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Time will pass anyways.



“You already know the story. You will die. Everyone you love will also die. You will
lose them forever. You will be sad and angry. You will weep. You will bargain. You
will make demands. You will beg. You will pray. It will make no difference. Nothing
you can do will bring them back. You know this. Your knowing changes nothing. This
poem will make you understand this unfathomable truth again and again, as if for the
very first time.” Introduction to The Iliad, Emily Wilson, 2023.



RESUMO

O sistema respiratorio (SR) é afetado por doengas e condi¢des de diferentes etiologias, cada
qual envolvendo inimeros mediadores, vias bioquimicas e imunoldgicas. Diversos modelos
animais foram desenvolvidos para estudo e pesquisa de alteracdes agudas do SR, como a
inala¢do de um agente flogistico em camundongos. A carragenina ¢ um polissacarideo capaz
de induzir resposta inflamatéria aguda com liberag@o ndo seletiva de mediadores inflamatérios.
A Cunila spicata ¢ uma planta fitoterapica que faz parte da se¢do Spicatae, familia Lamiacae,
nativa da regido Sul da América Latina, também conhecida como poejo do campo. Possui forte
presenca na etnofarmacologia, sendo utilizada para tratar doengas do sistema digestivo e
respiratorio, como enjoos, diarreias, enjoos, rinites, tosses, bronquite, gripes e possui acio
expectorante. A analise fitoquimica da C. spicata colhida no municipio no planalto Catarinense
revelou 2-Bornanona e Mentofurano em maior quantidade. A planta seca foi submetida a
extragdo assistida por ultrassom (30min, amplitude 65% e ciclo de 1,0) e rotaevaporador (70°C
a 100 RPM), e o material seco em estufa, acondicionado em frasco ambar e congelado até o
uso, momento o qual foi ressuspendido em DMSO 5% e diluido com PBS na concentragdo
desejada. O lavado broncoalveolar (BAL) permite a avaliacdo dos fenomenos inflamatorios
locais do SR a partir de diferentes técnicas, como a contagem total de leucocitos (CTL) e
contagem diferencial de leucdcitos (CDL). O presente trabalho analisou a CTL e CDL de
camundongos Balb/C pré-tratados com diferentes doses do extrato hidroalcoolico da C. spicata
(EHCS) (30mg/kg, 100mg/kg e 300mg/kg), meloxicam (controle positivo (CP) (2mg/kg)) e
PBS (controle negativo (CN)) V.O por gavagem uma hora posterior a nebulizagdo com
carragenina (300pg/ml) durante 3 minutos. Apds 2hr, os animais foram eutanasiados, o BAL
foi realizado com 2ml de PBS heparinizado e as amostras foram centrifugadas por Smin a 2000
RPM. O sobrenadante foi reservado para analises posteriores e os pellets ressuspendidos em
1,0ml de PBS, da qual 100ul foi adicionado a 100ul de liquido de Turk e utilizado na CTL a
partir da cdmara de Neubauer com objetiva de 40x. O restante foi para a CDL, com a
sedimentacdo celular na camara de Suta, sendo utilizado somente o suficiente para preencher o
orificio do papel filtro e submetido a secagem em estufa a 30°C, sendo corados com panoptico
simples rapido e contado até 200 células por lamina com a lente objetiva de imersdo (aumento
de 1000x). Foi observado um aumento significativo no recrutamento de leucdcitos totais nos
pulmdes dos animais submetidos a nebuliza¢cdo com carragenina. O EHCS reduziu de maneira
significante e dose-dependente a migra¢do de leucdcitos totais no BAL de camundongos

submetidos a nebulizag@o por carragenina. As inibi¢des maximas obtidas foram de 49,84 +



5,35%, 61,66 = 4,55% e 75,30 + 2,86% para as doses de 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente.
As células encontradas em maior niimero foram as mononucleares, macréfagos e linfocitos.
Nao foram observados sinais de toxicidade no periodo e nas doses utilizadas durante o

experimento. O EHCS possui potencial produto fitoterapico na inflamagéo das vias aéreas.

Palavras-chave: Inflamagéo; vias aéreas; poejinho; fitoterapia; influxo celular.



ABSTRACT

The respiratory system (RS) is affected by diseases of different etiologies, involving many
mediators, biochemical and immunological pathways. Several animal models have been
developed for researching and studying acute RS inflammation, such as phlogistic agent
inhalation in mice. Carrageenan is a polysaccharide capable of inducing an acute inflammatory
response with non-selective inflammatory mediators’ release. Cunmila spicata is a
phytotherapeutic plant that is part of the Spicatae section, Lamiacae family, native to the
southern region of Latin America, also known as pennyroyal. It has a strong presence in
ethnopharmacology and it is used to treat digestive and respiratory systems conditions, such as
nausea, diarrhea, nausea, rhinitis, coughs, bronchitis, flu and it has expectorant action. A
phytochemical analysis of C. spicata collected in Santa Catarina revealed 2-Bornanone and
Menthofurane in greater quantities. The dried plant was subjected to ultrasound-assisted
cleaning (30 min, amplitude 65% and cycle 1.0) followed by rotary evaporator (70°C at 100
RPM), and then the material was oven dried, stored in an amber bottle and frozen until use, at
which time it was resuspended in 5% DMSO and diluted with PBS to desired concentration.
Bronchoalveolar lavage (BAL) allows the evaluation of local inflammatory characteristics of
RS using different techniques, such as total leukocyte count (TLC) and differential leukocyte
count (DLC). The present study analyzed CTL and CDL of Balb/C mice pretreated with
different doses of the hydroalcoholic extract of C. spicata (HECS) (30mg/kg, 100mg/kg and
300mg/kg), meloxicam (positive control (CP) (2mg/kg)) and PBS (negative control (CN)) V.O
by gavage one hour after nebulization with carrageenan (300ug/ml) for 3 minutes. After 2h, the
animals were euthanized, BAL was performed with 2ml of heparinized PBS and samples
centrifuged for Smin at 2000 RPM. The supernatant was reserved for posterior analysis and the
pellets resuspended in 1.0 ml of PBS, of which 100 ul was added to 100 pul of Turk's liquid and
used in the CTL from the Neubauer chamber with a 40x objective. The remainder was used for
the CDL, with cell sedimentation in the Suta chamber, using only enough to fill the opening of
the filter paper and requested to be conducted in an oven at 30°C, being stained with a quick
panopticon dye and counted up to 200 cells per slide using the 1000x objective microscope
lens. A significant increase in the recruitment of total leukocytes in the lungs of animals
subjected to nebulization with carrageenan was observed. EHCS significantly and dose-
dependently prevents the migration of total leukocytes in the BAL of mice subjected to
nebulization with carrageenan. The maximum inhibitions obtained were 49.84 + 5.35%, 61.66

+ 4.55% and 75.30 + 2.86% for the doses of 30, 100 and 300 mg/kg, respectively. The cells



found in greater numbers were mononuclear cells, macrophages and lymphocytes. No signs of
toxicity were transmitted during the period and at the doses used during the experiment. EHCS

has potential as a phytotherapeutic product in airway inflammation.

Keywords: Inflammation; airways; pennyroyal; phytotherapy; cellular influx.
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1 INTRODUCAO

O sistema respiratorio ¢ acometido por diversas doengas e condi¢des que possuem
etiologia e patogenia unicas. Sdo doengas complexas, envolvendo inimeros mediadores, vias
bioquimicas e imunoldgicas, portanto, foram desenvolvidos diversos modelos animais
utilizados para o estudo e pesquisa de alteragdes agudas no sistema respiratorio. Os exemplos
mais utilizados sdo os modelos de inalagdo, pleurisia e instilagdo traqueal com um agente
flogistico visando replicar, mesmo que ndo de forma integral, os acontecimentos durante a lesdo
pulmonar aguda (Matute-Bello, Frevert, Martin, 2008; Menegazzi et al., 2008; Pelgrim et al.,
2022; Ehrentraut et al., 2019).

Nem todos os mecanismos envolvidos nas altera¢cdes pulmonares estdo esclarecidos,
como informagdes sobre os mediadores inflamatorios responsaveis por ativar a resposta de
remodelamento do pulmio e exacerbagdo da reatividade das vias aéreas frente ao estimulo
nocivo, podendo ele ser quimico, alérgico, traumatico, bacteriano ou viral (Matute-Bello,
Frevert, Martin, 2008)

A Cunila spicata Benth € uma erva rasteira nativa da regifo sul do Brasil, do Uruguai e
da Argentina (Toledo et al., 2004), também conhecida como poejo, poejinho ou poejo do
campo. Faz parte da familia Lamiaceae e apresenta folhas simples, opostas, pecioladas, glabras,
com bordo serrado e tricomas glandulares (Aita et al., 2009). Historicamente, ¢ empregada na
medicina tradicional para tratar doengas do sistema digestivo e respiratério, como diarreias,
enjoos, tosses cronicas, bronquite, gripes, rinite, e também possui agdo expectorante
(Vendrusculo, 2004) e antioxidante (Sbaraini et al., 2005).

Seguindo as diretrizes propostas pela OMS, o Ministério da Satde implementou em
2006 o PNPICS (Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares) no SUS, que
surgiu com o objetivo de ampliar a aceitabilidade e acessibilidade de fitoterapicos e tratamentos
alternativos. Com essa medida, foi formalizada a introdu¢do do uso de plantas no SUS.
Atualmente o SUS oferece 12 medicamentos fitoterapicos, todos eles aprovados pela ANVISA
(Ministério da Saude, 2006), e destes medicamentos, podemos destacar o guaco, planta
fitoterapica com potente acdo broncodilatadora, expectorante, anti-inflamatoria e antialérgica
(Czelusniak et al., 2012).

A C. spicata é uma planta medicinal nativa da regido sul da América Latina, com
predominancia na floresta das araucarias, e que possui forte etnoindica¢do a partir do
movimento tropeirista nos séculos XVII e XVIII (Godoy, 2005; Mazurana; Dias; Laureano,

2016). As agdes farmacoldgicas da C. Spicata sob um modelo de inflamacdo de vias aéreas
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comparado a um anti-inflamatério ndo esteroidal tem como objetivo elucidar ag¢des anti-
inflamatorias e inibitdrias sobre processos inflamatérios induzidos quimicamente que as plantas
por ventura possam apresentar sob um modelo de inflamagdo das vias aéreas, visando a
investigacdo do potencial da C. spicata como opg¢do terapéutica associada ao tratamento de

processos patologicos inflamatdrios das vias aéreas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cunila spicata

A C. spicata é uma planta fitoterapica com caracteristica de subarbusto que faz parte da
secdo Spicatae, familia Lamiacae (Agostini; Echeverrigaray; Souza-Chies, 2008; Schlemper et
al., 2024) que apresenta maior grau de importancia em relagdo a diversidade, frequéncia de
citacdo e concorddncia com a sua utilizagdo como tratamento para afeccdes dos sistemas
respiratorio e digestivo (Pilla; Amorozo; Furlan, 2006). E definida botanicamente como uma
planta aromatica perene, rizomatosa, ramificada, com folhas oblongas e obovadas e
inflorescéncias nas extremidades (Figura 1). Cresce em solos arenosos, argilosos, umidos e
iluminados. Floresce na primavera e apresenta uma distribuicdo geografica pela regido Sul do

Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (Xifreda; Mallo, 2006).

S

Figura 1. Fonte: Royal Botanic Gardens,
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Etnofarmacologicamente falando, é usada na medicina tradicional popular, e suas partes
adreas sdo utilizadas no preparo de chas e xaropes, com diversas finalidades, tais como como
calmante infantil, expectorante, no tratamento de dores abdominais, infec¢des, rinite, tosse,
bronquite, gripes, resfriados e outras afec¢des pulmonares (Vendrusculo; Rates; Mentz, 2005).
E conhecida como poejinho-do-campo e muitas espécies da familia Lamiaceae sdo chamadas
popularmente com essa denominacdo (Bordignon; Schenkel; Spitzer, 1997). A C. spicata esté
entre as 100 espécies com maiores valores de importancia relativa considerando estudos
etnobotanicos brasileiros de plantas medicinais (Medeiros; Ladio; Albuquerque, 2013).

A composi¢do fitoquimica da planta apresenta compostos tais como
sesquiterpenoaldeido, o isocariofileno-13-al; variados monoterpenos como o diacetato de
isorosiridol, 3-sitosterol, fitol, cadinol, linalol, dihidrocarveol, geranil e acetato de nerila, bem
como ésteres de acido oleuropeico com glicose, betulalbusideo A, roseosideo, monoterpenotriol
e terpendides glicosidicos derivados de linalol, linalol hidroxilado e 1,8-cineol (Manns, 1993,
1995; Manns; Hartmann, 1992, 1994).

Dos fito constituintes identificados na C. Spicata, um dos principais ¢ o mentofurano
(Schlemper et al., 2024), pertencente ao grupo mentano, o qual apresenta efeito significativo
sobre disturbios respiratorios (Agostini et al., 2009; Apel et al., 2009). Porém, este composto
possui relatos de implicagdes hepatotdxicas (Bordignon; Schenkel; Spitzer, 1997). Apel et al.
(2009) encontrou também o monoterpeno borneol, pertencente ao grupo bornano, que
apresentou importante atividade anti-inflamatoria e cicatrizante (Nascimento-Junior ef al.,
2017). H& ainda a presenca do monoterpeno limoneno, encontrado também no extrato
metanolico do escaravelho Ulomoides dermestoides, do qual estudos relatam semelhante efeito
farmacoldgico quando comparado ao AINE nimesulida em ovos fertilizados de galinha
(Mendoza; Saavedra, 2013). O limoneno também demonstrou capacidade de inibir
significativamente o crescimento micelial in vitro de Sclerotinia sclerotiorum, o mofo branco
(Dias et al., 2019), e inibiu Staphylococcus aureus através do extrato de Origanum vulgare e
de Ruta graveolens (Ruiz et al., 2017).

Echeverrigaray et al. (2009) identificou na C. spicata 23 diferentes compostos oriundos
de amostras coletadas em 10 localidades distintas no estado do Rio Grande do Sul. Dentro
destes, o 1,8-cineol, limoneno, linalol, di-hidrocarveol, di- hidrocarvona, terpinen-4-ol e o a-
terpineol foram detectados em maiores concentrag¢des (Echeverrigaray et al., 2016). Horn et al.,
2016, demonstrou que a C. spicata apresenta atividade estimulante sobre a acetilcolinesterase
em eritrocitos, promovendo no organismo uma defesa contra intoxica¢des por agroquimicos e

efeito benéfico sobre parametros de estresse oxidativo, incluindo potencial antibacteriano. Estas
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caracteristicas estdo associadas a presenga de fitoquimicos como compostos fenolicos incluindo
flavonoides, cumarinas e taninos condensados (Felisbino ef al., 2014).

A composig¢do fitoquimica de plantas muda de acordo com o ambiente no qual ela se
desenvolve. Schlemper ef al, 2023, realizou a analise fitoquimica da C. spicata proveniente do
municipio de Bom Retiro, no Planalto Catarinense. Dentre os quatorze compostos identificados,
o 2-Bornanona (49,09%) foi o principal composto e o Mentofurano (12,78%) foi o segundo
principal composto, ambos monoterpenos. Essa classe de compostos, além de serem
aromaticos, apresentam atividade antifingica e antibacteriana (Holetz ef al. 2002).

A literatura ja indica que a espécie possui efeito antimicrobiano, considerando que a
salvia e alecrim apresentam alguns compostos iguais aos encontrados na C. spicata (1-8-cineol,
pineno e canfora (2-bornanona)) (Godoy, 2003). Catalina ef al., 2011, ao pesquisar sobre a
ingestdo de diferentes espécies de Cunila spp., descobriu que este grupo de plantas ndo possuem

pulegona, uma substancia hepatotoxica e pneumotdxica em camundongos.

2.2 RESPOSTAS INFLAMATORIAS E CELULAS ENVOLVIDAS

A resposta imunologica é composta por células infiltradas na mucosa e produgéo de
moléculas pré-inflamatorias, sendo que cada uma possui papel fisiopatologico especifico. As
principais sdo os fagdcitos, compostos por células dendriticas, macréfagos e neutrofilos; células
natural killers (NK); mastocitos, baséfilos e eosindfilos. Dos componentes do sistema imune
adaptativo, ha duas classes de células especializadas, as células T, células B e células
dendriticas (Medzhitov; Janeway, 2000; Cruvinel ef al., 2010).

Ha dois tipos de resposta imunoldgica, classificadas em inata e adaptativa. Quando
exposta a uma ameaga, patdgeno ou substiancia nociva, ambas operam com o propdsito de
defender o organismo e restaurar a estrutura e a funcionalidade de um tecido lesionado, atuando
em conjunto com seus mediadores e mecanismos. Ocorre o desencadeamento de uma cascata
de inflamacgdo regulados por mediadores peptidicos, mediadores lipidicos, derivados da
circulag@o e cininas, tendo suas atuagdes e interferéncias determinadas pela ampla variedade de
sua constitui¢do quimica (Balbino; Pereira; Curi, 2005; Rang et al., 2016).

O progresso na compreensdo da interagdo complexa entre inflamagéo aguda, cronica e
remodelamento tecidual das vias aéreas foi baseado primariamente com modelos animais
submetidos a inflamacdo induzida por alérgenos, mas também modelos animais de inflamago

ou infeccdo induzidos quimicamente (Boonpiyathad ef al., 2019).
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2.3 MEDIADOR PRO-INFLAMATORIO

A carragenina é um polissacarideo sulfatado composto de um agrupamento de
mondmeros de galactose e grupos sulfatos, extraida de algas marinhas vermelhas, abundante
nas zonas rochosas das Ilhas Britanicas da Europa e América do Norte. De acordo com Rosa,
1972, esse composto demonstra amplo espectro de interferéncia nos sistemas bioldgicos, ao
induzir a liberagdo ndo seletiva da “sopa inflamatdria” e gerando respostas inflamatorias
agudas, como a formacdo de edemas. Na apresentagdo cronica, resulta no surgimento de
nédulos de natureza inflamatéria como os granulomas. Sua utilizagdo em pesquisas é uma
conduta antiga, principalmente como irritante para induzir a formagéo de edema em modelos
experimentais de “edema de pata” em roedores e em outros modelos in vivo (Winter; Risley;
Nuss, 1962; Niemegeers; Verbruggen; Janssen, 1964), assim como sua utiliza¢do frequente em
modelos de pleurisia e instilacdo traqueal (Frode e Medeiros, 2001; Busnardo et al., 2010;
Kassuya, et al., 2021; Menegazzi et al., 2008; Vernooy et al., 2001; Ehrentraut et al., 2019;
Pelgrim et al., 2022).

Esse composto é comumente utilizado como agente agonistico em modelos que buscam
mimetizar modelos de inflamacdo aguda das vias aéreas visando a elucidacdo de seus
mecanismos de a¢do, assim como comparar a agdo de um composto ou farmaco com drogas
que possuem propriedades anti-inflamatoérias, esteroides ou néo (Fusco et al., 2017; Mariotto et
al., 2008; Menegazzi et al., 2008).

Sua utilizagdo mais comum para estudos da inflamagéo das vias aéreas ¢ em modelos
de pleurisia, instilagdo traqueal e nebulizacdo. No modelo de pleurisia, o animal é sedado ¢ a
carragenina € injetada diretamente no espago pleural, podendo ser feito de forma intratoracica
(considerado método néo invasivo) (Frode e Medeiros, 2001; Busnardo ef al., 2010; Kassuya,
et al., 2021) ou de forma cirurgica (considerado método invasivo), a partir de uma abertura no
torax do animal, possibilitando a injecdo do agente flogistico na cavidade pleural, havendo um
periodo de recuperagdo pos cirurgica (Di Paola e al., 2005; Menegazzi et al., 2008; Gao et al.,
2020; Mamashli et al., 2022). No modelo de instilagdo traqueal, também ¢ necessaria a sedagdo
dos animais para que a deposi¢do da carragenina na traqueia seja feita de forma integral e haja
absorcdo da quantidade almejada de forma adequada (Vernooy et al., 2001; Ortiz-Mufioz e

Looney, 2015; Ehrentraut et al., 2019; Pelgrim et al., 2022).



21

2.4 LAVADO BRONCOALVEOLAR E EXPERIMENTACAO ANIMAL

O BAL ¢ o liquido recuperado do processo de lavagem das estruturas da arvore
bronquica, a qual contribui para a investigacdo dos fendmenos imunoldgicos locais e
inflamatorios do sistema respiratorio (Reynolds, 1987). Pesquisas que tem como objetivo
identificar e analisar os processos inflamatorios das vias aéreas com frequéncia utilizam o
método do BAL, devido a sua indicagdo para investigacdo da celularidade envolvida no
processo inflamatorio (Lehmann; Williams, 2019).

Durante as pesquisas para o desenvolvimento e descoberta de um novo farmaco, muitas
etapas sdo de realizacdo obrigatéria. Uma delas sdo os ensaios pré-clinicos, que compreendem
os estudos farmacoldgicos in vivo em modelos animais (Calixto, 2016). Em estudos em que o
objetivo ¢ avaliar as doengas que afetam o sistema respiratdrio e imunolédgico, sdo utilizadas
ferramentas que permitem investiga¢do eficaz dos mecanismos e progressdo da patologia
estudada, frequentemente acompanhados da utilizagdo de animais de laboratdrio nos modelos
experimentais (Kucharewicz; Bodzenta-Lukaszyk; Buczko, 2008), dado que, em grande parte
dos casos, a morfologia das células diferenciais desses animais corrobora com a hipdtese de
doenga (Campbell, 2007).

Os camundongos, em especial a linhagem BALB/c, sdo frequentemente utilizados em
pesquisas de investigacdo de doengas do trato respiratorio (Kumar; Herbert; Foster, 2008)
devido a sua resposta positiva a sensibilizacdo e exposicao a alérgenos (Whitehead et al., 2003),
certificando que esses modelos experimentais expressam inuimeras vantagens quando

comparadas com outros modelos animais (Gualdi ef al., 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL BOTANICO

Foram utilizadas as partes aéreas da C. spicata, as quais foram coletadas em 2021 no
municipio de Bom Retiro, no Planalto Catarinense, em remanescentes preservados da floresta
das Araucarias no periodo de primavera/verdo, coincidindo entdo com o estagio de
florescimento. A identificacdo botanica foi realizada por botanico especializado e uma exsicata
foi depositada em Herbario oficial.

Figura 1 — C. spicata jovem e em floragao.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

3.2 EXTRATO VEGETAL HIDROALCOOLICO

O método de obtencdo material seco da planta foi realizado conforme MaSkovi¢ et al.
(2017) por colaboradores (Schlemper, et al, 2023) na UFFS, campus Realeza. As partes aéreas
(clores e folhas) da planta foram selecionadas e trituradas em fracdes menores, pesadas e
imersas em alcool etilico P.A 99,8% (100ml de solvente para cada 5g de material botanico).
Em seguida, a mistura foi submetida a extragdo assistida por ultrassom (Hielscher Ultrasound
Technology, UP200S/S314T) por 30 minutos, amplitude de 65% e ciclo de 1,0. O preparado
foi filtrado em funil de vidro com papel filtro qualitativo e o extrato obtido foi concentrado em
rota evaporador (IKA, RV10, HB10 digital), com auxilio de uma bomba de hidrovacuo (SL
190, SOLAB) a 70°C e 100 RPM até a evaporagao parcial do solvente, obtendo-se um material
viscoso de cor esverdeada. Esse material foi distribuido em placas de Petri que foram para estufa
auma temperatura de 40 °C por 2 a 3 dias, até a secagem completa do solvente. Apds a secagem,

o material seco foi raspado da placa de Petri com auxilio de uma espatula de ago inox e
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acondicionado em frasco &mbar hermeticamente fechado, mantido em congelador (-18 °C) até
o inicio dos experimentos.

Para a administracdo nos camundongos, o extrato seco foi dissolvido em DMSO a 5%
e em seguida diluido em PBS nas concentracdes desejadas, sendo submetido a agitacdo em

equipamento ultrassonico e vortex minutos antes de iniciar o protocolo.
3.3 EXPERIMENTO IN VIVO

O presente trabalho foi submetido e aprovado no Conselho de Etica do Uso de Animais
(CEUA) sob o niamero 5330020523. Foram utilizados camundongos Balb-C isogénicos (N =
30) pesando 25 a 30 gramas, provenientes do Biotério Central da UFFS, Campus Realeza - PR,
em ambiente com ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura controlada a cerca de 23 = 1° C,
tratados com 4gua destilada e ra¢do comercial para roedores fornecidos ad libitum até
momentos antes de serem submetidos as condi¢gdes experimentais. Os animais permaneceram
no Laboratorio de Farmacologia para adaptacdo por um periodo de no minimo duas horas antes

da realizacdo dos experimentos que foram conduzidos normalmente entre 7 a 10 horas.
3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O método utilizado foi a migragdo celular induzida por carragenina via nebulizag3o,
seguido pela realizagdo do BAL. Os experimentos in vivo utilizaram cinco grupos
experimentais aleatdrios: o grupo controle (CN) (N = 6) recebeu PBS, o grupo controle positivo
(N = 6) recebeu meloxicam (Melox) na dose de 2mg/kg (Foley, Kendall e Turner, 2019) e os
grupos tratados com o EHCS receberam doses crescentes de 30, 100 e 300mg/kg (N = 6 cada
grupo), todos V.0 na forma de gavagem em dose Unica.

Todos os grupos foram pré-tratados uma hora antes do inicio do experimento. A
nebulizacdo continua ocorreu em camara plastica com carragenina (300 pg/ml), através de
micro nebulizador (60 Hz-200 VA) com taxa maxima de nebulizacdo (0,40ml/min) por trés
minutos (Figura 2). Passadas 2 horas apds inala¢do, os animais foram eutanasiados com
sobredose de cetamina (300mg/kg) e xilazina (30mg/kg) intraperitoneal (IP), seguido de

deslocamento cervical (Shomer et al., 2020).
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Figura 2 — Camundongos Balb/C na camara de nebulizacéo.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2024.

A seguir, foi realizado o ensaio de BAL, seguindo a metodologia descrita anteriormente
com pequenas modificagdes (Lagente ef al., 2004; Lima et al., 2006). Os animais foram fixados
em mesa cirargica com um declive de 45° (Figura 3 - A), sendo feita uma incis@o transversal
da pele na regido do manubrio. As tireoides foram afastadas e a traqueia isolada, sendo exposta
e seccionadas parcialmente em nivel cervical médio (Figura 3 - B). Um scalp adaptado foi
utilizado para a lavagem pulmonar, feita com 1,0ml de PBS heparinizado (10ul/ml). O volume
injetado nos pulmdes foi coletado por aspiracdo com uma seringa de 1ml enquanto o térax foi
massageado suavemente (Figura 4). O procedimento de injecdo de PBS foi realizado duas

vezes, totalizando 2,0ml de PBS heparinizado.

Figura 3 — Método de BAL em camundongos.
A) Camundongos Balb/C posicionado em declive de 45°. B) Traqueia isolada. C) Scalp

adaptado, injetando
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

3.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O volume coletado anteriormente do BAL foi acondicionado em tubos de Eppendorf de
2ml e foram mantidos refrigerados em gelo até o momento da centrifugagdo, que ocorreu em
centrifuga de bancada por cinco minutos a 2000 RPM. Em seguida, o sobrenadante foi
reservado para analises posteriores e os pellets no fundo do Eppendorf ressuspendidos em 1,0ml

de PBS.

3.6 CONTAGEM CELULAR TOTAL E DIFERENCIAL DE CELULAS
INFLAMATORIAS

Para leitura do niimero total de leucécitos, uma aliquota de 100ul da ressuspensdo
anterior foi adicionada a 100ul de liquido de Turk. Os 200ul foram utilizados para preencher a
camara de Neubauer espelhada, desprezando as primeiras gotas, na objetiva de 40x. Para
determinar a quantidade de leucocitos na amostra, o nimero de células encontradas foi dividido
pelo nimero total de quadrantes, indicando a média, multiplicado pelo fator de dilui¢do e o

produto multiplicado por 104, sendo este o fator de corregdo da altura da camara.

N° total de células o V amostra + V liquido de Turk
X Fator de diluigdo = ( )
V amostra

N° de quadrantes

A aliquota restante de 0,9ml foi utilizada para a contagem diferencial de leucécitos. A
técnica foi realizada a partir da camara de Suta para obter a sedimentag@o celular. Com uma
micropipeta, foi depositado um volume suficiente de amostra para preencher o orificio do papel
filtro, e em seguida, foi submetida a secagem em estufa a 30°C. Apos esse tempo, as laminas
foram coradas com pandptico simples rapido.

Com o apoio de um microscopio O6ptico comum com a lente objetiva de imerséo
(aumento de 1000x), as células foram contadas até 200 unidades por ldmina. A classificagdo
entre os diferentes tipos de leucdcitos foi baseada no tamanho da célula e citoplasma; cor e
tamanho, presen¢a ou ndo de granulos do citoplasma; cor e posi¢do do nucleo, seguido do
formato, podendo ser segmentado ou ndo; disposi¢do da cromatina, podendo ser frouxa ou

condensada (Campbell, 2007; Raskin e Meyer, 2011, Daubeuf e Frossrard, 2012).
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Os leucocitos foram contados no aplicativo para celular Cell Counter e os resultados

foram expressos em porcentagem de células predominantes.
3.7 APARELHOS E EQUIPAMENTOS LABORATORIAIS

Agulha para gavagem (n° 12); balanga analitica 220g/82¢g com relégio (SHIMADZU,
AUW220D); balanca semi analitica, capacidade 6200g (SHIMADZU, UX6200H); balanca
digital de precisdo cap. 1000 g (LIVON); camara de Neubauer espelhada (BOECO); camara de
sedimentacdo (Suta); centrifuga de banca refrigerada SL - 703 (SOLAB); estufa de secagem e
esterilizacdo (ODONTOBRAS); instrumental cirtirgico; 1dminas e laminulas para microscopia;
micropipeta monocanal volume variavel de 20 a 200l (EPPENDORF/ALEMA); micropipeta
monocanal, volume variavel de 100 a 1000ul (BRAND, TRANSFGRPETTE S 10-1000 VL);
microscopio bioldgico binocular (OLYMPUS, CX23); microtubo de 1,5ml incolor
(Eppendorf); inalador compressor (OMRON); papel filtro qualitativo; ponteiras para
micropipeta 0-200ul e 200-1000ul; refrigerador (ELECTROLUX); vidrarias laboratoriais;
seringas descartaveis de 1mL (Descarpack); banho de aquecimento (Solidsteel); agitador

Vortex-MS (Labomersa).
3.8 DROGAS E REAGENTES

Alcool etilico absoluto 99.8% P. A. (Neon); carragenina lambda (Sigma-Aldrich);
coloragdo pandptico simples rapido (NewProv); heparina sédica 5000ul/ml fr-amp Sml
(Hepamax-S — Blau Farmacéutica); liquido de Turk (BioTec); PBS (SigmaAldrich); éleo de

imersdo; DMSO (Neoquimica); meloxicam 0,2% (Elo-Xicam — Chemitec).
3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os valores foram expressos como média + EPM, com um N de 6 animais cada grupo
experimental. Os dados foram analisados através da ANOVA de uma via, seguido dos testes de
multiplas comparagdes de Dunnett.. Para os valores serem considerados significantes, os
valores de P foram menores do que 0,05. Os célculos foram realizados utilizando o Software

estatistico GraphPad Prism version 8.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de inflamagdo das vias aéreas por nebulizagdo com carragenina utilizada no
presente trabalho foi descrita por Schlemper ef al., 2023. Em seu estudo, foi avaliado a a¢éo de
diferentes compostos pro inflamatoérios via nebulizagdo quando tratados com extrato
hidroalcdolico da C. spicata em trés doses (30 mg/Kg, 100 mg/Kg e 300 mg/Kg) e do
glicocorticoide prednisolona (4 mg/Kg). A utilizacdo de uma camara de nebulizacdo permite
com que varios animais sejam medicados simultaneamente, ndo requerendo anestésicos € nem
procedimento cirdargico, implicando em menor sofrimento animal, maior velocidade e
praticidade na aplicacdo do agente inflamatério, sendo de facil acesso e replicabilidade.

Durante a CTL, foi possivel observar aumento significativo no recrutamento de
leucdcitos totais nos pulmdes dos animais submetidos a nebulizagdo com carragenina (Grafico
1). O EHCS reduziu de maneira significante a quantidade de leucocitos, com perfil de inibi¢do
dose-dependente, quando comparado ao grupo CN. O grupo 300mg/kg apresentou resultados
semelhantes do grupo CP.

Comparando ao CN, as inibigdes maximas obtidas foram 49,84 + 5,35 para a dose de

30 mg/Kg, 61,66 + 4,55 para a dose de 100 mg/Kg e 75,30 + 2,86 para a dose de 300 mg/kg.

Grafico 1 - Efeito inibitorio médio do EHCS V.O e do meloxicam sobre a migracéo de células
inflamatdrias totais no lavado broncoalveolar de camundongos Balb/C, induzidas pela nebuliza¢do de
carragenina (300 pg/ml). Cada barra representa a média de 6 experimentos e as linhas verticais

indicam os EPM. Diferem do grupo controle **P < 0,01 e ****P < (0,0001.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Modelos de inflamagdo aguda em vias areas sdo em geral caracterizados por acimulo
de fluido e preseng¢a de grande quantidade de leucdcitos (Cunha 2001 e 2017; Menegazzi et al.,
2008; Yang et al., 2018; Di Paola et al., 2005). A CTL obtidas em nosso estudo corrobora com
os descritos anteriormente, e também replicam os resultados publicados por Schlemper et al.,
2023.

Saleh, Calixto e Medeiros, 1999, realizaram um modelo de pleurisia com analise do
lavado da cavidade pleural. Foi utilizado meloxicam na dose de 5 mg/Kg V.O meia hora antes
da inducdo de pleurisia por carragenina em camundongos. Os resultados encontrados foram de
2.6 £ 0.2 x10° leucdcitos totais para o grupo tratado e 5.6 = 0.2x10°¢ do grupo controle (P <
0.01). Nosso estudou apresentou os resultados de 12.9 = 1,1x10* CTL no grupo controle ¢ 4,1
+ 1,1 x10* do grupo tratado com meloxicam (P <0,0001). A diferenca entre os resultados pode
ser justificada pela diferenga da dose e tempo de acdo do fArmaco anteriormente a exposicdo ao
agente flogistico, diferenca da técnica e liquido cavitario avaliado.

Durante a contagem diferencial de células inflamatoérias, macréfagos foram as células
encontradas em maior quantidade em todos os grupos (Grafico 2). Ndo houve inibi¢do
significante entre o grupo CN e CP e em duas doses do extrato. Apenas o grupo que recebeu a

dose de 100mg/kg teve resultados inibitérios significativos, com P <0,01.
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Grafico 2 - Efeito inibitorio do EHCS V.O e meloxicam V.O. sobre a migragdo de macréfagos no
lavado broncoalveolar de camundongos Balb/C, induzidas pela nebulizagio de carragenina (300
pg/ml). Cada barra representa a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam os EPM.

Diferem do grupo controle **P < 0,01.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Figura 3 — Macrofagos e linfocitos no BAL.
Setas vermelhas apontam para linfocitos e setas verdes apontam para macréfagos. Lente objetiva de

100x e 6leo de imersdo. Microscopio dptico OLYMPUS CX23.
o® = 4Q#!Er

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Os linfocitos foram as células encontradas em segunda maior quantidade (Grafico 3),
com o grupo CP apresentando aumento significativo (P < 0,001) quando comparado ao grupo

CN. As doses de EHCS néo interferiram significantemente nessa percentagem.
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Grafico 3 - Efeito inibitorio do EHCS V.O sobre a migragéo de linfécitos no lavado broncoalveolar de
camundongos Balb/C, induzidas pela nebulizacdo de carragenina (300 pg/ml). Cada barra representa a

média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam os EPM. Diferem do grupo controle ***P <

0,001.

25
o 20- T
O
e 154
O
QO 104 |
<
- 5

0_

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
Figura 4 — Linfocitos no BAL.
Lente objetiva de 100x e 6leo de imersdo. Microscopio optico OLYMPUS CX23.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

A administra¢do do EHCS promoveu um aumento paradoxal no numero de neutroéfilos
(Figura 5 e Figura 7). O grupo 30 e 100mg/kg apresentaram resultados significativos com
aumentos de 10,00 + -4,333 % e 13,92 £ -8,250 %, respectivamente no influxo dessas células

para o BAL e o grupo 300 mg/kg apresentou o resultado similar ao grupo CP (Grafico 4).



Grafico 4 - Efeito inibitorio do EHCS V.0 e meloxicam V.O. sobre a migragio de neutréfilos no
lavado broncoalveolar de camundongos Balb/C, induzidas pela nebulizagio de carragenina (300
pg/ml). Cada barra representa a média de 6 experimentos e as linhas verticais indicam os EPM.

Diferem do grupo controle *P < 0,01 e ****P < 0,0001.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024

Figura 5 — Neutréfilos no BAL.
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Setas verdes apontam para macréfagos e setas laranjas indicam neutrofilos. Lente objetiva de 100x e

6leo de imersdo. Microscopio optico OLYMPUS CX23.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2024.

Modelos de pleurisia por carragenina sdo marcados por migragdo celular, com destaque
para os neutrofilos (Santos ef al., 2014). A CDL ¢ importante para avaliar de forma mais
abrangente os sinais de inflamagao relacionados ao trato respiratorio. Em relagdo a contagem
diferencial, a presenca de macrofagos, linfocitos e neutrofilos (Tabela 1) encontrados sdo
consistentes com o descrito na literatura (Barbosa et al., 2013; Schlemper et al. 2023) assim
como modelos de instilagdo traqueal, que por sua vez apresentaram infiltragdo de leucocitos
totais e neutrdfilos em ratos (Mamashli ef al., 2022). Um estudo feito por Saleh, Calixto e
Medeiros, 1999, apresentou predominancia de neutréfilos, e em segundo lugar, a presenga de

mononucleares com 4 horas apds a inducdo da pleurisia.

Tabela 1 - Parametros da contagem diferencial de leucdcitos do lavado broncoalveolar de
camundongos submetidos a nebulizagio por carragenina.

Valores expressos em Média (%) = EPM

Neutrofilos
Macraéfagos Linf6citos

Bastonetes
Controle (PBS) 84,92 2,601 9,417 + 1,801 5,667 + 1,375

Melox 2m/Kg 79,50 + 5,417 17,75 + -8,333 10 +-4,333

30 mg/Kg 84,00+ 0,9167 4,750 + 4,667 0+ 1,250

100 mg/Kg 76,25 + 8,667 9,833 +-0,4167 13,92 + -8,250
300 mg/Kg 87,50 + -2,583 9,250 + 0,1667 3,250 £2,417

Fonte: Arquivo pessoal, 2024.
No presente estudo, as células inflamatorias presentes em maior quantidade foram
macrofagos, enquanto Schlemper et al., 2023, teve alto nimero de linfécitos. A diferenga no

grupo CP ¢ devido a utilizacdo de fairmacos que possuem mecanismos de acdo distintos, pois
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aqui utilizamos o meloxicam, droga AINE que possui predilecdo para COX-2, enquanto a
autora utilizou a prednisolona, um glicocorticoide.

A cicloxigenase é uma glicoproteina que faz parte da cascata do acido araquidonico, via
metabolica essencial para que a ocorra a resposta inflamatdéria do organismo. Possui trés
isomeros identificados: COX-1, COX-2 e COX-3 (De Groot, ef al., 2007). A COX-2 esta
associada tanto ao inicio da inflamag&o quanto a fase final de resolugéo (Sugimoto et al., 2016)
e Gilroy e Colville-Nash, 2000, relatam que camundongos que néo possuiam o gene para COX-
2 apresentaram menor infiltra¢do linfocitica e edema quando comparados a camundongos wild
type. Quando utilizado um glicocorticoide, diversos autores relatam a diminuic¢éo de leucocitos
totais, especialmente neutrdfilos frente a dexametasona (Bayir et al., 2018; Saleh, Calixto e
Medeiros, 1999; Aoyagi, 2019).

A maior presen¢a de neutrofilos no grupo de 100 mg/Kg indica um efeito pro-
inflamatorio paradoxal, no qual houve maior influxo de células polimorfonucleares. Alto
incidéncia neutréfilica € comumente associada a maior quantidade de citocinas pro-
inflamatorias, como (Garcia-Escobar et al., 2023) quimio-atraente de queratindcitos (KC,
também conhecido como CXCL1) e proteina inflamatoria de macrofagos 2-alfa (MIP-2a.,
também conhecida como CXCL2) (Grommes e Soehnlin, 2011).

Um possivel justificativa para o grande nimero de mondcitos encontrados é uma
intensificagdo na conversdo do processo neutrofilico associado ao processo inflamatorio das
vias aéreas para um quadro de inflamagdo cronica. Ha pouca informacéo disponivel na literatura
sobre quando e como essa mudanga ocorre, além de ser dependente do modelo experimental
empregado (Headland e Norling, 2015; Patel, Wilson e Takata, 2012).

A acdo anti-inflamatéria do EHCS vista na CTL pode estar associada a presenca do
principal composto, um terpeno, que faz parte da sua composig¢éo fitoquimica. O 2-bornanone,
também chamado de canfora (NCBI), identificado em maior quantidade, ja é conhecido pelas
suas capacidades anti-inflamatorias e extensa literatura que comprova sua a¢do antimicrobiana

(Zouine et al., 2024; De Lima et al., 2014; Dos Santos ef al., 2021; Martinez et al., 2009).

4.1.1 Toxicidade

Nas doses utilizadas em nosso protocolo experimental € possivel afirmar que o EHCS
ndo apresentou toxicidade aguda durante o periodo do experimento, corroborando os resultados

obtidos anteriormente por Schelmper et al., 2023.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato hidroalcoolico da C. spicata apresentou efeito inibitorio dose dependente
sobre a migragdo de leucdcitos totais no lavado broncoalveolar de camundongos submetidos a
nebulizacdo por carragenina. As células encontradas em maior ndmero foram as
mononucleares, macrofagos e linfécitos.

Durante o experimento, ndo foram observados sinais de toxicidade no periodo e nas

doses utilizadas durante o experimento.
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