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1. INTRODUCAO

O eucaliptol, também conhecido como 1,8-cineol (formula molecular C10H180)
€ um monoterpeno de grande indice terapéutico de ocorréncia natural em muitas
plantas aromaticas. E muito utilizado na terapia popular para tratamento de bronquite,
sinusite e asma. Ha poucos estudos com referéncia ao seu papel imunomodulador.

A fagocitose é um processo realizado pelos macréfagos onde ha o
englobamento e digestdo de particulas. Esse processo € estimulado por produtos
bacterianos, produtos da ativagdo do complemento e moléculas liberadas pelas
células e tecidos danificados. Dessa forma, é importante na remocao de células
mortas e em processo de morte.

Os macréfagos quando expostos a compostos de origem microbiana ou
agentes quimiotaxicos, principalmente em roedores, bovinos, humanos, ovinos,
caprinos e equinos, originam uma enzima capaz de produzir grandes quantidades de
oxido nitrico e citrulina, a sintase de 6xido nitrico. Essa enzima atua sobre a L-arginina,
um aminoéacido, com o auxilio de NADPH e oxigénio para produzir esses compostos.

A producgdo continua de NO permite que macréfagos matem eficientemente
bactérias, fungos, protozoarios, alguns helmintos e células tumorais. O 6xido nitrico
liga-se a enzimas contendo metal, como as redutases ribonucleotideos, que impedem
a sintase de DNA. Também bloqueia as enzimas respiratérias contendo hemo
(grupamento que contém ferro) mitocondrial (TIZARD, 2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar se o eucaliptol é capaz de afetar a producéo
de O6xido nitrico de macrdfagos peritoneais de camundongo e ou a habilidade
fagocitica de macroéfagos de linhagem RAW 264.7.

2. METODOLOGIA

2.1 Células RAW 264.7 e Macréfagos peritoneais

As células de linhagem RAW 264.7, foram gentilmente cedidas pela Embrapa
Suinos e Aves (Concérdia). Os macréfagos peritoneais foram obtidos apés lavado
peritoneal em camundongos Suigos, machos, adultos (10 ml de PBS’s por animal). A
suspensao celular do lavado foi centrifugada a 500xg por 10 minutos a 4°C. Para os
experimentos, as células foram distribuidas na concentracdo de 10° macréfagos/ poco
em microplacas. Apds aderéncia de 1h a 37°C, as células foram lavadas e mantidas
a 37°C com modified Eagle’s medium (MEM) acrescido de 5% de soro fetal bovino
(SFB), em atmosfera imida contendo 5% de diéxido de carbono (CO2). A viabilidade
foi avaliada utilizando solucdo de Azul de Trypan em camara de Neubauer.
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2.2 Avaliagdo da producéo de 6xido nitrico

A producéao de oxido nitrico (NO) foi avaliada em sobrenadante de cultura de
macroéfagos peritoneais (10° células/poco), pelo método de Griess, mantidos na
presenca/auséncia de eucaliptol (0.63, 0.5 e 0.42 pg/ mL) associado a LPS (1 pg/ml)
por 24h em estufa 37°C com 5% de CO2. Para medir a producdo de nitrito, aliquotas
de 100uL das amostras foram incubadas com 100uL dos reagentes (50uL da solucéo
de sulfanilamida 1% e 50uL de solucdo de dicloridrato de naftil-1-n-etilenodiamina
0,1% em 2,5% de H3PO4) a temperatura ambiente por 10 minutos no escuro. A leitura
foi realizada no espectrofotometro com absorbancia de 550nm. A concentracao de
nitrito total foi determinada por comparacdo com curva padrdo de NaNO2. Como
controle negativo foi usado sobrenadante da cultura de macréfagos néo tratado e ndo
estimulado com LPS e como controle positivo macréfagos estimulados com LPS e
néo tratados.

2.3 Avaliacédo da fagocitose

Células RAW 264.7 (2x10° células/poco) foram colocadas em microplacas e
mantidas por 2h a 37°C e 5% de COz, ap6s o que o sobrenadante foi removido e foi
adicionado eucaliptol nas diferentes concentracbes (0.63, 0.5 e 0.42 pg/ mL)
associado a LPS (1 pg/ml) no volume de 100 uL/ poco. Apés 24h adicionou-se 10 pL/
poco da solucéo de fagocitose (0,3 mL da solucéao de vermelho neutro a 0,02g/mLde
DMSO e 0,02 g de zimosan ndo opsonizado em 3 mL de PBS) e incubou-se por 45
minutos. A seguir, as células foram lavadas com PBS, a fim de remover o zimosan e
o vermelho neutro ndo fagocitados e foi adicionado 100 uL/ po¢o do Fixador de Baker.
Reservou-se a placa, durante 30 minutos, em temperatura ambiente, logo apaés,
adicionou-se 100 L/ poco de solucéo de extracdo: acido aceético glacial 96% (1% v/v)
e etanol PA (50% v/v). Apos solubilizagéo as absorbéancias foram medidas a 550 nm.

Os dados foram relatados pela média + desvio padrdo e avaliado por analise
de variancia One-Way ANOVA, sendo considerado significante p<0,05. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O o6xido nitrico é gerado por macrofagos, como parte da resposta imune contra
patégenos fagocitados. Os macrofagos possuem a enzima 6xido nitrico sintetase
(iINOS), que ao ser ativada, principalmente por citocinas como o interferon-gama (IFN-
y), resulta na sintese de NO. NO é téxico para bactérias e parasitas intracelulares,
contribuindo na destruicdo dos patdégenos fagocitados, além de ser capaz induzir
apoptose de células tumorais (Dusse et al 2003). No presente estudo, foi possivel
constatar que o tratamento com eucaliptol associado ao LPS por 24h resultou na
producdo de uma quantidade significativamente maior de NO (p<0.05), como pode
ser observado no grafico plotado a seguir. A maior producdo de NO nas células
tratadas indica que o eucaliptol exerce um papel estimulador de macrofago.
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Figura 1. Avaliacdo da producéao de 6xido nitrico (NO) mediante a dosagem
colorimétrica de nitrito produzido por macrofagos tratados com eucaliptol, eucaliptol
associado a LPS (lipopolissacarideo de Escherichia coli) ou somente LPS.

De modo semelhante, foi detectada uma atividade estimulante de fagocitose
nos macrofagos tratados com eucaliptol por 24 h. O ensaio de determinagdo da
capacidade fagocitica utilizando-se o corante vermelho neutro e particulas de zimosan
coradas realizado com os macréfagos RAW 264.7 mostrou um aumento significativo
da capacidade fagocitica das células, nas maiores concentracfes, como pode ser
observado na figura a seguir.
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Figura 2. Determinacédo da fagocitose de particulas de zimosan pelos macréfagos
RAW 264.7 tratados com eucaliptol. Valores expressos como média das
absorbancias/2X10° células.

O efeito imunoestimulador do macréfago exercido pelo eucaliptol sera
futuramente investigado utilizando diferentes abordagens in vitro e in vivo para validar
os resultados obtidos, assim como determinar os mecanismos pelos quais essa
substancia exerce o efeito em macrofagos.
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4. CONCLUSOES

A investigacdo dos parédmetros de ativagdo de macréfagos indica que o
eucaliptol promove o incremento na producdo de Oxido nitrico e na capacidade
fagocitica de macrofagos.
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