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RESUMO

Artrite reumatoide (AR) é uma doenga auto-imune, cronica, inflamatoéria
e sistémica cuja etiologia ndo é totalmente conhecida e até o presente, ndo
existe cura. Esta doengca € caracterizada pela inflamagdo simétrica e
progressiva das juntas sinoviais que resulta em uma erosdo Ossea e da
cartilagem. Apesar de todos os inconvenientes causados pelas drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais (DAINE), estas constituem a base da piramide no
tratamento da AR e sdo os medicamentos mais prescritos no inicio do
tratamento da AR. A prevaléncia de Ulceras gastricas e duodenais, dentre os
usuarios cronicos das DAINE, esta acima de 20%, dentre estes, cerca de 4%
desenvolvem complicacdes graves. Outro fato muito relevante na prevaléncia
da AR é que pacientes com AR e usuarios de DAINE sdo muito mais
susceptiveis as Ulceras gastricas causadas por DAINE do que o0s usuarios
comuns destes anti-inflamatorios. A partir de resultados obtidos anteriormente
foi demonstrado que o 6leo essencial de Citrus aurantium (OEC) e o limoneno
(LIM), seu constituinte majoritario, apresentaram atividade gastroprotetora
frente & Ulceras gastricas induzidas por DAINE além de uma acao cicatrizante
na mucosa gastrica de ratos. Sendo assim, 0s objetivos iniciais deste trabalho
foram de avaliar a acdo gastroprotetora e cicatrizante do OEC e LIM na
mucosa gastrica de ratos artriticos e também avaliar a atividade anti-
inflamatoria destes compostos per si e em associacdo com uma DAINE em
modelos de inflamacéo aguda e cronica (artrite reumatdide). Para isso foram
realizados modelos de inflamacao aguda induzida por diferentes agentes pro-
inflamatorios (carragenina, histamina, bradicinina, serotonina, e substancia P)
além do modelo de inflamagéo cronica (artrite reumatoide) induzida por
coldgeno. Para avaliar a atividade destes compostos sobre a mucosa gastrica
de ratos artriticos foram realizados os modelos de inducéo de Ulceras gastricas
por DAINE e &cido acético. Também foi avaliada a acdo sobre diferentes
mediadores inflamatérios (MPO, PGE,, IL-1B, TNF, IL-10, COX-1 e COX-2). A
partir dos resultados deste trabalho, podemos concluir que o LIM associado
com uma DAINE apresenta uma importante atividade anti-inflamatoria, tanto
em modelos de inflamacdo aguda quanto em modelos crbénicos de artrite
reumatdide. Esta atividade anti-inflamatoria parece estar relacionada com a
inibicAo do aumento da expressdo de varios fatores pro-inflamatorios
envolvidos com a etiologia da AR, tais como: COX-1, COX-2, TNF, IL-18 e NO.
Esta atividade anti-inflamatéria e anti-artritica da associacdo de LIM com
DAINE também pode estar relacionada com o estimulo da producdo de
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10. Também ficou evidenciada a potente
atividade gastroprotetora do LIM em modelos de lesé&o gastrica induzidas por
DAINE, tanto em ratos néo artriticos (normais) quanto em ratos artriticos, vale
salientar que esta atividade gastroprotetora foi efetiva mesmo quando o
limoneno foi administrado em conjunto com uma DAINE. Sendo assim,
podemos concluir que o limoneno pode ser usado como um adjuvante as
DAINE no tratamento de doencas inflamatérias com a finalidade de
potencializar a acdo das mesmas e inibir seus efeitos lesivos sobre a mucosa
gastrica.
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| - INTRODUCAO

1- Processo inflamatdrio

A inflamacdo é um complexo processo fisiopatoldégico mediado por uma
grande quantidade de moléculas sinalizadores produzidas por leucécitos,
macrofagos, mastocitos, plaquetas e linfocitos (Moilanen & Vapaatalo, 1995).
Esse processo acarreta a formacéo de edema devido ao extravasamento de
fluidos, proteinas e ao acumulo de leucdécitos no sitio inflamatério (Vane et al.,
1998). Na sua fase aguda é caracterizada pelo aumento no fluxo sanguineo e
permeabilidade vascular seguido de acumulo de fluidos, leucdcitos e
mediadores inflamatérios como citocinas. Na fase sub-aguda/cronica, a
inflamacdo € caracterizada pelo desenvolvimento de resposta humoral
especifica e resposta celular imune (Carol et al., 1997).

Dentre os mediadores inflamatorios iniciais, destacam-se as acfes das
ciclo-oxigenases (COX), prostaglandinas (PG), oxido nitrico (NO), histamina e
citocinas pré-inflamatérias como fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas
(IL-1B, IL-6) (Vane et al., 1998).

As ciclo-oxigenases (COX) sdo enzimas que catalisam a sintese de
prostaglandinas e tromboxanos a partir de acido araquidonico e se apresentam
em duas isoformas: a COX-1, que € constitutiva e expressa em uma grande
variedade de tecidos e responsavel pela sintese basal de prostaglandinas (PG)
e tem um papel fundamental na prote¢cdo da mucosa géastrica e a COX-2, que
constitui a forma induzivel da enzima, € expressa em processos inflamatorios
e tem acdo na sintese de prostandides que ocorrem em pProcessos

inflamatorios, na dor e na febre (Rao et al., 2010).
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O oxido nitrico (NO) é sintetizado pela enzima NO-sintase (NOS) a partir
da L-arginina e esta relacionado tanto com o processo de inflamacédo aguda
como também ao processo crénico (McMicking et al., 1997). O NO também tem
um importante papel na modulacdo da defesa da mucosa gastrica como
regulador na secrecdo de muco (Brown et al., 1993), como vasodilatador
(Wallace e Miller, 2000) e na inibicdo da agregacdo de neutrofilos (Barnick et
al., 1997). A partir da descoberta de que a indugdo de COX-2 e NOS resultam
no aumento de sintese de prostaglandinas e NO respectivamente (McMicking
et al., 1997), a modulagdo da ativagcdo destas enzimas pode representar um
alvo terapéutico a ser explorado para controlar o processo inflamatdério.

Citocinas como TNF e IL-1B atuam como importantes mediadores pré-
inflamatoérios e a exemplo das prostaglandinas e NO, em baixos niveis, essas
citocinas tem inumeras funcbes bioldgicas benéficas tais como apoptose,
citotoxicidade, imunorregulacdo e protecdo contra infecgBes, porém, a
producdo aumentada destas citocinas estd associada com a patogénese de
vérias doencas inflamatorias como por exemplo: doenca inflamatéria intestinal,

esclerose mdltipla e artrite reumatodide (AR) (Sekut & Connolly, 1998).

2- Artrite reumatodide

Artrite reumatodide (AR) é uma doenca auto-imune, crénica, inflamatéria
e sistémica cuja etiologia ndo é totalmente conhecida e até o presente, néo
existe cura. Esta doenca é -caracterizada pela inflamacdo simétrica e

progressiva das juntas sinoviais que resulta em uma erosdo Ossea e da

cartilagem (Doan & Massarotti, 2005).
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A incidéncia da AR é de aproximadamente 0,5% na populacdo mundial o
gue inclui cerca de 35 milhdes de pessoas, as mulheres sdo as mais afetadas
pela doenca com uma frequiéncia de cerca de trés vezes mais que 0s homens
(Carmona et al.,, 2010). A doenca pode acometer o individuo em qualquer
idade, mas tipicamente comeca a se manifestar entre os 30 e 50 anos (Doan &
Massarotti, 2005). Estas manifestagcbes geram um grande comprometimento
para a sociedade por se tratar do periodo etario de maior produtividade do ser
humano. A severidade desta doenca é muito comprometedora para o individuo,
pois pode causar desde dores articulares, inflamagoes, limitagbes dos
movimentos até progredir na destruicdo completa das juntas e resultar em sua
deformacdo permanente. Também podem ocorrer manifestacfes extra-
articulares como indisposicdo e fadiga. O tempo de vida dos pacientes
acometidos pela AR podem ser reduzidos de 3 a 10 anos (Carmona et al.,
2010). Acredita-se que a etiologia da AR esté relacionada com multiplos fatores
genéticos e exdgenos. Em geral, sabe-se que a AR inicia-se com a ativacao
dos linfécitos T CD4" que recrutam antigenos artritogénicos no tecido sinovial.
Estes linfocitos causam uma estimulacdo dos mondcitos, macrofagos e
fibroblastos sinoviais que por sua vez irdo secretar metaloproteinases, que séo
enzimas envolvidas na erosao e degradacdo de ossos e cartilagens (Doan &
Massarotti, 2005). Os mondécitos, macréfagos e fibroblastos sinoviais também
produzem citocinas como as interleucinas (IL) do tipo 1 e do tipo 6, além do
fator de necrose tumoral (TNF) bem como outros mediadores inflamatérios. As
IL-1, IL-6 e TNF séo as citocinas mais importantes envolvidas no processo
inflamatorio da AR (Doan & Massarotti, 2005). Os linfécitos T CD4" também

estimulam os linfocitos do tipo B a produzirem imunoglobulinas que também
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acabam atuando como um fator reumatdide. Todos esses processos, em
conjunto, levam a inflamacédo sinovial que se torna espessa, inchada e
localmente invasiva. Este tecido inflamatério progressivamente penetra na
cartilagem e nos 0ssos das juntas causando a sua destruicdo (Smith & Haynes,
2002). As células T citotoxicas das juntas reumatoides também produzem IL-2,
interferon-y, IL-10 e IL-12 e a presenca destas citocinas podem ser
interpretadas como evidéncias primarias da resposta de células T helper 1
(Thl) e das células Th2 auto-imune (Afeltra, 2001). Outro importante fator para
a caracterizacdo da etiologia da AR, sdo as espécies reativas de oxigénio
(ERO). Estas ERO sdo reativos intermediarios para outros compostos quimicos
(6xido nitrico, anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila)
que tém potencial para iniciar o dano celular nos tecidos das juntas e em
especial nos casos de AR (Haliwell & Gutteridge, 1984).

As citocinas pro-inflamatérias mais importantes no desenvolvimento da
cascata inflamatoéria destrutiva da AR séo as IL-1 e TNF, poi estas citocinas
sdo encontradas em grande concentragdo nas juntas sinoviais e no plasma de
pacientes com AR (Saxne et al., 1988). Elas exercem sua atividade inflamatoria
de véarias formas como, por exemplo, pela estimulagdo de fibroblastos e
osteoclastos ou pelo aumento da liberacdo das metaloproteinases. O TNF
também induz a producéo de outras citocinas como IL-6, IL-8 e estimula os
fibroblastos a expressarem moléculas de adeséo que tem um importante papel
no recrutamento de leucdcitos para os locais inflamados (Choi & Panayi, 2001).
Como consequéncia, tem-se um ciclo auto-inflamatorio instalado nas juntas

que tende a se agravar progressivamente.
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3- Terapéutica atual da AR

O objetivo do tratamento da AR é mitigar a destruicdo das juntas,
preservar suas funcdes e prevenir a invalidez das mesmas. Para a maioria dos
pacientes nao tratados, as lesfes irreversiveis das juntas ocorrem em dois
anos (Doan & Massarotti, 2005).

Com base em estudos recentes sobre o papel dos mediadores
inflamatorios na patogenia da AR, os alvos terapéuticos para o tratamento da
AR tem se concentrado na cascata do processo inflamatério, com destaque
para a o TNF, IL-1, IL-6 e os sinalizadores celulares das células T e B. Os
principais objetivos do tratamento para a AR consistem no alivio da dor,
controle da inflamacéo nas juntas e prevencao da destruicdo das cartilagens e
0ssos. Para isto, os pacientes utilizam-se das drogas antiinflamatérias néo-
esteroidais (DAINE), drogas anti-reumaticas modificadoras da doenca
(DMARDSs) e terapias biolégicas (O’Dell, 2004).

As DAINE sé&o comumente prescritas no tratamento da AR, osteoatrtrites,
dor aguda e febre (Kato et al., 2002). Estes farmacos sdo uma das classes de
drogas mais utilizadas no mundo e sao freqientemente prescritas pelos seus
efeitos analgésicos e antiinflamatérios (Steen et al., 2001). O principal
mecanismo de acdo desta classe de drogas é através da inibicdo das
cicloxigenases (COX) que convertem o acido aracddnico em prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanas (Mancur & Willians, 1995). As DAINE também
atuam diminuindo a liberac&o de bradicinina, reduzindo a ativagédo de linfocitos
e diminuindo a migracdo de mondcitos e granuldcitos (Mancur & Willians,

1995). Porém, as DAINE ndo sédo capazes de inibir ou curar a AR, mas
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somente alguns de seus sintomas. Por isso, a terapéutica de longa duracao
tem a associacdo de DAINE com as DMARD:s.

As DMARDs (cloroquina, sulfasalazina, ciclosporina, metotrexato, dentre
outros) sédo agentes que mudam a resposta imune de longa duracao (Steen et
al.,, 2001). Uma das DMARDs mais utilizadas na terapéutica da AR é o
metotrexato (MTX) (O’Dell, 2004). Seu mecanismo de acdo anti-inflamatorio
ainda nao foi totalmente esclarecido, mas sabe-se que este farmaco tem a
capacidade de interromper a biossintese das purinas, agindo como antagonista
do &cido félico e assim prejudicando a sintese de DNA. Como consequéncia
desta inibicdo da sintese de DNA, o MTX promove diminui¢do das IL-1, IL-2 e
IL-6, além de reduzir a liberacdo de polimorfonucleares no local da inflamacao
e supressao da proliferacdo de linfocitos (O’Dell, 2004). As desvantagens do
uso da MTX incluem casos de fibrose pulmonar, distirbios gastrointestinais,
hemorragias, reducdo da imunomodulacdo e o aumento do risco de infeccOes
(O’Dell, 2004).

Recentemente, tém-se desenvolvido novos medicamentos para a
terapéutica da AR que sdo aqueles denominados de terapias biol6gicas como
os inibidores de TNF e os bloqueadores de IL-1. Porém, estes novos
medicamentos tem apresentado muitos efeitos téxicos graves que
comprometem a sua utilizagéo. Além disso, existem relatos de que a utilizacdo
desta nova classe de medicamentos torna 0s pacientes mais susceptiveis as
infeccbes, além de serem medicamentos caros e inacessiveis & grande maioria

da populacéao (Yen, 2006).

19

Pt
A\



4- Ulceras pépticas

A Ulcera péptica (gastrica e duodenal) é uma doenca heterogénea, com
multiplos fatores envolvidos na sua génese e é uma das doencas crénicas mais
comuns do adulto, acometendo de 5% a 10% da populacdo mundial e apesar
dos grandes avancos no conhecimento da doenca ulcerosa péptica, a sua
etiologia ainda ndo é totalmente conhecida (Carvalho, 2000). O conceito
fisiopatoldgico basico € de que a Ulcera péptica resulta da ruptura do equilibrio
existente entre os fatores agressivos (secrecdo e acdo do acido e da pepsina)
e de defesa (secrecdo e acdo do muco, prostaglandinas-PG e bicarbonato).
Sabe-se também, que existe uma grande variedade de fatores enddgenos
relacionados a fisiopatologia da gastroprotecdo tais como: PG, gastrina,
antioxidantes, somatostatina, 6xido nitrico e compostos sulfidrilicos (Tsukimi et
al., 2001). A etiopatogénese da doenca ulcerosa agrupa fatores genéticos,
distarbios fisiopatolégicos e fatores ambientais como o &lcool, a alimentacéo,
as DAINE, Helicobacter pylori, dentre outros (Tsukimi et al., 2001).

A expansao global no consumo de alcool e o uso indiscriminado na
automedicagdo com DAINE tém contribuido para o crescimento da
etiopatologia das Ulceras gastricas em particular (Andreo et al., 2006). As
DAINE estao entre os agentes farmacoldgicos mais utilizados clinicamente, e a
sua habilidade de causar ulceracao gastrointestinal foi demonstrada hd mais de
da biossintese de PG, mais especificamente da PGE,. A inibicdo da PGE;
aumenta a atuacdo dos secretagogos (histamina, gastrina e acetilcolina) que
contribuem para a formacdo do processo lesivo, além do fato das DAINE

promoverem distlrbios na microcirculacdo gastrica, aumento na infiltracdo de
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neutroéfilos, inducédo da expressao de TNF, desequilibrio na expressao de NO e
apoptose (Konturek et al., 2002).

Nos Estados Unidos, o custo do tratamento da AR gira em torno de
U$6.000/ano por pessoa (Doan & Massarotti, 2005). Entretanto, estima-se que
cerca de 30% do custo do tratamento das artrites sdo gastos relativos,
exclusivamente, ao tratamento dos efeitos colaterais das DAINE sobre o trato
gastrointestinal, como as Ulceras e gastrites formadas na mucosa gastrica
(Peura, 2004).

Apesar de todos os inconvenientes causados pelas DAINE, estas
constituem a base da piramide no tratamento da AR e sdo os medicamentos
mais prescritos no inicio do tratamento da AR. A sua prescricdo € toleravel em
tratamentos de curta duragdo, porém, em tratamentos de longa duracao
provocam efeitos colaterais graves tais como as frequentes Ulceras gastricas e
suas complicacbes (perfuracdes e hemorragias) (Doan & Massarotti, 2005).
Estudos demonstram que a prevaléncia de Ulceras géastricas e duodenais,
dentre os usuarios cronicos das DAINE, estd acima de 20%. Destes usuarios
cronicos das DAINE, cerca de 4% desenvolvem complicacbes mais graves.
Nos EUA ocorrem mais de 100.000 hospitalizacdes e cerca de 15.000 mortes
por ano sdo decorrentes de complicagdes pelo uso de DAINE (Peura, 2004).

Outro fato muito relevante na prevaléncia da AR é que pacientes com
AR usuéarios de DAINE sdo muito mais susceptiveis as Ulceras gastricas
causadas por DAINE do que os usuarios comuns destes anti-inflamatorios
(Kato et al., 2002). Além disso, Kato e colaboradores (2000) relatam que em
modelos animais de AR, as lesfes gastricas provocadas por DAINE sdo mais

severas em animais portadores AR do que em animais ndo artriticos. Kato e
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colaboradores (2002) demonstraram também que as drogas ainti-inflamatorias
conhecidas como inibidores seletivos da COX-2 (que ndo causam ulceras
gastricas em ratos normais) sdo capazes de ocasionar Ulceras gastricas em
ratos com AR o que inviabiliza a sua utilizacdo na terapéutica da AR.

Foi demonstrado também que o processo de cicatrizagcdo das ulceras
cronicas em ratos com AR € bem menos eficiente do que em ratos nao
artriticos. Também foi observado que a administracdo de DAINE retarda ainda
mais o processo de cicatrizacdo das Ulceras cronicas nestes animais (Kato et
al., 1999). Portanto, a descoberta que um farmaco capaz de mitigar os efeitos
deletérios das DAINE sobre o trato gastrointestinal sem prejudicar seu efeito
terapéutico seria de grande utilidade no tratamento da AR.

Segundo Yen (2006), os custos dos tratamentos modernos para a AR
sao muito elevados e por isso sao limitados a poucos pacientes, principalmente
nos paises em desenvolvimento. Portanto, € plenamente justificavel, relevante
e urgente a busca e o desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas mais

eficientes e seguras para o tratamento da AR.

5- Plantas medicinais

Plantas e seus derivados sdo as maiores fontes de novos farmacos da
atualidade, movimentando cerca de 30% do mercado farmacéutico (Kirkpatrick
et al., 2002). De acordo com Newman et al. (2003), entre os anos de 1981 a
2002, foram introduzidas 877 novas moléculas no mercado farmacéutico.
Destas novas moléculas, em torno de 49% eram substéncias isoladas de
produtos naturais, semi-sintéticos, derivados de produtos naturais ou entao

moléculas sintetizadas que utilizaram como protétipos, estruturas de origem
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natural. Além disso, dos farmacos descobertas em estudos com produtos
naturais, 25% pertencem ao grupo das plantas superiores (Gurib-Fakim, 2006).
Portanto, a possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de produtos
naturais é imensuravel (GurBuz et al., 2003).

Dentre as varias opcdes de espécies medicinais, nosso grupo de
pesquisas multidisciplinar vem estudando a espécie Citrus aurantium L. (familia
Rutaceae), popularmente conhecido como laranja-amarga ou laranja-azeda
(Santos et al., 1988; Sanguinetti, 1989; Vieira, 1992). Esta espécie é uma das
espécies vegetais mais empregadas para usos medicinais (Corréa, 1978). As
partes mais utilizadas para fins medicinais, sdo as cascas dos frutos, flores e
folhas. A espécie € utilizada popularmente para o tratamento de distlrbios do
trato gastrintestinal, além de apresentar acéo diurética, antiespasmadica e anti-
taquicardica (Santos et al., 1988; Sanguinetti, 1989; Vieira, 1992; Cordeiro et
al.,, 1996). Merece destaque, dentre as suas indicacdes populares nao
comprovadas, a propalada acdo anti-reumatica (Santos et al., 1988;
Sanguinetti, 1989; Vieira, 1992).

A caracterizagéo fitoquimica do 6leo essencial obtido das cascas do
fruto de Citrus aurantium (parte mais utilizada na etnofarmacologia desta
espécie) apontou a presenca de trés constituintes majoritarios: d-limoneno
(97,8%), mirceno (1,43%) e octanal (0,45%) (Moraes et al., 2009).

Em estudos anteriores, (Moraes et al., 2009), mostramos que o0 Oleo
essencial das cascas de C. aurantium (OEC) e o limoneno (LIM), seu
constituinte majoritario (97%), possuem potentes acdes gastroprotetoras e
cicatrizantes das Ulceras gastricas em roedores e que o OEC e o LIM, séo

capazes de promover uma excelente gastroprotecdo, inclusive em ulceras
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gastricas induzidas por DAINE. Constatamos também que esta atividade
antiulcerogénica do OEC e do LIM séo decorrentes de uma acdo conservativa
dos niveis de PGE, na mucosa gastrica de ratos tratados com DAINE.
Considerando que PGE; € um fator protetor da mucosa gastrica, bem como um
acelerador da cicatrizagcdo da mucosa, podemos concluir que o OEC e o LIM
atuam sobre a modulagéo dos niveis de PGE, (Moraes et al., 2009).

O d-limoneno, é um dos terpenos mais comuns na natureza. Devido a
sua agradavel fragrancia citrica € comumente usado como flavorizante em
alimentos e bebidas (Sun, 2007). Este terpeno esta listado no Code of Federal
Regulation dos EUA como uma molécula segura para ser usada como
flavorizante. Em média, uma pessoa de 60 kg dos EUA ingere cerca de 16,2
mg de d-limoneno por dia na alimentacéo (Manufacture’s Association, 1991). O
consumo de doses diarias deste terpeno por mais de um ano em humanos,
apresentou baixissima toxicidade (Sun, 2007). Além disso, este composto é
rapidamente e quase que completamente absorvido pela via oral tanto em
humanos quanto em animais experimentais (Igimi et al., 1974). A DLso (dose
letal capaz de causar mortalidade em 50% dos animais) de d-limoneno em
ratos machos e fémeas é de 4,4 e 5,1 g/kg, respectivamente (Limonene
Monograph, 1999). Estes dados comprovam, portanto, a baixa toxicidade deste
composto em ensaios in vivo. Testes em animais também tém comprovado a
eficacia do d-limoneno contra varios tipos de cancer como 0os de mama,
adenoma pulmonar, figado e gastrico (Sun, 2007).

Gerhéuser e colaboradores (2003) e Wei & Shibamoto (2007)
demonstraram que d-limoneno possui comprovada acao antioxidante ao inibir a

expressdo das espécies reativas ao oxigénio (ERO) em ensaios in vitro.
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Lieshout et al., (1998) demonstraram que o d-limoneno foi capaz de aumentar
os niveis de glutationa S-transferase (GST), enzima com atividade antioxidante
e anticancer. Souza et al., (2003) e Toro-Arreola et al. (2005) comprovaram que
a atividade imunoreguladora do d-limoneno é decorrente de uma reducéo da
reacao de hipersensibilidade e também da inibicdo da producéo de Oxido nitrico
(NO) e das citocinas inflamatorias (IL-4 e interferon-y). O limoneno também tem
comprovada atividade antiasmatica, pois diminuiu o infiltrado inflamatorio
periovascular e periobronquiolar em ratos asmaticos (Keinan et al.,2005).

A partir dos resultados obtidos no trabalho anterior (Moraes et al., 2009)
demonstramos que tanto o 6leo essencial de Citrus aurantium (OEC) quanto o
limoneno (LIM) apresentaram atividade gastroprotetoras frente & Ulceras
gastricas induzidas por DAINE. Também foi observado anteriormente que
tanto o OEC quanto LIM foram capazes de manter os niveis basais de PGE; na
mucosa gastrica mesmo com a administracdo de DAINE (Moraes et al., 2009).
Os efeitos gastrointestinais lesivos das DAINE s&o ainda um dos maiores
complicadores do uso destes farmacos no tratamento de doencas inflamatorias
(Avila et al., 1995). Portanto, um medicamento que possua acao anti-
inflamatodria associada a uma acdo gastroprotetora seria extremamente Gtil. Em
vista disso, neste trabalho foi avaliada a possibilidade do OEC e LIM atuarem
como possiveis adjuvantes utilizados em associagdo com as DAINE a fim de
evitar seus efeitos colaterais lesivos no trato gastrointestinal sem prejudicar a

acao anti-inflamatoria da mesma.
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Il - OBJETIVO

Considerando a vasta literatura disponivel sobre as a¢des biolégicas do
limoneno e os resultados anteriores obtidos em nosso laboratorio sobre as
atividades gastroprotetora e cicatrizante do OEC e do limoneno, (Moraes et al.,
2009; Moraes 2008), os objetivos deste trabalho foram:

1- Avaliar a acéo cicatrizante e gastroprotetora do limoneno na mucosa gastrica
de ratos artriticos;
2- Avaliar a atividade anti-inflamatéria do limoneno per si e em associagcdo com

uma DAINE em modelos de inflamacgéo aguda e cronica (artrite reumatoide).
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Il - MATERIAL E METODOS

1- Animais

Para os modelos experimentais in vivo, foram utilizados ratos Wistar
machos (150 a 200g) obtidos do Centro de Bioterismo da UNESP-Botucatu e,
aclimatados ao Biotério Setorial do Depto. de Fisiologia do Instituto de
Biociéncias UNESP-Botucatu por pelo menos sete dias antes da manipulacao
experimental, mantidos sob temperatura (23 + 2°C) e submetidos ao ciclo de
claro-escuro controlado de 12 horas. Os animais foram alimentados com racao
Guabi® e agua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram aos protocolos
experimentais aprovados, previamente, pelo Comité de Etica na
Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias, UNESP, Campus de

Botucatu- SP.

2- Doses

A dose do OEC utilizada foi de 250 mg/kg, pois se trata da menor dose
mais efetiva do 6leo, de acordo com Moraes et al., (2009). A dose do LIM (245
mg/kg) foi calculada levando consideracdo a composicdo do OEC que é de

aproximadamente 97% de limoneno.

3- Edema de pata induzido por carragenina

Os animais foram submetidos a jejum prévio de 12 horas e em seguida
foram tratados oralmente com: veiculo (tween 80 a 8%), DAINE (Piroxicam 30
mg/kg), OEC (250 mg/kg), LIM (245 mg/kg), DAINE + LIM (30 + 245 mg/kg) e
DAINE + OEC (30 + 250 mg/kg). Os tratamentos foram feitos 1 hora antes da

injecdo subcutanea de 50 plL/pata de carragenina (Sigma) a 1% na regido
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subplantar da pata posterior direita e 50 yL de solucédo salina a 0,9% na pata
contralateral, de acordo com o método (Levy, 1969). Decorridas 1, 2, 3 e 4
horas apds a administracdo do agente flogistico, o volume das patas (abaixo da
articulacéao tibio-tarsica) foi medido com o auxilio do pletismométro (Ugo-Basile,
Itélia). Os resultados foram calculados pela diferenca de volume deslocado

entre as patas posteriores em ml.

4- Inducdo de edema de pata com histamina, serotonina, substéncia P e
bradicinina (BK)
Ap6s 12 horas de jejum, os animais foram tratados (v.0) com veiculo

(tween 80 a 8%) e LIM (245 mg/kg) uma hora antes da administracdo dos
agentes inflamatérios. O edema de pata foi induzido na pata direita de ratos
através de uma injecao sub-plantar de histamina (100nmol), substancia P (30
nmol/pata), serotonina (100 nmol/pata), bradicinina BK (3 nmol/pata) diluido em
salina e na pata esquerda foi injetado 50 puL de salina por pata (Tratsk et al.,
1997). Para os experimentos com BK os animais foram pré-tratados com
Captopril (5 mg/kg, s.c) uma hora antes do experimento para prevenir a acao
das quinases (Correa e Calixto, 1993). Os volumes das patas foram
mensurados com o auxilio de um pletismémetro (Ugo-Basile, Italia) 30, 60, 90 e
120 minutos apos a aplicagdo dos agentes inflamatoérios. Os resultados foram
calculados pela diferenca de volume deslocado entre as patas posteriores em

ml.

5- Modelo de air pouch

O modelo de air pouch foi realizado em camundongos Swiss machos
(30-40g) de acordo com a metodologia descrita por Sin e Wong (1992), com

algumas modificacbes. Para a implementacdo da bolsa de ar no dorso dos
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animais os camundongos foram anestesiados e 5 ml de ar estéril foi injetado
(s.c.) no dia 0, seguido por uma segunda injecdo de 3 ml de ar estéril 3 dias
depois (dia 3). No dia 6, 1 ml de solucdo de carragenina (Sigma) a 0,5% foi
injetado dentro da cavidade. Os animais foram sacrificados 24h apés a injecao
de carragenina, a bolsa de ar foi lavada com 1 ml de PBS (tampéao fosfato
salino), o exudato foi coletado, e a atividade da mieloperoxidase de neutrofilos
foi mensurada como descrito abaixo. Os animais foram tratados via oral com
veiculo (tween 80 a 8%), OEC (250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg) ou injecdo intra-

pouch de 10 pl de OEC ou LIM 1 hora antes da injecao de carragenina.

6- Inducdo de edema de pata por carragenina para quantificacdo de

citocinas

O edema de pata induzido por carragenina € um modelo comumente
utilizado para avaliar a acdo anti-inflamatéria de novas drogas (Vinegar et al.,
1969; Fernandes et al., 2007). O edema foi induzido em ratos através de uma
injecdo intra-plantar de 50 pL de solugcao de carragenina (Sigma) 1% na pata
esquerda posterior. Uma hora antes da indugédo do edema os animais foram
tratados via oral com veiculo (tween 80 a 8%), OEC (250 mg/kg) e LIM (245
mg/kg). O grupo Dexa (controle positivo) foi tratado com dexametasona (0,5
mg/kg) quatro horas antes da inducéo (Fernandes et al., 2007). Os animais de
um quinto grupo receberam injecdo de 50 pL de salina na pata, ao invés da
carragenina e serviram como controle basal. Quatro horas apés a inducéo do
edema os animais foram mortos e o tecido subcutaneo das patas foi coletado

para dosagem das citocinas TNF e IL-1p.
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7- Dosagens de IL-18, TNF e IL-10

Para a realizacdo da dosagem dessas citocinas foram coletados os

seguintes tecidos: subcutaneo da pata ou mucosa gastrica. Em seguida foram
homogeneizados individualmente em um mixer Polytron, com volume de
tampao PBS (tampao fosfato salino) igual a quatro vezes o peso da amostra. A
solucéo obtida foi centrifugada e o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -
80°C para posterior realizacdo das dosagens. As dosagens foram realizadas
utilizando-se kits DuoSet ELISA Development System, da R&D Systems e a

leitura foi feita em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 450 nm.

8- Modelo de inducédo de artrire reumatodide (AR)

A artrite foi induzida por inje¢do subcutanea na base da cauda de 100 pl
de emulsdo de colageno bovino a 2 mg/ml dissolvido em solucdo de acido
acético 0,1 M e adjuvante completo de Freund, na proporcdo 1:1. Os ratos
receberam a aplicacdo da emulsdo no primeiro e no décimo dias do
experimento. Um grupo de animais controle (sem artrite) foi mantido nas
mesmas condi¢cles, para a observacdo e comparacao das caracteristicas dos
animais com a artrite implantada. A inflamacéo cronica e sistémica da AR foi
confirmada pelo desenvolvimento de edema nas patas traseiras dez dias apés
a segunda injecdo de colageno (Durie et al., 1994), e a avaliagdo do edema foi
realizada durante 14 dias através da mensuragcdo do volume da pata em

pletismémetro (Ugo Basile, Italia).
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9 - Inducao de ulceras agudas induzidas por indometacina (DAINE) em

ratos artriticos (RA)

Este experimento teve a finalidade de avaliar o efeito da inducdo de
Ulceras agudas por indometacina em animais artriticos e normais. Os ratos
artriticos (RA) foram utilizados para a metodologia 10 dias apdés a segunda
injecdo da emulsdo de colageno bovino e s6 foram utilizados os animais com
diagndstico positivo para artrite (manifestacdo de edema nas patas traseiras).
O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Puscas et al.,
(1997), com modificagbes. Os animais foram divididos em quatro grupos:
veiculo (tween 80 a 8%), IB (Ibuprofeno 100 mg/kg), LIM (245 mg/kg) e LIB
(245 + 100 mg/kg). Outros quatro grupos de animais sem artrite receberam os
mesmos tratamentos para servirem como comparativo aos animais artriticos.
Trinta minutos apdés os tratamentos, as lesdes gastricas foram induzidas
através da administracdo oral de indometacina 100 mg/Kg. Os animais foram
mortos 5 horas apos o estimulo lesivo tendo seus estdémagos removidos e
abertos ao longo da maior curvatura para a contagem e classificacdo das
lesbes gastricas determinadas (area), em seguida foram coletadas amostras
dos estbmagos para posteriores quantificacbes de citocinas e fatores

protetores da mucosa gastrica.

10 - Modelo de inducdo de Ulcera gastrica por acido acético em ratos
artriticos (RA)

A lesdo gastrica foi implantada apdés a manifestacéo da artrite reumatdide,
evidenciada pela presenca de edema nas patas traseiras. Apos 12 horas de
jejum, os ratos artriticos foram anestesiados e seu abdémen foi aberto abaixo
da apofise xifoide para exposicdo do estbmago. Um tubo de 4,2 mm de

didametro interno foi mantido firmemente em contato com a superficie serosa da
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parede do estdbmago para delimitar a regido exposta ao agente lesivo. Em
seguida, 70 pl de acido acético (100%) foram aplicados na superficie do
estbmago durante 20 segundos e em seguida removidos completamente. A
superficie serosa do estdbmago foi lavada abundantemente com salina para
assegurar a total remocao do agente lesivo antes da sutura do abdémen. O
processo resultou em ulceragao crénica da mucosa e submucosa na regido da
juncao do fundo com o antro. A metodologia foi realizada com base no método
descrito por Okabe et al. (1971), modificado por Konturek et al. (1988).
Transcorridas 24 horas do procedimento cirdrgico de implantacdo da Ulcera
gastrica, os animais foram tratados por via oral, uma vez ao dia durante catorze
dias, com: veiculo (tween 80 a 8%), IB (ibuprofeno, 100 mg/kg), LIM (245
mg/kg) e limoneno + ibuprofeno LIB (245 + 100 mg/kg). No 14° dia ap0s o inicio
do tratamento os animais foram mortos e coletou-se o tecido subcutédneo da
pata, plasma e o estdbmago de cada animal para avaliacdo dos parametros

relacionados a artrite e a leséo gastrica.

11- Determinacdo dos niveis de prostaglandina (PGE,) no plasma

Apoés o tratamento de 14 dias, os animais submetidos ao modelo de
inducdo de ulcera por acido acético, foram mortos por guilhotinamento para a
coleta do sangue, que foi centrifugado e teve o plasma coletado. A
guantificacédo dos niveis de PGE, no plasma foi realizada com base no método
descrito por Curtis et al., (1995). O nivel de prostaglandina foi mensurado com
o auxilio de um “kit” de dosagem imunoenzimatico de prostaglandina E,
(RPN222-Amersham, EUA) e a leitura foi realizada em leitor de ELISA

Biossistem a 490nm.
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12- Determinacdo do conteudo de glutationa total (GSH) na mucosa

gastrica
A determinagdo do conteudo de glutationa total foi realizado de acordo

com o método descrito por Anderson (1985) que se baseia na oxidacao total da
glutationa reduzida (GSHr) presente em uma amostra na sua forma oxidada
(GSSG), mediante a incubacdo da amostra com o acido ditiobisnitrobenzéico
(DTNB). A determinacdo do conteudo de glutationa total foi realizado em
amostras da mucosa géstrica de ratos submetidos aos modelos de inducéao de
Ulcera gastrica. As amostras foram homogeneizadas com uma solucédo de
acido tri-cloro-acético (TCA) 5% em uma propor¢cao final de 1:20. A
concentracdo de glutationa foi calculada a partir da pendente da curva obtida
por interpolacdo em uma curva-padréo realizada com glutationa (GSH) e os

resultados foram expressos como nmol/g de tecido.

13- Quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPQO)

A mieloperoxidase (MPO) € uma enzima peroxidase produzida por
células da linhagem mieldide, principalmente neutrofilos. O objetivo deste
método foi o de avaliar a atividade da MPO na mucosa gastrica de ratos
submetidos aos diferentes modelos experimentais de Ulcera gastrica e também
no exsudato coletado no modelo de air-pouch. As amostras foram
homogeneizadas em tampéao fosfato com brometo hexadeciltrimetilamonia e
sua atividade medida através da reacdo entre a mieloperoxidase e o peréxido
de hidrogénio (H.0,), sendo revelado pela o-dianisidina e quantificado em leitor

de placa de ELISA pelo comprimento de onda de 450 nm (Krawisz et al., 1984).
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14- Anélise de RT-PCR para COX-1

Para analise de “Reverse transcription polymerase chain reaction” (RT-

PCR) em tempo real, o RNA total foi isolado de amostras dos estomagos de
ratos normais e artriticos submetidos ao modelo de indug&o de Ulcera gastrica
por indometacina usando reagente Trizol (Invitrogen) e incubados de 3-6 horas
na concentracdo de 25.0 mg/mL. O RNA foi submetido a primeira cadeia de
sintese de cDNA com transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen). As
guantificacbes da expressao génica foram realizadas por PCR tempo real com
Platinum SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA)
com ABI 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). [B-actina foi
utiizada como gene enddgeno. Os primers especificos utilizados para
amplicacao de foram: COX-1, senso 5-AGC CCC TCA TTC ACC CAT CAT TT-
3’, anti-senso 5-CAG GGA CGC CTG TTC TAC GG-3’;.B-actinA, senso 5’-GAT
CTT GAT CTT CAT GGT GCT AGG-3’, anti-senso 5-TTG TAA CCA ACT GGG
ACG ATA TGG-3. As condi¢cdes de amplificacdo foram 50° C durante 2 min e
94°C durante 10 min, seguido por 40 ciclos de 94°C durante 15 s e 60°C
durante 1 min. A curva de dissociacdo foi obtida da seguinte forma: 95°C
durante 15 s, 60°C durante 30 s e 95°C durante 15 s. Os niveis relativos de

MRNA foram calculados de acordo com a Pfaffl et al., (2001).

15- Analise Estatistica

A avaliacdo estatistica dos resultados foi realizada empregando-se analise
de variancia (ANOVA) paramétrica, com nivel critico igual ou menor a 0.05 para
rejeicdo da hipotese de nulidade. Na presenca de significancia, foram

procedidas a analise de contraste entre as meédias aplicando-se os testes a
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posteriori (Dunnet ou Tukey) adequados para cada parametro obtido com nivel

de significancia igual ou menor a 0.05.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Modelos de inflamacdo aguda.

A partir dos resultados obtidos no trabalho anterior (Moraes et al., 2009)
demonstramos que tanto o 6leo essencial de Citrus aurantium (OEC) quanto o
limoneno (LIM) apresentaram atividade gastroprotetoras frente a Uulceras
gastricas induzidas por DAINE. Também foi observado anteriormente que
tanto o OEC quanto LIM foram capazes de manter os niveis basais de PGE; na
mucosa gastrica mesmo com a administracdo de DAINE (Moraes et al., 2009).
Os efeitos gastrointestinais lesivos das DAINE sdo ainda um dos maiores
complicadores do uso destes farmacos no tratamento de doencgas inflamatérias
(Avila et al., 1995). Portanto, um medicamento que possua acao anti-
inflamatoria associada a uma acdo gastroprotetora seria extremamente Gtil. Em
vista disso, neste trabalho foi avaliada a possibilidade do OEC e LIM atuarem
como possiveis adjuvantes utilizados em associacdo com as DAINE a fim de
evitar seus efeitos colaterais lesivos no trato gastrointestinal sem prejudicar a
acdo anti-inflamatéria da mesma. Para avaliar esta hipotese, utilizou-se o
modelo de inducdo de edema de pata em ratos, visto que este modelo é
comumente utilizado para avaliar a ag¢do anti-inflamatéria de novas drogas
(Vinegar et al., 1969; Fernandes et al., 2007).

A partir dos resultados expressos na figura 1A é possivel observar que
o tratamento conjugado de DAINE+OEC foi capaz de reduzir significativamente
a acao edematogénica do agente flogistico carragenina nas 4 primeiras horas
de observacdo. Também pode-se observar que esta acdo antiinflamatéria

conjunta entre OEC e DAINE foi relativamente mais intensa do que somente o
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tratamento com DAINE, que também apresentou acao anti-inflamatoria nas 4
primeiras horas de avaliacdo, ou seja, 0s resultados demonstram que a
associacdo do OEC com DAINE foi capaz de intensificar a atividade
antiinflamatoéria destas drogas.

Considerando o resultado apresentado pelo tratamento conjugado de
DAINE+OEC, foi realizada a avaliacdo da acdo do OEC isoladamente no
mesmo modelo experimental. Os resultados expressos na figura 1B mostram
que o OEC por si possui significativa atividade anti-inflamatéria nas 2 primeiras

horas apds a inducdo do edema de pata.
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Figura 1 — Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do piroxicam (DAINE) e
do conjugado (DAINE + OEC) (grafico A) e do OEC (grafico B) no modelo

de inducado de edema de pata em ratos por carragenina.

A

Os resultados expressam as diferencas nos volumes das patas em ml, média + d.p. ANOVA

seguida de teste a posteriori de Tukey *p<0,05 e **p<0.01 (n=7).

A partir dos resultados observados, podemos concluir que o OEC além
de ser capaz de neutralizar os efeitos lesivos das DAINE no estdbmago (Moraes

et al., 2009), também € capaz de exercer uma acéo anti-inflamatoria.
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Sendo assim, a préxima etapa do trabalho foi a avaliar a contribuicéo
do limoneno (LIM), constituinte majoritario do OEC, sobre o efeito anti-
inflamatorio observado com o OEC no modelo de inducdo de edema de pata
por carragenina.

Os resultados estdo expressos na figura 2 e mostram que o LIM (245
mg/kg) por si tem uma atividade anti-inflamatéria nas 2 primeiras horas apos a
inducdo do edema de pata, porém este efeito ndo se manteve nos demais
periodos observados. Ja nos animais tratados com DAINE (piroxicam 30
mg/kg) foi observada uma reducédo da inflamagéo nas 4 primeiras horas de
avaliagdo. O mesmo resultado anti-inflamatério foi constatado nos animais
tratados com o conjugado DAINE+LIM (30 + 245 mg/kg). Porém podemos
observar que os animais deste Ultimo grupo apresentaram resultados mais
expressivos, visto que seus edemas foram os menores observados dentre os
grupos avaliados, esta acdo foi muito semelhante ao que foi observado nos

animais tratados com DAINE+OEC.
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Figura 2 — Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do piroxicam (DAINE),
limoneno (LIM) e do conjugado (DAINE + LIM) no modelo de inducéo de

edema de pata por carragenina em ratos.

Os resultados expressam as diferengas nos volumes das patas em ml, média + d.p. ANOVA

seguida de teste a posteriori de Tukey *p<0,05 e **p<0.01 (n=7).

A analise comparativa das figuras 1 e 2 mostra que tanto o OEC

guanto o LIM séo capazes de inibir a acdo edematogénica da carragenina nas
2 primeiras horas de avaliagdo, bem como ambos sdo capazes de exercer a
atividade anti-inflamatéria em conjunto com as DAINE através de uma acdo
sinérgica.

O modelo de inducdo de edema de pata por carragenina em ratos €
uma metodologia amplamante utilizada para avaliacdo de atividade anti-
inflamatéria de novos farmacos (Posadas et al.,, 2004) e ja foi muito bem

descrita no passado (Di Rosa et al., 1971; Garcia Leme et al., 1973). Segundo
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Di Rosa et al., (1971), o processo inflamatorio gerado pela administracdo de
carragenina forma um edema na pata de ratos e este edema é caracterizado
por duas fases: a imediata nas duas primeiras horas, que é caracterizada pela
liberacdo de histamina, bradicinina, serotonina (5-hidroxitriptamina) e
substancia P (Gilligan et al., 1994) e a fase tardia, a partir da terceira hora, que
€ sustentada pela liberacdo de prostaglandinas no local. Outro importante
mediador inflamatdrio da fase imediata € o 0xido nitrico (NO) que € produzido
em condicOes fisiopatologicas pela INOS (Moncada & Higgs, 1991). Esses
mediadores, tanto da fase da fase imediata quanto da tardia, promovem o
aumento da permeabilidade vascular que é seguido de uma infiltracdo celular,
predominantemente de neutrofilos, que contribuem com a resposta inflamatéria
produzindo outros mediadores, anions superoxidos e radicais hidroxilicos
(Fantone & Ward, 1982).

Considerando que o tratamento com OEC (250 mg/kg) e LIM (245
mg/kg) resultou no mesmo tipo de resposta (acdo anti-inflamatoria restrita as 2
primeiras horas de avaliacdo do edema de pata), avaliamos a agdo do LIM
sobre os mediadores (histamina, serotonina, substancia P e bradicinina)
envolvidos com a fase imediata da inflamag¢ao no modelo de edema de pata.

A figura 3 ilustra a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do LIM no
modelo de inducdo de edema de pata por histamina (grafico A), substancia P
(grafico B) e serotonina (grafico C) e podemos observar que o LIM néo foi
efetivo em reduzir o edema causado por estes diferentes agentes

edematogénicos mais especificos.
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Figura 3 — Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do limoneno (LIM) no modelo
de inducdo de edema de pata por histamina (gréfico A), substancia P (gréfico B)
e serotonina (gréfico C).
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Os resultados expressam as diferengas nos volumes das patas em ml, média + d.p. ANOVA

seguida de teste a posteriori de Tukey, p>0,05 (n=7).
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A figura 4 ilustra acao do LIM (245 mg/kg) frente ao modelo de inducao
de edema de pata por bradicinina. O LIM foi efetivo em reduzir a acéo
edematogénica da bradicinina na ultima avaliacdo (2 h). Nota-se também que
nos animais tratados com LIM o processo inflamatorio induzido pela bradicinina

foi menos intenso durante todo o periodo das avaliagdes.

Figura 4 — Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do limoneno (LIM) no

modelo de inducéo de edema de pata por bradicinina.

Os resultados expressam as diferencas nos volumes das patas em ml, média + d.p. ANOVA

seguida de teste a posteriori de Tukey *p<0,05 (n=7).

As cininas, das quais 0 membro mais conhecido é a bradicinina, tém
sido relacionadas como importantes mediadores inflamatérios. As cininas sao
sintetizadas perifericamente no sistema nervoso central e também nos locais
de lesdo tecidual, onde participam da resposta inflamatéria aguda, na
reparacao tecidual e na cura do processo inflamatério (Aluwalia et al., 1999).
Além disso, as cininas tém efeitos aparentemente sem relacdo com seus
papéis como mediadores inflamatdrios, incluindo por exemplo a participa¢do no

controle da pressao arterial (Hall, 1992).
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O nome bradicinina (BK) foi cunhado por Rocha e Silva em 1949 e
atribuido a substancia produzida a partir da atividade de tripsina sobre
globulinas do plasma que causou reducdes na pressao arterial em cées e
contracdo de ileo de cobaia. Na década de 1960, a BK foi purificada e em
seguida estudos demonstraram suas propriedades inflamatérias (Aluwalia et
al., 1999). Consequentemente, a relevancia da BK como mediador em
processos inflamatdrios se demonstrou com a comprovacao de sua capacidade
de promover vasodilatacdo, formacéo de edema, extravasamento celular e dor
(Lewis, 1963).

Segundo Hall (1997) o efeito pré-inflamatério da BK esta relacionado a
sua capacidade de estimular a producdo de NO nas células endoteliais dos
capilares sanguineos, promovendo vasodilatacdo e consequentemente
aumento do extravasamento de plasma e células proé-inflamatérias
ocasionando assim o edema. Yoon et al. (2010), demonstrou em macrofagos
(RAW 264.7), que o limoneno é capaz de inibir a produ¢do de NO bem como
diminuir a expressdo de INOS, sendo assim podemos inferir que o LIM foi
efetivo no modelo de inducdo de edema de pata por BK devido a sua
capacidade de inibir a expresséo de iNOS e consequentemente a producao de
NO, evitando assim o extravasamento de fluidos e células e diminuindo a

formacao de edema.

2 — Avaliacdo do potencial anti-artritico do OEC e LIM.

Apés a constatacdo do efeito anti-inflamatério do OEC e do LIM em
modelos de inflamacdo aguda quando administrados isoladamente ou em

combinagcdo com DAINE e somada a capacidade destes compostos em
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promover a protecdo da mucosa gastrica frente a acdo lesiva das DAINE
(Moraes et al.,, 2009) foi levantada a hipétese de que estes compostos
poderiam ser utilizados como adjuvantes as DAINE no tratamento de doencas
inflamatorias crbnicas como artrite reumatoide.

Em vista disso, foram realizados 2 modelos experimentais (air-pouch e
acao sobre a producéao de citocinas pro-inflamatérias TNF e IL-1B) para avaliar
uma possivel atividade anti-artritica do OEC e LIM.

O modelo de air-pouch é uma valiosa ferramenta experimental para
avaliacdo de novas drogas anti-artriticas, considerando que o revestimento da
bolsa de ar (air-pouch) produzida neste procedimento experimental € muito
semelhantes as membranas sinoviais que sdo drasticamente comprometidas
na artrite (Edwards et al., 1981)

A figura 5 ilustra a atividade da enzima MPO no exsudato coletado nas
bolsas de ar implantadas em camundongos. Todos 0s grupos, com excecao do
grupo controle, receberam carragenina 0,5% (intra pouch), dentro da bolsa de
ar para a instalacdo da inflamacdo. O grupo controle, neste modelo
experimental, representa a atividade basal de MPO sem a acdo do agente pro-
inflamatorio (carragenina). Os animais que foram tratados com OEC (250
mg/kg) ou LIM (245 mg/kg) pela via oral ou intra pouch apresentaram uma
reducdo significativa nos niveis de MPO em relacdo ao grupo que recebeu
apenas a carragenina. Este resultado demonstra que tanto o OEC quando o
LIM sdo capazes de inibir a migracdo de neutrofilos aos sitios inflamatérios,
quando administrados por via oral ou quando administrados localmente (intra

pouch). O tratamento intra pouch com OEC e LIM demonstrou a auséncia de
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atividade irritante destes compostos, contrariando dados relatados na literatura
gue muitos monoterpenos possuem acao irritante.

Figura 5 — Avaliacdo da acdo do OEC (250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg) na

niveis da MPO no modelo de air pouch.

Niveis de MPO média + d.p. Diferenca significativa do grupo veiculo, ANOVA seguida de teste

a posteriori de Dunnet ***p<0.001.

Mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada primordialmente nos
granulos azurdfilos dos neutréfilos sendo comumente usada como marcador
para avaliacdo da infiltracdo de neutréfilos nos tecidos e sua inibicdo € um
importante indicador de atividade anti-inflamatéria (Bradley et al.,, 1982,
Faurschou & Borregaard, 2003). Os neutréfilos apresentam papel efetivo na
defesa contra bactérias, mas também estdo associados aos processos de
injuria e a sintomas de uma variedade de processos inflamatérios devido a sua
capacidade de lesionar células e tecidos. Ao serem estimulados, os neutrofilos
liberam espécies reativas de oxigénio e uma variedade de granulos de
proteinas. Sugere-se que influxo de neutréfilos ativos nos sitios de inflamacao
governa o processo inflamatério de diversas doengas (Carlson et al., 2002). A

figura 5 mostra que o OEC e LIM, administrados via oral ou local, foram
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capazes de inibir a infiltracdo de neutrofilos em relagdo ao grupo controle
tratado apenas com veiculo. Uma possivel explicacdo para esse resultado é a
capacidade do limoneno em inibir a producéo de NO (Yoon et al., 2010), sendo
assim, ndo ocorreria vasodilatacdo capilar e conseqlentemente o0
extravasamento celular de neutroéfilos para o sitio inflamatoério seria inibido.

Estudos sobre a patogénese da artrite reumatéide (AR) e sobre o papel
das citocinas demonstram que o aumento do TNF e da IL-18 sdo um dos
principais fatores implicados na inflamagcdo e na destruicdo da matriz celular
gue ocorrem na doenca (Tracey et al., 2008) e ambas as citocinas tém sido
usadas como indicadores da severidade dos sintomas da artrite reumatoide
(Sekiguchi et al., 2010). TNF e IL-1B sao citocinas pro-inflamatorias produzidas
normalmente pelo organismo e envolvidas na iniciagdo da inflamag&o. O TNF
apresenta importante papel no desenvolvimento de tecidos linféides e no
sistema imune, incluindo a estimulacdo da inflamacao (Atzeni et al., 2010),
enquanto a IL-1p é produzida por diversos tipos celulares e esta relacionada a
ativacdo de leucdcitos e a liberacdo de outras citocinas pré-inflamatorias, como
o proprio TNF (Netea et al., 2010). Pinheiro & Calixto (2002), demonstraram
que a injecdo intra-plantar de carragenina em ratos leva a um proeminente
aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias no tecido subcuténeo,
particularmente IL-1- e TNF. Sendo assim, neste trabalho foi avaliado os
efeitos do tratamento com o OEC e LIM sobre a produgéo dessas citocinas pro-
inflamatorias.

A figura 6 ilustra a quantificacdo das citocinas IL1-B (grafico A) e TNF
(grafico B) realizada na pata dos animais submetidos ao modelo de edema de

pata induzido por carragenina. Os resultados demonstraram que tanto o LIM
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(245 mg/kg) quanto o OEC (250 mg/kg) foram efetivos em reduzir os niveis de
IL1-8 e TNF quando comparados com o grupo que recebeu apenas o veiculo.
O grupo controle, neste modelo experimental, representa o grupo de animais
onde se avaliou o parametro basal destas citocinas, visto que 0s animais néo

receberam a aplicacdo do agente pro-inflamatorio (carragenina) na pata.

Figura 6: Quantificacdo dos niveis de IL-1B (grafico A) e TNF (grafico B)

na pata de ratos no modelo de edema de pata induzido por carragenina
em ratos.
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Resultados expressos em média + d.p. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet
*p<0,05, **p<0,01 (n=5).
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Na avaliacdo da possivel atividade anti-artritica do OEC e do LIM os
resultados obtidos indicaram que ambos sdo capazes de inibir a migracéo de
neutroéfilos ao sitio inflamatoério (air-pouch) bem como sao efetivos na reducao
da producéo de citocinas pré-inflamatérias como a IL1-8 e o TNF, confirmando
assim, o potencial anti-artritico dos compostos analisados.

Considerando a semelhanca nas acfes gastroprotetoras (Moraes et al.,
2009) e anti-inflamatdrias promovidas pelo tratamento com OEC e LIM e
também o fato do OEC ser composto basicamente por limoneno (97%), optou-
se a partir deste momento dar continuidade aos estudos com ratos artriticos

apenas com o limoneno.

3 — Modelo de Uulcera gastrica induzida por indometacina em ratos

artriticos.

A primeira linha de tratamento clinico para doencas as inflamatoérias sédo
as DAINE e dentre elas o lIbuprofeno é um dos mais utilizados. De acordo com
Peura (2004), farmacos como o ibuprofeno e a aspirina, matam cerca de 16500
norte-americanos a cada ano e provocam cerca de 103 mil hospitalizacdes
devido a complicagbes como sangramento gastrointestinal. Considerando o
importancia clinica deste farmaco e sua comprovada atividade anti-artritica em
modelos experimenatis (Singh et al., 2007) foi utilizado neste trabalho o
ibuprofeno como controle positivo em nosso experimento na dose de 100
mg/kg. A administracdo do ibuprofeno nos diferentes modelos experimentais
aconteceu isoladamente (IB 100 mg/kg) ou em associacdo com o limoneno

(LIB) (245 + 100 mg/kg).
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Segundo Fries et al. (1989) pacientes com artrite reumatéide (AR) e
usuarios de DAINE s&do muito mais susceptiveis as Ulceras gastricas causadas
por DAINE do que os usuarios comuns destes antiinflamatorios. Além disso,
Kato e colaboradores (1999) relatam que as lesdes gastricas provocadas por
DAINE sdo mais severas em animais portadores AR do que em animais
normais. Kato e colaboradores (2002) demonstraram que as drogas anti-
inflamatorias conhecidas como inibidores seletivos da COX-2 (que ndao causam
ulceras gastricas em ratos normais) sdo capazes de ocasionar Uulceras
gastricas em ratos com AR.

Considerando os fatos acima, foi realizado o modelo experimental de
inducdo de Ulceras géstricas por DAINE (Indometacina 100 mg/kg) em ratos
sem artrite (normais) e ratos artriticos (RA). Antes da administracdo do agente
lesivo gastrico os animais foram previamente tratados (1 h) com: veiculo (tween
80 a 8%), ibuprofeno 1B (100 mg/kg), limoneno LIM (245 mg/kg) e limoneno +
ibuprofeno LIB (245+100 mg/kg).

A figura 7 ilustra a quantificacdo da area de lesdo da mucosa gastrica de
ratos normais e ratos artriticos (RA) no modelo de Ulceras gastricas induzidas
por indometacina. No grupo de animais normais (sem artrite) foi demonstrado
gue o tratamento com LIM e LIB promoveu a protecdo da mucosa gastrica e
diminuiu significativamente a area de lesdo em relacdo ao grupo veiculo. Os
animais tratados apenas com IB apresentaram severas lesdes gastricas,
semelhante ao grupo controle tratado somente com veiculo. JA no grupo de
ratos artriticos (RA), notamos que o tratamento com LIM e LIB também
diminuiu significativamente a area de lesdo, porém, o grupo tratado apenas

com ibuprofeno (IB) apresentou um expressivo aumento da area de leséo
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significativamente maior do que o grupo veiculo. Observou-se que 0s animais
artriticos (RA) tratados com IB apresentaram uma area de lesdo 3 vezes maior

do que os animais nao artriticos (normais) que receberam o mesmo tratamento.

Figura 7: Quantificacdo da area de les@o gastrica no modelo de Ulcera induzida

por indometacina em ratos normais e ratos artriticos (RA).

Resultados expressos em area de lessao (mmz) média + e.p.m. Diferenca significativa do grupo
controle, ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet ###p<0,001, +++p<0,001 e
***n<0,001 (n=5).

As figuras 8 e 9 ilustram a quantificacdo das citocinas IL-1B e TNF

respectivamente, presentes na mucosa gastrica de ratos nao artriticos
(normais) e artriticos (RA) que foram submetidos ao modelo de leséo gastrica
induzida por indometacina.

No grupo dos animais nao artriticos (normais), foi observado que
nenhum dos tratamentos (IB, LIM e LIB) foi capaz de alterar significativamente
os niveis de IL-1B e TNF presentes na mucosa gastrica quando comparados
com o grupo veiculo. Porém, no grupo dos animais artriticos (RA), foi

evidenciado que o tratamento prévio com LIM e LIB diminuiu significativamente
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os niveis de IL-1B e TNF (figuras 8 e 9) na mucosa destes animais em relacéo
ao grupo dos animais que receberam apenas veiculo. Dentro do grupo de
animais artriticos, também foi observado que o tratamento com IB néo foi
capaz de alterar os niveis de nenhuma das citocinas analisadas.

Ainda com relacéo a figura 8, a comparacao entre os diferentes grupos
de animais (normais e RA), destaca que a mucosa gastrica dos ratos artriticos
(RA) tratados com veiculo e IB apresentaram o0s niveis de IL-1B
significativamente maiores em relacdo aos mesmos grupos de tratamento dos
animais nao artriticos (normais). Com relacdo aos niveis de TNF figura 9,
apenas o grupo de animais artriticos tratado com veiculo apresentou niveis
dessa citocina significativamente maiores em relacdo ao grupo veiculo dos

animais nao artriticos.

Figura 8: Quantificac&o dos niveis de IL-18 na mucosa gastrica de ratos normais
e artriticos (RA) submetidos ao modelo de lesdo géstrica induzida por

indometicina.

Resultados expressos em média = d.p. Diferenca significativa do grupo controle, ANOVA
seguida de teste a posteriori de Dunnet ###p<0,001, +++p<0,001 e ***p<0,001 (n=5).
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Figura 9: Quantificacdo dos niveis de TNF na mucosa gastrica de ratos normais
e artriticos (RA) submetidos ao modelo de lesdo géstrica induzida por

indometicina.
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Resultados expressos em média = d.p. Diferenca significativa do grupo controle, ANOVA
seguida de teste a posteriori de Dunnet ##p<0,01 e **p<0,01 (n=5).

A deplecéo das prostaglandinas enddgenas, principalmente a PGE,, € 0
principal fator desencadeante do desenvolvimento de lesdes gastricas
provocadas por drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (DAINE). Porém em
ratos artriticos, o principal fator envolvido no agravamento das lesGes gastricas
provocadas por DAINE é o aumento da producdo de oxido nitrico (NO) que
ocorre na mucosa gastrica destes animais (Kato et al., 2002). Essa producéo
exacerbada de NO € causada pela estimulacdo da isoenzima induzivel da NO
sintase (INOS) (Kato et al., 1999). Outros estudos também relacionaram o
envolvimento de iINOS em distarbios gastrontestinais tais como doenca
inflamatoria intestinal e Ulceras induzidas por DAINE (Whittle et al., 1995). A
INOS ndo é expressa constitutivamente, mas induzida por varios fatores tais

como citocinas e lipopolissacarideo (Nathan, 1992). As citocinas proé-
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inflamatorias mais importantes no desenvolvimento da cascata inflamatéria
destrutiva da AR sé@o as IL-1 e TNF, e estas citocinas sdo encontradas em
grande concentracdo nas juntas sinoviais e no plasma de pacientes com AR
(Saxne et al.,, 1988). Portanto, o aumento destas citocinas estimula a
expressao de iINOS que por sua vez é responsavel pelo aumento da producéo
de NO presente na mucosa gastrica de ratos artriticos. Sabe-se também que o
TNF é liberado apos a administracdo de indometacina ocasionando o aumento
da expressédo de ICAMs (moléculas de adesédo intercelular), conduzindo a
adesdao de leucdcitos e consequentemente levando a danos na mucosa
gastrica (Appleyard et al., 1996). A inibicdo da sintese de TNF resulta na
reducao do efeito nocivo de agentes lesivos como Helicobacter pylori, DAINE e
etanol (Martin et al., 2006; Brzozowska et al., 2004). Segundo Watanabe et al.,
(2001) altos niveis de IL-1B8 promovem a recorréncia de Ulceras gastricas, pois
elevam a expressao de moléculas de adesdo na mucosa gastrica e assim
aumentam drasticamente a infiltracdo de leucocitos e o processo inflamatorio
na area afetada.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, foi evidenciado que a
mucosa gastrica dos animais artriticos tratados com DAINE (IB 100 mg/kg)
apresentou niveis mais elevados de IL-1B e TNF do que os animais né&o
artriticos. Este resultado esta de acordo com a literatura, pois estas citocinas
provavelmente ocasionaram a expressdo de iNOS que aumentou a sintese de
NO e tornou assim, a mucosa de ratos artriticos, mais susceptiveis as lesées
causados por DAINE (Kato et al., 1999; Kato et al., 2000). O tratamento com
LIM (245 mg/kg) diminuiu significativamente os niveis das citocinas (IL-1B e

TNF) na mucosa e assim ndo houve aumento da producdo de NO, impedindo
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gue a mucosa gastrica dos animais artriticos se tornasse mais susceptivel as
lesGes provocadas por DAINE (indometacina). Vale ressaltar que mesmo
guando administrado em conjunto com o ibuprofeno (LIB), o limoneno foi capaz
de impedir a acao lesiva do ibuprofeno na mucosa gastrica dos ratos artriticos
destacando assim o beneficio desta associacéo entre LIM e IB.

A IL-10 € uma citocina anti-inflamatoria com importantes funcdes de
regulacdo imune (Moore et al., 2001). Tem uma potente acdo anti-inflamatéria
e € utilizada como importante marcador em varios modelos de doencas auto-
imunes, incluindo o modelo de inducdo de artrite reumatdide por colageno
(Johansson et al., 2001). A funcao da IL-10 é suprimir a expressao de citocinas
inflamatérias, como TNF, IL-6 e IL-1 sintetizados por macréfagos, além também
de afetar a proliferacdo das células T (Fiorentino et al., 1991). Segundo
Robinson et al.,, (2008) a producdo de IL-10 confere protecdo a mucosa
gastrica frente a agentes lesivos.

A figura 10 ilustra a quantificacao dos niveis de IL-10 na mucosa gastrica
de ratos nao artriticos (normais) e artriticos (RA) submetidos ao modelo de
les@o gastrica induzida por indometicina. Podemos notar que dentro do grupo
dos animais ndo artriticos nenhum dos tratamentos alterou os niveis de IL-10
na mucosa gastrica dos animais. Entretanto no grupo dos animais artriticos
(RA) ficou evidente que o tratamento com LIM e LIB promoveu um aumento
expressivo nos niveis de IL-10 quando comparados com 0S animais que
receberam apenas veiculo. Na comparagdo entre os grupos normais e RA o0s
animais do grupo RA que foram tratados com veiculo e IB apresentaram uma
reducao significativa dos niveis de IL-10 em relacdo aos animais normais que

receberam o mesmo tratamento. Os animais artriticos que foram tratados com
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LIM e LIB apresentaram um aumento significativo dos niveis desta citocina em

relacdo aos animais normais que receberam o mesmo tratamento.

Figura 10: Quantificacdo dos niveis de IL-10 na mucosa gastrica de ratos
normais e artriticos (RA) submetidos ao modelo de lesdo gastrica induzida por

indometicina.

Resultados expressos em média + d.p. Diferenca significativa do grupo controle, ANOVA
seguida de teste a posteriori de Dunnet ###p<0,001, +++p<0,001 e *p<0,05 (n=5).

Desta forma, os resultados deste trabalho mostram que o tratamento
com LIM é capaz de estimular a producao de IL-10 em ratos artriticos mesmo
guando administrado em combinagao com ibuprofeno (LIB).

Sendo assim, podemos concluir que o aumento de IL-10 na mucosa
gastrica de ratos artriticos promovido pelo limoneno € um dos fatores
responsaveis, pela diminuicdo de IL-1B e TNF observados nas figuras 8 e 9.
Considerando que o aumento da susceptibilidade da mucosa gastrica de ratos
artriticos a acéo lesiva das DAINE esta relacionada com o aumento dos niveis
de NO (Kato et al., 2002) os resultados apresentados apontam para o provavel

mecanismo pelo qual o limoneno promove a protecdo da mucosa gastrica de
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ratos artriticos, este mecanismo esta relacionado com o aumento dos niveis de
IL-10 e consequentemente diminuicdo de TNF, IL-1 B e NO, além do fato de
Yoon et al., (2010) ja ter comprovado que o limoneno é capaz de inibir a
sintese de NO in vitro.

A figura 11 apresenta o0s resultados das quantificacbes de
mieloperoxidase (MPO) e glutationa (GSH) realizadas na mucosa gastrica de
ratos normais e artriticos submetidos ao modelo de inducéo de leséo gastrica
por indometacina.

De acordo com os resultados, foi constatado que o tratamento com LIM
promoveu uma diminuicéo significativa da quantidade de MPO tanto na mucosa
gastrica dos ratos normais como também na mucosa dos animais artriticos
(RA). Os demais tratamentos (IB e LIB), ndo alteraram significativamente os
niveis de MPO. Nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa entre os
grupos de ratos normais e artriticos.

Com relacdo aos niveis de glutationa, nenhum dos tratamentos (1B, LIM
e LIB) foi capaz de alterar significativamente a quantidade de GSH presente na

mucosa gastrica, tanto dos animais normais quanto dos animais artriticos.
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Figura 11: Quantificacdo dos niveis de MPO e GSH na mucosa gastrica de ratos
normais e artriticos (RA) submetidos ao modelo de lesédo gastrica induzida por

indometicina.

Resultados expressos em média £ e.p.m. Diferenca significativa do grupo controle, ANOVA
seguida de teste a posteriori de Dunnet **p<0,01 (n=5).

Glutationa (GSH) é um importante fator antioxidante ndo enzimatico que
esta presente em todas as células, este componente na sua forma reduzida
(GSH) pode se ligar a compostos téxicos, como os radicais livres, em reacdes
dependentes ou ndo de enzimas (Li et al., 2009). Experimentos anteriores
(Moraes et al., 2009), ja haviam demonstrado que o LIM era incapaz de manter
0s niveis de glutationa na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de
inducao de Ulcera gastrica por etanol e os atuais resultados demonstram que o
LIM também néo tem agdo conservativa sobre os niveis de GSH no modelo de
Ulcera induzida por indometacina em ratos normais e artriticos.

A mieloperoxidase (MPO) é considerada como um indicador da
infiltracdo de neutrofilos em lesGes gastricas experimentais (Halice et al., 2005;

Bayir et al., 2006). Um aumento significativo nos niveis de MPO foi observado
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no mucosa gastrica de ratos tratados com indometacina em comparacao com
ratos nao tratados, este aumento no nivel de MPO corresponde a um aumento
da infiltracdo de neutréfilos provocado pela acdo lesiva da indometacina na
mucosa (Polat et al., 2011). Muitos farmacos com atividade antiulcerogénica
geralmente atuam inibindo a concentracdo de MPO na mucosa gastrica e
consequentemente diminuindo a area de lesdo provocada pela acédo de
diferentes agentes lesivos (Polat et al., 2011). Os neutrofilos sdo responséaveis
pela lesdo endotelial na mucosa observada logo apos a administracdo de
DAINE (Rainsford et al.,, 1982; Wallace et al.,, 1990). Nossos resultados
mostram que o tratamento com LIM foi capaz de diminuir os niveis de MPO
tanto em animais normais quanto nos artriticos, porém este efeito ndo se
manteve quando o LIM foi administrado em associagdo com ibuprofeno (LIB).
Este resultado esta de acordo com o resultado anterior (figura 4), em que que o
LIM foi capaz de inibir a infiltragdo de neutrofilos no sitio inflamatério e desta
forma podemos concluir que um dos mecanismos de protecdo do LIM frente a
Ulceras induzidas por indometacina € a diminui¢cdo da infiltracdo de neutrofilos,
além da conservacdo dos niveis de PGE; ja observado anteriormente em
nosso laboratorio (Moraes et al., 2009).

A figura 12 demonstra a quantificacdo de COX-1 (RNAmM) na mucosa
gastrica de ratos normais (A) e artriticos (B) submetidos ao modelo de leséo
gastrica induzida por indometicina. Nos animais normais o tratamento com 1B
reduziu significativamente a expressdo de COX-1 na mucosa de ratos quando
comparado com o grupo veiculo. E possivel observar também que o limoneno
guando administrado junto com o lbuprofeno (LIB) foi capaz de reverter essa

inibicdo. No grupo dos ratos artriticos (B) todos os tratamentos (IB, LIM e LIB)
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diminuiram significativamente a expressdo de COX-1. Notamos também que o
grupo tratado apenas com veiculo dos RA apresentou um aumento da
expressdo de COX-1 em relacdo ao grupo veiculo dos ratos normais (nao

artriticos).

Figura 12: Quantificacdo da expressdo de RNAm de COX-1 na mucosa gastrica
de ratos normais (A) e artriticos (B) submetidos ao modelo de lesdo gastrica

induzida por indometicina.

Os dados séo apresentados como da média de quantidades relativas de COX-1 em relagédo ao
controle sham. Média + d.p. , ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet **p<0,01 (n=4).

A COX-1 é expressa constitutivamente e pode encontrada em Varios
tecidos, incluindo o estdbmago, onde desempenha um papel critico na

manutencdo da integridade da mucosa gastrica (Tanaka et al., 2001). A
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inibicdo da COX-1 e consequentemente diminuicdo de PGE, € um dos
principais fatores que ocasionam as lesGes gastricas decorrentes do uso de
DAINE (Walace et al., 2000). Os resultados apresentados no grafico 12 estao
de acordo com nossos resultados anteriores (Moraes et al., 2009) em que foi
demonstrado a efetividade do OEC e do LIM na protecdo da mucosa gastrica
frente a Ulceras induzidas por DAINE e que essa protecdo € decorrente da

manutencao dos niveis de PGE; na mucosa. Podemos ver na figura 12 grafico

A que o LIM foi capaz de conservar os niveis de COX-1 na mucosa de ratos
nao artriticos (normais) mesmo quando administrado em conjunto com uma
DAINE (LIB).

Sabe-se que PGE; séo expressas em altas quantidades em pacientes
artriticos e em modelos animais de artrite reumatoide e que essa exacerbacdo
da expressao é decorrente do aumento das enzimas COXs (Anguita et al.,
2002; Westman et al., 2004). Nosso resultado apresentado na figura 12 B esta
de acordo com a literatura, podemos observar que o animais artriticos tratados
apenas com veiculo apresentaram um aumento da expressdo de COX-1 em
comparacdo com animais ndo artriticos. Os tratamentos com IB, LIM e LIB
reverteram esse aumento da expressao de COX-1, esse resultado aponta para
uma possivel acdo moduladora do limoneno sobre COX-1, visto que nado afeta
sua expressao em ratos normais porém é capaz de inibir a exacerbagéo de sua

expressao em ratos artriticos.
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4 — Avaliacdo do potencial anti-artritico e cicatrizante do OEC e LIM em

ratos artriticos submetidos ao modelo de inducao de Ulcera gastrica por

acido acético.

A inducédo de Ulceras por acido acético € o modelo mais similar de
Ulceras gastricas em humanos (Okabe & Agamase, 2005). O processo de
cicatrizagdo das Ulceras pode ser dividido em 3 fases: 0-3 dias, fase do
desenvolvimento da ulcera com necrose do tecido, implantacdo da Ulcera,
infiltrac&o inflamatoria e formagcao da margem da ulcera; 3-10 dias, fase rapida
da cicatrizacdo envolvendo migracédo de células epiteliais e contracdo da base
da ulcera; 10-20 dias, fase lenta da cicatrizacdo que compreende angiogénese,
remodelacéo dos tecidos de granulagédo e completa re-epitelizacdo da cratera
da Ulcera (Schmassmann, 1998).

Sabe-se que mesmo em baixas doses (que ndo causam lesbes) as
DAINE retardam o processo de cicatrizagdo em ratos com Ulcera gastrica
induzidas por acido acético. Esse efeito € causado devido a supressdo da
sintese de prostaglandinas e pode ser revertido com o tratamento de PGE,
exdgena (Wang et al., 1989). Ja comprovamos também que devido ao fato do
tratamento com limoneno (LIM) manter os niveis normais de PGE; na mucosa
gastrica de ratos tratados com indometacina ele é capaz de acelerar o
processo de cicatrizacdo da mesma (Moraes 2008).

O processo de cicatrizagcdo das ulceras cronicas induzidas por acido
acético em ratos com artrite reumatdide é bem menos eficiente do que em
ratos normais, além do que, foi observado que a administracdo de DAINE
retarda ainda mais o processo de cicatrizacdo das Ulceras crbnicas nestes

animais (Kato et al., 2002).
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Considerando que tanto o OEC quanto LIM apresentaram atividade
cicatrizante em ratos normais submetidos ao modelo de inducdo de Ulcera
gastrica por acido aceético (Moraes, 2008), avaliamos a acao cicatrizante do
limoneno (LIM) per si e em associacdo com ibuprofeno (LIB) na mucosa
gastrica de ratos artriticos submetidos ao modelo de acido acético.

A tabela 1 ilustra a acdo do ibuprofeno IB (100 mg/kg), limoneno LIM
(245 mg/kg) e limoneno + ibuprofeno LIB (245+100 mg/kg) sobre o processo de
cicatrizacdo da mucosa gastrica de ratos artriticos submetidos ao processo de
lesdo géstrica induzida por &cido acético. Os animais foram tratados
diariamente durante 14 dias e foi observado que nenhum dos tratamentos foi
capaz de alterar significativamente os parametros analisados (tamanho da

lesdo, niveis de glutationa total e MPO).

Tabela 1: Efeito do ibuprofeno (IB), limoneno (LIM) e limoneno +
ibuprofeno (LIB) sobre o processo de cicatriza¢do, niveis de glutationa e
MPO em lesdes causadas por acido acético em ratos artriticos tratados

durante 14 dias.

Tratamentos Doses Area lesdo Glutationa MPO
(mg/kg) (mm?) (ng/g de tecido) (ug/g de tecido)
Veiculo - 20,30+ 1,90 1086,51 + 234,02 3575,86 + 482,82
IB 100 23,13+1,98 1077,33 £ 138,53 4313,15 + 1006,33
LIM 245 19,12 + 1,87 1061,03 + 235,74 4173,94 + 884,42
LIB 245+100 19,34 +1,67 895,86 + 85,33 4414,20 + 938,61

Resultados expressos em média + d.p. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet p>0,05 (n=5).

Kato et al., (2001) demonstrou que o0 processo de cicatrizacdo da
mucosa gastrica de ratos em ratos artriticos é mais lento devido a diminui¢éo
da expresséo de fator de crescimento de fibroblastos (bFGF) e principalmente

devido a fato do estdmago dos ratos artriticos apresentarem uma menor
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sintese do fator de crescimento insulinico (IGF). Também foi relatado que o
atraso na cicatrizacdo da mucosa gastrica de ratos artriticos ndo esta
relacionada com a producéo de prostaglandinas e NO (Kato et al., 1999), logo
podemos concluir que o LIM ndo tem acao sobre a sintese de bFGF e IGF e
como a acado do LIM esta associada as prostaglandinas e diminuicdo de NO, o
mesmo nao foi capaz de acelerar o processo de cicatrizagcdo da mucosa em
ratos artriticos.

Como anteriormente haviamos visto que o LIM foi capaz de aumentar os
niveis de IL-10 na mucosa gastrica de ratos artriticos submetidos ao modelo de
inducdo de ulceras por indometacina, resolveu-se avaliar a agdo do LIM sobre
este parametro no modelo de Ulcera crénica. A figura 13 demonstra a acao dos
diferentes tratamentos (IB, LIM e LIB) sobre os niveis de IL-10 presentes na
mucosa géastrica dos animais artriticos submetidos ao modelo de les&o por
acido, nenhum dos tratamentos avaliados foi capaz de alterar a expresséo de

IL-10 na mucosa dos animais artriticos.

64

Pt
A\



Figura 13: Quantificacdo dos niveis de IL-10 na mucosa gastrica de ratos
artriticos submetidos ao modelo de lesdo gastrica provocada por acido

acético.

Resultados expressos em média + d.p. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet p>0,05 (n=5).

A figura 14 ilustra a quantificacdo dos niveis de PGE; no plasma dos
animais artriticos e ulcerados tratados durante 14 dias, pode-se observar que
0os animais tratados com ibuprofeno (IB) e limoneno + ibuprofeno (LIB)
apresentaram reducgdo significativa dos niveis plasmaticos deste mediador

inflamatoério.
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Figura 14: Quantificacdo dos niveis de PGE; no plasma dos animais

artriticos tratados durante 14 dias.

Resultados expressos em média = d.p. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet *p<0,05, **p<0,01 (n=5).

Foi demonstrado que a mucosa gastrica de ratos artriticos apresenta
niveis de PGE, mais elevados do que a mucosa de ratos normais, porém esse
aumento € totalmente revertido pela administracao oral de indometacina (Kato
et al., 2000), sabe-se também que prostaglandinas, particularmente a PGE,,
desempenha um complexo papel no processo inflamatorio, visto que in vitro,
ela reduz a expressdao de fatores pro-inflamatorios como citocinas e
guimiocinas sintetizados pelas células dendriticas (Harizi et al., 2005), porém
em doencas auto-imunes, como artrite reumatdide, PGE, desempenha um
papel proé-inflamatério, em camundongos com artrite reumatéide induzida por
colageno o tratamento com misoprostol, um andlogo sintético de PGE;,
promoveu um aumento da severidade da doenca (Sheibanie et al., 2007).

COX-2 e PGE sintase-1, ambas envolvidas na sintese de PGE,, séo
expressas em altas quantidades em pacientes artriticos e em modelos animais

de artrite reumatdide (Anguita et al.,, 2002; Westman et al., 2004) e
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considerando que em ratos artriticos a PGE;, esta aumentada e esse aumento
estd associado com fatores deletérios como atividade pro-inflamatoria
(Sheibanie et al., 2007), foi realizada a quantificacdo de PGE, no plasma dos
animais artriticos tratados durante 14 dias com IB, LIM e LIB. Foi constatado
que o LIM, quando administrado sozinho, ndo é capaz de diminuir os niveis de
PGE; no plasma, porém o tratamento com IB e LIB foi capaz de reduzir
significativamente os niveis deste parametro, quando comparado com animais
gue receberam apenas veiculo. Este resultado estd de acordo com o que foi
discutido anteriormente, em que o LIM tem uma acdo modulatéria sobre os
niveis de PGE, na mucosa gastrica (Moraes et al., 2009). O papel da PGE;
neste caso € muito ambiguo, visto que o aumento de sua expressdo tem
atividade pré-inflamatéria enquanto que sua inibicdo por DAINE provoca lesdes
gastricas mais severas em ratos artriticos. Sheibanie et al. (2007) concluiu que
embora a PGE, tenha efeitos proé-inflamatérias através do estimulo de
producéo de citocinas, ela também pode apresentar atividade anti-inflamatéria
gue é mediada principalmente através da liberacéo de IL-10 a partir de células
T ativadas, células dendriticas e macrofagos sendo que a prevavaléncia do
efeito pré-inflamatério ou anti-inflamatério depende em grande parte da
presenca e dos tipos de células ativadas e também do saldo local de fatores
pré-inflamatérios e anti-inflamatérios.

Nesta situagdo, o ideal seria um composto com acdo modulatoria em
gue a expressao de PGE, ndo é exacerbada nem drasticamente reduzida,

podemos observar que o LIM teve este tipo de acéo (figuras 12 e 14) e também

como demonstrado por Moraes et al., (2009), essa acao modulatéria do LIM

sobre a PGE, também pode ser sustentada pelo aumento expressivo de IL-10
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observado em ratos artriticos no modelo de lesdo gastrica por indometacina
(figura 10).

Como os animais artriticos submetidos ao modelo de inducéo de Ulcera
gastrica foram tratados diariamente durante 14 dias, neste periodo também foi
avaliado o efeito anti-artritico dos diferentes tratamentos sobre o processo
inflamatorio (edema) instalado na pata dos animais. A avaliagéo foi feita a cada
3 dias através da mensuracdo do volume da pata com auxilio de um
pletismémetro.

A figura 15 demonstra a avaliacdo do desenvolvimento do edema de
pata nos animais artriticos tratados durante 14 dias com IB (ibuprofeno 100
mg/kg), LIM (limoneno 245 mg/kg) e LIB (245 mg/kg+100 mg/kg). O grupo
sham s&o animais sem artrite. Todas as comparacdes séo feitas em relacdo ao
grupo veiculo (tween 80 a 8%). Podemos notar que o tratamento com LIB foi
efetivo em reduzir o volume das patas dos animais artriticos a partir do terceiro
dia de avaliacdo e este efeito permaneceu durante todo o periodo de
tratamento. Enquanto que o Ibuprofeno (IB) s6 se mostrou efetivo nos dias 6 e
14 e o limoneno (LIM) apresentou efeito apenas no ultimo dia de avaliagéo (dia

14).
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Figura 15: Avaliacdo do edema de pata em ratos artriticos durante os 14 dias de

tratamento.

Resultados expressos em média + d.p. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet
*p<0,05, **p<0,01 (n=5).

Considerando o positivo efeito anti-artritico do tratamento com LIM e LIB
evidenciado através da reducdo do volume de pata dos animais artriticos,
foram realizadas as quantificagdes dos niveis das citocinas mais relacionadas
com o processo artritico (IL-1B € TNF) e também da IL-10 que se mostrou
elevada em experimentos anteriores.

De acordo com a figura 16, nota-se que os niveis de IL-1 (grafico A),
TNF (gréfico B) e IL-10 (grafico C) presente nas patas dos ratos artriticos nao
foram alterados significativamente apds o tratamento durante 14 dias com IB e
LIM, jA o tratamento conjugado de Ibuprofeno + limoneno (LIB) diminuiu
significativamente os niveis de TNF (grafico B), porém ndo alterou a quantidade

de IL-1B e IL-10 expressa nas patas dos animais artriticos.
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Figura 16: Quantificagdo dos niveis de IL-1B (grafico A), TNF (grafico B) e IL-10

(grafico C) na pata de ratos artriticos tratados durante 14 dias.
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Resultados expressos em média + d.p. ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet
**n<0,01 (n=5).
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Diferentemente do que se foi observado anteriormente no estdbmago de
ratos artriticos submetidos no modelo de inducédo de Ulceras por DAINE, na
avaliacdo da acdo do LIM sobre a pata dos animais artriticos tratados durante
14 dias foi observado que este nédo foi capaz de reduzir significativamente os
niveis de de IL-13 (grafico A) e TNF (grafico B) nem de aumentar os niveis de
IL-10 (gréafico C) nas patas destes animais.

O tratamento com LIB foi capaz de reduzir significativamente os niveis
de TNF presente na pata dos animais artriticos. O fato de nao interferir nos
niveis de IL-18 ndo desqualifica a agédo anti-artritica do LIB, na verdade, uma
série de estratégias terapéuticas capaz de inibir a producdo de TNF vem sendo
utilizadas com sucesso no tratamento clinico para a gestdo de doencas
crbnicas inflamatorias, particularmente em artrite reumatdide (Van Assche e
Rutgeerts, 2000; Feldmann et al., 2002).

Além disso, também foi observado uma reducao no volume da pata dos
animais artriticos tratados com LIM e LIB (figura 15), isso nos mostra que a
acao anti-artritica evidenciada pode estar mais relacionada com a inibicdo de
outros fatores pro-inflamatérios, como por exemplo, COX-1 (figura 12), COX-2

e INOS (Yoon et al., 2010).
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V - CONCLUSAO

A partir dos resultados deste trabalho, podemos concluir que o LIM
associado com uma DAINE apresenta uma importante atividade anti-
inflamatoria, tanto em modelos de inflamacdo aguda quanto em modelos
cronicos de artrite reumatéide. Esta atividade anti-inflamatéria parece estar
relacionada com a inibicdo do aumento da expressdo de varios fatores pro-
inflamatoérios envolvidos com a etiologia da AR, tais como: COX-1, COX-2,
TNF, IL-18 e NO. Esta atividade anti-inflamatoria e anti-artritica da associagéo
de LIM com DAINE também pode estar relacionada com o estimulo da
producdo de citocinas anti-inflamatorias como a IL-10. Também ficou
evidenciada a potente atividade gastroprotetora do LIM em modelos de leséo
gastrica induzidas por DAINE, tanto em ratos ndo artriticos (normais) quanto
em ratos artriticos, vale salientar que esta atividade gastroprotetora foi efetiva
mesmo quando o limoneno foi administrado em conjunto com uma DAINE
(ibuprofeno).

Sendo assim, podemos concluir que o limoneno pode ser usado como
um adjuvante as DAINE no tratamento de doencas inflamatérias com a
finalidade de potencializar a agcdo das mesmas e inibir seus efeitos lesivos

sobre a mucosa gastrica.
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