem atencéo devido as suas
estruturas quimicas de monoterpenos e de sesquiterpenos.

Os monoterpenos sao conhecidos por apresentarem diferentes efeitos
biolégicos com destaque para as propriedades antimicrobianas [67], antitumorais

[68,69], analgésicas [68,70] e anti-inflamatdrias [71].
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Os sesquiterpenos sdo compostos altamente lipofilicos e apresentam
principalmente efeito antioxidante, antitumoral, antiparasitario e anti-inflamatério [72].

A L-carvona, um monoterpeno encontrado principalmente na hortela
(Mentha spicata L.) [73], possui potencial antimicrobiano com zonas de inibicdo de
14-28 mm e valores de MIC de 59,4-170,4 ygmL-1 contra 0s microorganismos
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis, Escherichia coli, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus, Alternaria solani, Rhizopus solani, Alternaria alternate e Rhizopus
spp [74], além do efeito anestésico sobre o0s sistemas nervoso periférico e central na
concentracdo de 100 mg/kg em modelo com ratos [75,76]. Patel e colaboradores
[77] avaliaram os efeitos DA L-carvona na proliferacao celular, inducéo da apoptose
e geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células de cancer de mama
MCF-7 e constataram que a L-carvona reduziu a proliferacéo celular com ICso de 1,2
mM, induziu a apoptose nas concentragdes de 0,6 mM a 2,4 mM com um aumento
de 10 - 25% ap6s 48 h guando comparado ao periodo de 24 h e aumentou
significativamente a producdo de EROs e os niveis de GSH nas concentracfes de
1,2 e 2,4 mM.

O carveol pertence a classe dos monoterpenos monociclicos, apresenta
efeito nematicida sobre Meloidogyne incégnita [78], efeito repelente sobre Anopheles
gambiae [79], agente quimiopreventivo eficaz para o cancer da mama de rato [80] e
inibicdo da funcéo de receptores acetilcolina a7 nicotinicos humanos [81].

O m-cimeno é um monoterpeno com férmula molecular Cy,H.4, descrito por
possuir atividade antimicrobiana sobre o Bacillus cereus e, ao ser combinado com
outro monoterpeno com estrutura similar, o carvacrol, apresentou maior efeito
antimicrobiano [82].

Valenceno é um sesquiterpeno biciclico presente em diversos o0leos
essenciais do género Citrus [83]. O valenceno em estudos anteriores apresentou
efeito cicatrizante em lesGes de pele de ratos e efeito anti-inflamatério [84],
antiproliferativo e pré-oxidativo em células de cancer CaCo-2, além de efeito
antioxidante em células primérias de hepatécitos de ratos [85].

O guaieno é um terpeno pertencente a classe dos sesquiterpenos. De
acordo com o estudo realizado por Mendes e colaboradores [86], possui atividade
anti-inflamatéria ao ser isolado do extrato de frutas de Pittosporum undulatum. Silva-

Filho e colaboradores [87] comprova a atividade anti-inflamatoéria in vitro e in vivo do
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Oleo essencial de patchouli (Pogostemon cablin) onde o guaieno foi identificado
como um dos compostos majoritarios.

Apesar dos 6leos essenciais serem amplamente difundidos e utilizados
pela industria farmacéutica, cosmética e alimenticia, poucos estudos retratam as
propriedades biolégicas dos terpenos isolados. Neste contexto, no presente estudo,
realizamos um screening com 33 terpenos para a atividade anti-inflamatoria,
selecionando os mais ativos para uma investigacdo mais detalhada dos seus efeitos
anti-inflamatorios in vitro em células de macréfagos RAW 264.7 estimulados por
LPS.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.Reagentes quimicos e bioquimicos

Kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccdo das citocinas: IL-
1a, IL-10 e TNF-a foram adquiridos da eBioscience, San Diego, California, EUA.
Nitroprussiato de sédio dihidratado (NPS) foi adquirido da Neon Comercial Ltda.
Lipopolissacarideo (LPS), sulforodamina B (SRB), acetato de NG-metil-L-arginina (L-
NMMA), cloreto de nitroazul de tetrazolio (NBT), peroxido de hidrogénio (H»05),
acido galico, Np-Tosil-L-fenilalanina clorometilcetona (TPCK), e fator de necrose
tumoral-alfa (TNF- a) humano, foram adquiridos da Sigma Aldrich® Chemical Co, St.
Luis, MO, EUA. Dual-Luciferase® Reporter Assay System 10-Pack foi obtido na
Promega Corporation, EUA). Todos os demais reagentes utilizados apresentavam

grau analitico e foram obtidos a partir de vérias fontes comerciais.

2.2.Aquisicao dos terpenos

Os terpenos, sendo em seu total 33, foram adquiridos da Sigma Aldrich®
Chemical Co, St. Luis, MO, EUA com alto teor de pureza (acima de 98%), e
armazenados de acordo com as recomendacbes do fabricante. Terpenos
selecionados: (—)-Borneol, (+)-Borneol, (-)-a-Bisabolol, (+)-Carvona, (+)-a-Pineno,
(+)-B-Pineno, (z)-Citronelal, (R)-(+)-Limoneno, Canfeno, Canfor, Carvacrol, Citral,
Eucaliptol, Eugenol, Geraniol, Guaieno, L-Carveol, L-Carvona, Linalol, m-Cimeno,
Mirceno, Ocimeno, p-Cimeno, Sabineno, Terpineol, Terpinoleno, Timol, Valenceno, a-

Humuleno, a-Felandreno, p-Cariofileno, B-Citronelol, y-Terpineno.

2.3.Sequestro do radical NO

A inibicdo de 6xido nitrico foi realizada pela determinacao indireta sobre o
sequestro do radical NO em solucdo contendo nitroprussiato de sédio (NPS) usando
a reacdo de Griess descrita por Bates e colaboradores [88] com modificacfes. A
solucdo de NPS 2,5 mM (diluida em &gua) foi adicionada a diferentes concentragdes
da amostra (0,0625 mM - 2 mM) dissolvida em etanol e incubada a 37°C durante 10
min. A concentracao de nitrito nas amostras foi determinada através da reagédo de
Griess [89] ap6s a adicdo de 150 yL da solugédo contento amostra e NPS com 150
ML de reagente de Griess (1% sulfanilamida em 5% acido fosférico e 0,1% de

diidrocloreto de naftiletiienodiamina em agua). A densidade 6ptica foi medida a 540
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nm utilizando um leitor de microplacas (Leitor de Microplacas Multi-Mode, Filter Max
F5, Molecular Devices Spectra, EUA) e a quantificacdo do NO foi calculada atraves
da analise de regressdo a partir de uma curva padrdo de nitrito de sodio. Os
resultados foram expressos em percentagem de inibicdo do NO comparando as
concentracdes de nitrito no grupo tratado ao grupo controle com NPS.

2.4. Linhagem celular

Foram utilizadas as células de fibroblastos 3T3 (American Type Culture
Collection - ATCC® CCL-92™), hepatoma de camundongos (Hepa 1clc7)
(ATTC® CRL-2026™), macrofagos RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) e carcinoma
pancreatico humano (MIA PaCa-2 -ATCC® CRL-1420™) todas adquiridas no Banco
de Células do Rio de Janeiro, Brasil. Células renais embrionarias humanas 293 —
(293.12 — PTA-5554) transfectadas com o gene que expressa a luciferase -
(Panomic, Fremont, CA) (retrovirus) foram gentilmente cedidas pela Prof Dra Tamara
P. Kondratyuk (Universidade do Hawai em Hilo, USA). As células foram cultivadas
em meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma Aldrich®
Chemical Co, St. Luis, MO, EUA) ou meio de cultura modificado com alto teor de
glicose (DMEM - Gibco-BRL Life Biotechnologies, Grand Island, Nova lorque, EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS- Sigma Aldrich® Chemical Co, St.
Luis, MO, EUA), 100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma
Aldrich® Chemical Co, St. Luis, MO, EUA), a 37°C, numa atmosfera umidificada
contendo 5% de CO..

2.5. Ensaiodo MTT

A viabilidade celular dos terpenos foi avaliada pelo método colorimétrico
do MTT [90] com modificacbes. Em resumo, as células de fibroblastos 3T3,
macrofagos RAW 264.7, carcinoma pancreatico humano (MIA PaCa-2) e células de
hepatoma de camundongos (Hepa 1cl1c7) foram plaqueadas na concentragcéo de 7 x
10* células/mL em placas de 96 pocos e cultivadas por 24 h com concentracées
crescentes dos terpenos (1 — 1000 uM). A camptotecina (10 uM) foi utilizada como
controle positivo. Apos o periodo de incubagédo de 24 h, 100 pL de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) (5 mg/mL) foi adicionado em cada
poco e os cristais de formazana formados foram dissolvidos com dimetilsulfoxido

(DMSO). A densidade oOptica foi medida a 595 nm, usando um leitor de microplacas
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(Multi-Mode Microplate Reader, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, USA). Os

experimentos foram realizados em triplicata.

2.6. Sulforodamina B (SRB)

O método do SRB foi usado para determinar a viabilidade celular [91-93].
Resumidamente, as células de macrofagos RAW 264.7 e células renais
embrionérias humanas 293 foram plaqueadas na concentracdo de 2 x 10° e 10 x
10* células/mL, respectivamente, em placas de 96 pocos e cultivadas por 24 h com
concentracdes crescentes dos terpenos (1 — 1000 puM). Apés o periodo de incubacao
de 24 h, as células foram fixadas pela adicdo do acido tricloroacético (TCA) a 10% e
a placa foi incubada na temperatura de 4°C por 30 min. Em seguida, a placa foi
suavemente lavada com &gua ultrapura e apds seca, foi adicionado 100 pL da
solucdo de SRB (0,4% em 1% acido acético) em cada poco e incubada por
aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. Apés os 30 minutos de
incubacédo a placa foi lavada com 1% acido acético e deixada por aproximadamente
1 h a 45°C para secar. O corante ligado a proteina foi dissolvido com solu¢éo de Tris
10 mM (pH 10,0) e a placa foi colocada sob agitador para dissolver os cristais. A
densidade Optica foi realizada a 515 nm, usando um leitor de microplacas (Multi-
Mode Microplate Reader, Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, USA). Os

experimentos foram realizados em triplicata.

2.7.Reducédo da producéo do anion superéxido (0,)

O ensaio do superéxido foi usado para determinar o efeito inibitério dos
terpenos sobre a producdo do radical superéxido (O,") em cultura de macréfagos
RAW 264.7 ativados por LPS [94-96]. Resumidamente, macr6fagos RAW 264.7
foram plagqueados na concentracdo de 2 x 10° células/mL em placas de 96 pocos e
cultivados por 24 h. As células foram entdo, pré-tratadas com concentracfes
crescentes (1 - 100 yM) dos terpenos e estimulados com LPS na concentracao de 1
Mg/mL e incubadas por 20 h. Utilizou-se o acido gélico na concentracdo de 100 yM
como controle positivo. Apés a incubacdo, removeu-se o0 sobrenadante e adicionou-
se a cada pogo 100 pL de cloreto de nitroazul de tetrazdlio (NBT) (1 mg/mL) por 2 h.
Apés as 2 h de incubagdo as células foram lavadas com metanol e incubadas
durante 20 minutos a 37°C para secar. Apos o periodo de incubacdo de 20 minutos

os cristais de formazana formados foram dissolvidos com dimetilsulfoxido (DMSO) e
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hidréxido de potassio (KOH) 2M. A densidade Optica foi realizada a 620 nm, usando
um leitor de microplacas (Mults-Mode Microplate Reader, Filter Max F5, Molecular

Devices Spectra, USA). Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.8.Ensaio com peroxido de hidrogénio (H20,)

O efeito protetor dos terpenos contra o dano oxidativo/toxicidade do
peréxido de hidrogénio em macréfagos foi avaliado pelo ensaio do peroxido de
hidrogénio modificado [97,98]. Resumidamente, as células de macréfagos RAW
264.7 foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10> células/mL em placas de 96
pocos e cultivadas overnight. Apdés incubacdo adicionou-se H,O, 500 uM seguida
de adicdo de concentracOes crescentes (1 — 100 uM) das amostras e as células
foram incubadas novamente por 24 h. Utilizou-se o &cido gélico na concentracao de
80 UM como controle positivo. Apos o periodo de incubacéo a viabilidade celular foi

avaliada pelo método colorimétrico do MTT.

2.9.Producéo de 6xido nitrico induzido por LPS em macréfagos RAW 264.7

Os efeitos inibitoérios dos terpenos sobre a producdo de NO foi avaliado
em cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS [99-101]. Em resumo,
as células RAW 264.7 foram plagueadas utilizando DMEM com teor elevado de
glicose na concentracdo de 2 x 10° células/mL em placas de 96 pocos e cultivadas
overnight para aderéncia e até atingir um nivel de confluéncia de aproximadamente
80%. Apos, o meio foi substituido por DMEM isento de vermelho de fenol seguido
pela adicdo de concentracdes crescentes (1 - 100 uM) das amostras seguida da
adicdo de LPS (1 pg/mL) e incubadas por 20 h. Foi utilizado o L-NMMA na
concentracdo de 500 pM como controle positivo. Apds a incubacgédo foi retirado o
sobrenadante e a producdo de NO foi avaliada espectrofotometricamente através da
determinacao de nitrito, um produto oxidado do NO. A concentracdo de nitrito foi
determinada através da reacdo de Griess [89] pela adicdo de 100 pL do
sobrenadante com 180 pyL do reagente de Griess (contendo volumes iguais de
sulfanilamida a 1% em acido fosforico a 5% e 0,1% de N- (1-naftil) etilenodiamina). A
absorvancia foi medida num leitor de microplacas (Mults-Mode Microplate Reader,
Filter Max F5, Molecular Devices Spectra, USA) a 540 nm contra uma curva de
calibragdo com padrdes de nitrito de sodio. Em paralelo, sob as mesmas condi¢des
experimentais, foi examinada a viabilidade celular pelo ensaio SRB.
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2.10. Quantificagcdo de citocinas

A quantificacdo das citocinas inflamatorias TNF-a e IL1-a e a citocina anti-
inflamatoria IL-10 foi realizada com o sobrenadante das células de macréfagos RAW
264.7 ativados com LPS. Foi utilizado a dexametasona na concentracao de 10 pM
como controle positivo. As concentra¢des das citocinas foram determinadas através
de kits de Ensaio de Imuno-absorcdo enzimatica (ELISA) utilizando anticorpos
especificos e padrées de citocinas conforme as instrugcbes do fabricante
(eBioscience, San Diego, California, USA). As densidades Opticas foram medidas a
450 nm num leitor de microplacas (Leitor de Microplacas Mults-Mode, Filter Max F5,
Molecular Devices Spectra, EUA). A producado das citocinas foram expressos em pg,

com sensibilidade > 10 pg/mL.

2.11.Determinacgéo da atividade do fator nuclear kappa B

A determinacao da atividade do fator nuclear kappa B foi realizado para
avaliar a capacidade dos terpenos em inibir o NF-kB utilizando a expressdo de
luciferase conforme previamente descrito por Kondratyuk e colaboradores [102],
Homhual e colaboradores [103] e Morais e colaboradores [104]. Resumidamente, as
células renais embrionarias humanas 293 transfectadas com a adi¢cdo do gene do
NF-kB-luciferase foram semeadas numa placa estéril de 96 pocos na concentracéo
de 2 x 10° células/ mL e incubadas durante 48 h. As células foram mantidas em meio
de cultura (DMEM) (Invitrogen Co.; Carlsbad, CA, USA), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS), 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 2
mM de glutamina. Apds a incubacado, concentracdes crescentes (1-100 uM) dos
terpenos foram adicionados na placa, seguido pela adicdo de TNF-a (2 ng/mL) e
incubados por 6 h. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e o ensaio da
luciferase foi realizado utilizando o kit de ensaio Luc da Promega seguindo as
instrucdes do fabricante. Foi utilizado uma curva de TPCK (0,001-2,5 mM) como
controle positivo (ICsp = 3,8 nM). A atividade da luciferase foi monitorada através de
um leitor de luminescéncia com microplacas (Mults-Mode, Filter Max F5, Molecular
Devices Spectra, EUA). Os resultados foram expressos como percentagem da
atividade inibidora de NF-kB.
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2.12. Anélise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism 5 (San Diego, CA, USA). Os dados foram expressos como meédia + desvio
padrdo (DP). As comparacbes estatisticas foram realizadas utilizando a analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguida de teste de Tukey. Foram considerados

valores significativos quando se obteve p <0,05.

18



3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foi realizado um screening com os 33 terpenos, avaliando
a viabilidade e seu efeito inibitorio sobre a producdo de 6xido nitrico em macréfagos
na concentracdo de 50 uM. Conforme observado na tabela 1, todos os terpenos
analisados apresentaram alto percentual de viabilidade celular em macréfagos RAW
264.7. Exceto o eucaliptol, a-felandreno, (-) e (+) Borneol, canfeno e terpineol todos
apresentaram atividade inibitéria, em diferentes intensidades, na producdo de NO
em cultura de macréfagos estimulados com LPS, na concentragéo testada.
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Tabela 1. Efeitos dos terpenos na concentracdo de 50 uM na viabilidade celular e

percentual de inibicdo da producédo de NO em macréfagos RAW 264.7

Terpeno % Inibicdo do NO % Viabilidade
a-bisabolol 1,9+9,6 99,2+12,9
(+)-Borneol - 110,7+0,9
(-)-Borneol - 111,8+6,6
Canfeno - 1159+ 3,0
Canfora 7,2+59 113,2+7,0
B-cariofileno 22,8+3,8 107,5+2,1
Carvacrol 22,0+£0,6 100,1+1,9
L-Carveol 146 £ 2,2 103,9+2,2
(+)- carvona 59+41 110,1+1,8
L-carvona 22,2+56 103,8+1,2
m-cimeno 14,2+ 25 1009+1,4
p-cimeno 36,0+11,2 82,8+11,0
Citral 38,7+9,3 106,4+0,4
(+)-Citronelol 18,1+2,0 104,0+4,4
B-Citronelol 26,2+8,8 98,4+2,6
Eucaliptol - 108,6 £5,1
Eugenol 151+84 104,6 £ 5,3
a-felandreno - 100,7 + 3,0
Geraniol 16,1+ 2,8 102,7 + 3,6
Guaieno 38,7+9,3 102,0+5,4
a-humuleno 51+5,2 109,7+2,8
Limoneno 13,6 + 19,5 93,4+35
Linalol 29,7+ 16,0 90,9 + 14,7
Mirceno 12,9+0,9 95,6 6,0
Ocimeno 53,4+125 92,1+17,4
a-pineno 3,1+5,2 110,4 + 6,6
B-pineno 89+18 107,5+1,4
Sabineno 16,2+7,6 97,5+4,6
y-terpineno 7,2+59 113,6 £ 3,6
Terpineol - 108,1+ 3,1
Terpinoleno 22,8+3,8 1015+ 3,3
Timol 8,1+59 117,3+5,5
Valenceno 219+27 102,2+1,9

Legenda: os valores sao expressos em percentual de inibicdo e percentual de
viabilidade celular. (-) representa que nao houve inibicdo da atividade do NO.

Com base nos ensaios preliminares e apdés uma criteriosa revisdo da
literatura dos compostos analisados com atividades mais promissoras para atividade
anti-inflamatéria foram selecionados os monoterpenos, L-carveol, L-carvona, m-

cimeno e 0s sesquiterpenos, valenceno e guaieno (Figura 1).
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Figura 1. Representacdo da estrutura quimica dos monoterpenos, L-carveol, L-
carvona, m-cimeno e dos sesquiterpenos, valenceno e guaieno

A viabilidade celular in vitro dos terpenos selecionados foi novamente
analisada em diferentes concentracbes e em diferentes linhagens -celulares:
fibroblastos 3T3, macréfagos RAW 264,7, carcinoma pancreatico humano (MIA
PaCa-2), células de hepatoma de camundongos (Hepa-1clc7), e células renais
embrionarias humanas 293 pelos métodos MTT e SRB. Os resultados
demonstraram que todas as amostras ndo foram citotéxicas em nenhuma das
linhagens celulares, nas concentracdes testadas de 1 a 200 uM (dados néo
mostrados). Portanto, apdés delinear a faixa de concentracdo na qual ndo se
observou atividade citotoxica procedeu-se 0s ensaios in vitro, sempre respeitando

concentracdes iguais ou inferiores a 200 uM.

Durante a inflamacdo sdo produzidas espécies reativas de oxigénio
(EROs), tais como o radical superéxido (O,"), acido hipocloroso (HOCI) e peréxido
de hidrogénio (H.0,), e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) como peroxinitrito
(ONOO), e oxido nitrico [105]. Espécies reativas (ERs) apresentam efeitos benéficos
guando ocorrem em concentracdes baixas ou moderadas, mas a superproducao de
ERs, conhecida como estresse oxidativo, pode causar danos significativos que
podem contribuir para o desenvolvimento de varias condi¢cdes degenerativas, como
danos aos lipidios celulares, proteinas ou DNA que inibem sua integridade funcional
[106].

A ativacdo de macrofagos por estimulos tais como o lipopolissacarideo
bacteriano (LPS) induz a producdo de ERs que € um importante fator para a
progressdo de muitas doencas inflamatérias. Neste estudo, investigamos 0 anion
superéxido e o peroxido de hidrogénio produzido por macréfagos apds a

estimulacdo com LPS. Somente os monoterpenos, L-carveol e m-cimeno foram
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inibidores significativos da producdo do &nion superoxido, obtendo reducéo
significativa de 71,3 + 11,5% e 59,6 + 21,4%; 52,7 + 21,5% e 55,7 = 21,2% nas
concentracfes de 10 e 100 uM, respectivamente (Figura 2). Os resultados obtidos
foram semelhantes ao acido galico na concentracdo de 50 pM que apresentou
inibicdo de aproximadamente 62,5%, usado como um padrdo positivo devido ao seu
potencial antioxidante [107,108].

O efeito protetor da citotoxicidade gerada pelo peréxido de hidrogénio nas
amostras néao foi observado em nenhuma das concentracdes testadas (10, 50 e 100
UM) (resultados ndo demonstrados). Tais resultados indicam que 0os monoterpenos
(L-carveol e m-cimeno) apresentam potencial reducdo do estresse oxidativo ao
reduzir o &nion superoxido que é o precursor dos radicais livres no organismo. J& os

sesquiterpenos ndo apresentaram influéncia sobre o estresse oxidativo.

Rozza e colaboradores [109] avaliou o mentol (monoterpeno) em ratos
wistar, e observou que na dose de 50 mg/ Kg ha uma diminui¢cdo da atividade da
SOD, além de induzir uma atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria ao diminuir
0s niveis das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-6 e aumentar os niveis da

citocina anti-inflamatéria IL-10.

Em outro estudo foi observado as atividades biolégicas dos oOleos
essenciais de algumas espécies de Citrus, onde o composto majoritario era o
Limoneno (55,4% a 91,7%), das 14 espécies analisadas, somente o 6leo de Citrus
natsudaidai Hayata (Natsudaidai) inibiu o superéxido de forma dose dependente,
com V5o de 97,8 ul/mL (IVso representa o volume de 6leos essenciais que é
necessario para 50% de inibicdo do seu alvo) [110]. O dleo do Cravo da india
(Eugenia aromatica ou Eugenia caryophyllata, Fam. Myrtaceae), onde o composto
majoritario € o Eugenol, inibiu 57,0 £ 0,4% do radical &nion superéxido e 22,9 + 2,3%

de reducédo do peréxido de hidrogénio [111].
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Figura 2. Efeito dos terpenos sobre a producdo de anion superéxido in vitro.
Macréfagos RAW 264.7 foram expostos com os terpenos (10, 50 e 100 uM) por 2 h
seguido da adi¢cdo ou ndo de LPS (1 pg/mL). Acido galico (AG) 100 uM foi usado
como controle positivo. A producdo do anion superoxido foi determinada apés 24 h
utilizando o reagente colorimétrico. (A) Monoterpenos: L-carveol, L-carvona e m-
cimeno e (B) Sesquiterpenos: guaieno e valenceno. Os resultados foram expressos
como média = DP de trés experimentos independentes. * Significativo quando p
<0,05 comparado com o controle +LPS. # controle versus controle + LPS.

O NO, um importante ERN, foi avaliado utilizando reagente de Griess com
0 sobrenadante da cultura de macréfagos RAW 264.7 estimulados com LPS. Como
mostrado na Figura 2, o tratamento com LPS estimulou significativamente a
producdo de NO, enquanto que tratamentos com monoterpenos ou sesquiterpenos e
L-NMMA (inibidor de NO utilizado como controle positivo) inibiram significativamente
a producéao deste radical.

A inibicdo apresentada na concentracdo de 100 uM pelos monoterpenos
foi de 34,1 + 8,0%, 42,9 + 14,7% e 36,8 + 6,5% para L-carvona, L-carveol e m-
cimeno, respectivamente. Entretanto, oS sesquiterpenos guaieno e valenceno,
apresentaram inibicdo de 52,3 + 24,5% e 31,6 + 9,7%, respectivamente (Figura 3).

Convém destacar que o0 guaieno foi a substancia que apresentou maior
inibicdo do NO, apresentando inibicdo semelhante ao do L-NMMA (58,1 + 15,9%)
que € um inibidor da INOS e consequentemente da producdo do NO. O L-NMMA no
estudo realizado por Pan e colaboradores [112] obteve inibicdo de 45,7 - 68,1% na
concentracdo de 1 mM, valor semelhante ao obtido neste estudo com a
concentracéo de 0,5 mM (500 uM).

Em um estudo realizado por Mendes e colaboradores [86] foi analisado o
potencial anti-inflamatério de compostos isolados de Pittosporum undulatum, cujo 0s
principais componentes sdo 0s sesquiterpenos do tipo guaieno, em cultura de
macrofagos RAW 264.7, observou-se que esses compostos isolados apresentaram

inibicdo de aproximadamente 80% na concentracdo de 50 pg/mL, tendo inibicdo
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superior ao da indometacina (padrdo positivo) na mesma concentracao
(aproximadamente 60% e ICso de 18,2 uM), estes resultados apresentaram inibicao
superior ao observado com o composto isolado de forma pura, uma razao para esse
aumento na inibicdo pode estar relacionada a presenca de hidroxila, posicdo da
dupla ligacao ou pela presenca de aglicona nas moléculas analisadas [86].
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Figura 3. Reducdo dos terpenos sobre a producao de éxido nitrico (NO) in vitro. Os
macréfagos RAW 264.7 foram expostos com ou sem o0s terpenos e apos 2 h, foram
estimulados com LPS. (A) Monoterpenos: L-carveol, L-carvona e m-cimeno e (B)
Sesquiterpenos: guaieno e valenceno foram medidos 24 h mais tarde utilizando o
reagente de Griess tal como descrito na sec¢do de materiais e métodos. L-NMMA
500 pM foi usado como controle positivo. Os resultados foram expressos como
média £ DP de trés experiéncias independentes. * Significativo quando p <0,05
comparado com o controle com células induzidas por LPS. # controle versus
controle + LPS.

Para a avaliagdo do sequestro do radical NO foi utilizado o método com
nitroprussiato de sodio que é um potente vasodilatador composto por Fe?'
complexado com o6xido nitrico e cinco anions de cianeto, que libera de forma
espontanea o NO [88,113]. Todos os terpenos analisados ndo apresentaram
atividade sequestrante sobre o radical NO (dados néo apresentados).

Portanto, os resultados experimentais obtidos indicam que a inibicdo
sobre a producdo do éxido nitrico provavelmente ocorre a nivel enzimético uma vez
gue nenhuma das amostras foram capazes de sequestrar o radical NO entretanto,
inibiram significativamente a sua produc¢éo na cultura de macrofagos.

As citocinas sdo importantes mediadores do processo inflamatério. Por
esta razéo, os efeitos dos terpenos foram investigados em citocinas produzidas por
macréfagos apos estimulacdo com LPS. Em geral, o tratamento com L-carveol, L-
carvona, m-cimeno e valenceno apresentaram efeitos inibidores significativos na

producéo de IL-1a e TNF-a em macréfagos apos estimulagdo com LPS (Figuras 4A,
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B e Fig. 5A, B). A concentragdo da citocina anti-inflamatoria, IL-10 (Fig. 4C e Fig.
5C), apresentou-se aumentada em todas as concentracfes testadas de todos os
terpenos. A dexametasona na concentracdo de 10 upM, utilizada como padréo
positivo, apresentou reducdo de 47,5 £ 10,9% e 99,3 + 1,2% nos niveis de TNF-a e
IL-1a, respectivamente, e ndo apresentou aumento significativo na producéo da

citocina anti-inflamatéria, IL-10.
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Figura 4. Os monoterpenos reduzem a concentracdo das citocinas pro e anti-
inflamatoria (TNF-a, IL-1a e IL-10) in vitro. Macréfagos RAW 264.7 foram expostos
com os terpenos e apés 2 h receberam ou ndo estimulo com LPS. (A) TNF-a (B) IL-
1a e (C) IL-10. Os niveis das citocinas foram medidos 24 h mais tarde utilizando kits
por ELISA como descrito na secdo de material e métodos. Os resultados foram
expressos como media + DP de trés experiéncias independentes. * Significativo
gquando p <0,05 comparado com o controle com células induzidas por LPS. #
controle versus controle + LPS.

Dos monoterpenos aqui avaliados, o L-carveol foi o que apresentou maior
inibicdo na producédo de TNF-a, obtendo inibicdo de 46,3 + 7,0% e 44,8 £ 6,5% nas
concentracbes de 50 e 100 pM, resultados semelhantes aos obtidos com a
dexametasona, que é um glicocorticoide amplamente utilizado na terapia de
diferentes processos inflamatorios.

Ao que se refere a producéo da IL-1, a L-carvona apresentou inibicdo de
454 £+ 7,4 %, 61,7 + 4,6% e 69,1 £ 12,7%, o L-carveol inibiu 57,5 + 6,8%, 49,2 +
13,1% e 53,7 £ 11,3% e o0 m-cimeno 34,0 + 4,5%, 29,5 + 9,0% e 52,5 + 7,5% nas
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concentracoes de 10, 50 e 100 pM, respectivamente, apresentando inibicao inferior

a dexametasona.

Em relacdo aos resultados obtidos sobre a producdo da citocina IL-10,
todos os monoterpenos apresentaram aumento superior ao da dexametasona.
Destacando-se o L-carveol e a L-carvona obtendo aumento da producéo da IL-10 de
262,2 + 64,8% e 183,3 = 0,8% na concentracdo de 10 uM contra 44,8% de aumento
produzido pela dexametasona na mesma concentracao.

Em um estudo realizado por Zhong e colaboradores [114], foi observado
que o p-cimeno reduz significativamente os niveis de TNF-a, IL-18 e IL-6 em
aproximadamente 50%, 85% e 59%, respectivamente, na dose de 214,32 yg/mL, em

contraste, a citocina anti-inflamatéria IL-10 ndo apresentou alteracdo quando tratada

com p-cimenao.
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Figura 5. Os sesquiterpenos reduzem a concentracdo das citocinas pré e anti-
inflamatoria (TNF-a, IL-1a e IL-10) in vitro. Os macréfagos RAW 264.7 foram
expostos com os terpenos e apods 2 h receberam ou nao estimulo com LPS. (A) TNF-
a (B) IL-1a e (C) IL-10. Os niveis das citocinas foram medidos 24 h mais tarde
utilizando kits por ELISA como descrito na secdo de material e métodos. Os
resultados foram expressos como média + DP de trés experiéncias independentes. *
Significativo quando p <0,05 comparado com o controle com células induzidas por
LPS. # controle versus controle + LPS.
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Dentre o0s sesquiterpenos avaliados, destaca-se 0 valenceno que
apresentou inibicdo dos niveis de IL-1 de 46,8 + 3,0%, 48,8 + 1,0% e 43,1 + 3,6%,
nas concentracdes de 10, 50 e 100 pM, resultados inferiores ao da dexametasona.
Em um estudo realizado por Yang e colaboradores [84], o valenceno nas
concentracOes testadas de 10, 50 e 100 pM n&o apresentou influéncia sobre a
producdo de TNF-a, convergindo com 0S nossos resultados, onde nas
concentracfes testadas, demonstrou inibicdo de 17,0 + 10,1% a 36,2 + 6,4%. O
valenceno também apresentou aumento da producédo de IL-10 de 231,1 + 144,3% a
272,2 +180,1% de forma dose dependente. O guaieno apresentou influencia apenas
sobre a producéo da IL-10, apresentando um aumento de 259,0 + 98,3%, 306,2 +
98,8% e 278,9 + 76,0% nas concentracfes de 10, 50 e 100 puM, respectivamente,
valores superiores ao da dexametasona.

Em resumo, os resultados demonstrados nas figuras 3 e 4 indicam que 0s
monoterpenos apresentam inibicdo de IL-1 superior a apresentada pelos
sesquiterpenos, porém curiosamente, no que diz respeito a citocina anti-inflamatéria,
IL-10 os sesquiterpenos apresentam influencia superior & dos monoterpenos. Ja a
influéncia sobre sua producdo de TNF-a independe da classe a qual esses terpenos
se enquadram.

O fator de transcricdo NF-kB desempenha um papel importante no
processo da inflamagcdo em células imunes, especialmente em macréfagos. O m-
cimeno, guaieno e valenceno demonstraram inibicdo da ativacdo do NF-kB em

17,9%, 18,4% e 22,1%, respectivamente, na concentracédo de 100 uM (Tabela 2).
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Tabela 2. Representacdo do efeito de diferentes concentracfes de terpenos sobre a
atividade do fator de transcricdo nuclear kappa B em cultura de células renais

embrionarias humanas 293.

Terpeno % inibicdo do NF-kB

50 pM 100 puM
L-Carveol - -
L-Carvona - 12,6 £5,29
m-Cimeno 16,9 + 3,90 17,9+0,33
Valenceno 16,8 + 5,60 22,1+1,29
Guaieno 10,9+ 3,34 18,4 +£5,78
TPCK (833,3 pM) 37,6 £ 5,45

Legenda: os valores sédo expressos em percentual de inibicdo. (-) representa que nao houve inibicao
da atividade do NF-kB.

Outros compostos, com atividade anti-inflamatoria promissora também
demonstraram inibir a produg¢édo de mediadores inflamatérios como as citocinas pro-
inflamatdrias e NO, tendo seus efeitos mediados pela expressdo do fator de
transcricdo NF-kB [115-120].

Assim, os resultados obtidos neste estudo indicam que 0s terpenos
apresentam potencial anti-inflamatério ao inibir diretamente a producdo dos
mediadores inflamatdrios, como o 6xido nitrico, citocinas pré-inflamatérias e radicais
livres, responsaveis pela ativacdo do NF-kB, reduzindo possivelmente a producéo de

enzimas como a COX-2 e iINOS, e o estresse oxidativo que prolongam a inflamacéao.
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4. CONCLUSAO

A presente investigacdo sugere que o0s terpenos apresentam grande
potencial anti-inflamatério ao inibir principalmente os mediadores do processo
inflamatério (6xido nitrico, citocinas proé-inflamatérias, TNF-a e IL-1a, e radicais
livres) responsaveis pelo prolongamento da inflamacdo. Os monoterpenos
apresentam maior influéncia sobre as citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-1a e na
producdo de anion superoxido, ja os efeitos anti-inflamatorios dos sesquiterpenos
sdo predominantemente devido ao aumento de citocinas anti-inflamatoérias como a
IL-10. Os resultados obtidos neste estudo enfatizam a importancia biol6gica dos
terpenos e instigam a continua busca por novos farmacos no controle do processo

inflamatorio agudo.
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