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RESUMO

Inflamagdo € um processo fisiolégico que tem o objetivo de proteger o organismo
contra infecgbes e injurias. No entanto, inumeras condi¢gbes levam a inflamagéao
patolégica, e este desequilibrio precisa entao ser tratado terapeuticamente. Plantas
naturais sdo usadas ha milénios para o tratamento das doengas, e a ciéncia moderna
permitiu o isolamento e identificacdo de compostos ativos. O citronelal é uma
substancia fitoterapica com eficacia demonstrada no tratamento da inflamagéao, entre
outros efeitos, mas pouco se sabe sobre a sua atuagdo em células do sistema
imunoldgico. Por isso, neste trabalho buscou-se avaliar o potencial anti-inflamatério
do citronelal sobre linfocitos, importantes células que regem o processo inflamatério.
Para tal, linfécitos murinos foram obtidos de linfonodos subcutaneos (autorizagdo CEP
N°028370/2010-07) e expostos ao citronelal por 1 hora antes de cada ensaio. Avaliou-
se a interferéncia do tratamento do citronelal em linfécitos sobre a migragao, adesao,
expressao de moléculas de adesao e fragdes dos filamentos de actina. Neste estudo,
o citronelal reduziu a capacidade migratéria de linfécitos, tanto espontanea quanto
orientada (quimiotaxia induzida por CXCL12) independente da subpopulagdo de
linfocitos (T-CD4*, T-CD8* e B220"). Em outro ensaio, observou-se que o tratamento
com citronelal aumentou a adesao dos linfécitos totais, com aumento destacado de
linfocitos B220*. Ao se avaliar duas importantes moléculas de adesao que participam
no recrutamento, VLA-4 e CD62L, o tratamento com citronelal foi capaz de reduzir o
numero de linfécitos VLA-4*, no entanto sem alterar a expressao média deste receptor
de superficie, e nenhuma alteragao foi observada quanto ao CD62L. Como a
migragéo, adesao e as integrinas estéo relacionadas com o citoesqueleto celular para
seu funcionamento, a avaliagdo da actina filamentosa (F-actina) € extremamente
relevante e foi demonstrado que o citronelal aumentou os niveis de F-actina em
linfocitos, principalmente nos tipos CD4* e CD8*. Dessa forma, o conjunto dos
resultados indicam que o citronelal exerce efeito na mobilizagao de linfécitos, com
notavel modulagao do citoesqueleto de F-actina.

Palavras-chave: Citronelal. Linfocitos - Migragdo. Moléculas de adeséao.

Citometria de Fluxo. Citoesqueleto.



ABSTRACT

Inflammation is a physiological process that aims to protect the body from infection and
injury. However, numerous conditions lead to pathological inflammation, and this
imbalance needs to be treated therapeutically. Natural plants have been used for
millennia for diseases treatment, and modern science has allowed the isolation and
identification of active compounds. Citronellal is an herbal substance with proven
efficacy in the treatment of inflammation, among other effects, but little is known about
its performance in cells of the immune system. Therefore, in this work we sought to
evaluate the anti-inflammatory potential of citronellal on lymphocytes, important cells
that govern the inflammatory process. For this purpose, murine lymphocytes were
obtained from subcutaneous lymph nodes (CEP authorization No. 028370 / 2010-07)
and exposed to citronellal for 1 hour before each assay. The interference of citronellal
treatment on lymphocytes over migration, adhesion, expression of adhesion molecules
and fractions of actin filaments was evaluated. In this study, citronellal reduced the
capacity of both spontaneous and targeted (CXCL12-induced chemotaxis) migration
of lymphocytes, independent of the subpopulation of lymphocytes (T-CD4*, T-CD8*
and B220*). At another assay, citronellal treatment was shown to increase total
lymphocyte adhesion, with a marked increase in B220 + Ilymphocytes. When
evaluating two important adhesion molecules participating in the recruitment, VLA-4
and CDG62L, treatment with citronellal was able to reduce the number of VLA-4*
lymphocytes, however without altering the mean expression of this surface receptor,
and none alteration was observed for CD62L. As migration, adhesion and integrins are
related to the cellular cytoskeleton for its functioning, the evaluation of filamentous
actin (F-actin) is extremely relevant and it has been shown that citronellal increased
the levels of F-actin in lymphocytes, mainly in the types CD4* and CD8* cells. Thus,
all the results indicate that citronellal exerts an effect on the mobilization of
lymphocytes, with remarkable modulation of the F-actin cytoskeleton.

Keywords: Citronellal. Lymphocytes - Migration. Molecules of adhesion.

Flow cytometry. Cytoskeleton.
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1  INTRODUCAO

A inflamagdo € uma resposta complexa do organismo mediante uma
determinada injuria. Esta resposta € caracterizada por eventos vasculares, celulares
e moleculares com a finalidade de eliminar o agente lesivo e o promover reparo
tecidual e reestabelecer a homeostase do organismo (SCHETT, 2008; KVIETYS;
GRANGER, 2012).

Apesar de ter uma fungdo benéfica para o organismo, a inflamacéo pode
ultrapassar os limites fisiolégicos e induzir danos ao organismo, propiciando o
estabelecimento de patologias. Relatorios da Organizagdo Mundial de Saude (OMS,
2015) indicam que em 2012 as doencgas inflamatérias, como a doenga pulmonar
obstrutiva cronica e a asma, foram a terceira causa de morte no mundo, responsaveis
por cerca de 3,46 milhdes de obitos (MARMITT et al., 2015). Para o tratamento destas
condigdes, utiliza-se medicamentos das classes dos anti-inflamatérios ndo-esteroides
(AINES), dlicocorticoides e, em algumas situagcbes como na artrite,
imunossupressores. No entanto, a terapéutica medicamentosa disponivel apresenta
efeitos adversos que levam a um sucesso limitado no tratamento, suscitando a
necessidade da descoberta de novos farmacos capazes de tratar desordens
inflamatdérias com menos efeitos indesejaveis e maior seguranga terapéutica (LUCAS;
ROTHWELL; GIBSON, 2006; DINARELLO; SIMON; MEER, 2012; AN et al., 2013;
MARMITT et al., 2015).

A Divisdo de Medicina Tradicional da OMS reconhece que o uso secular de
plantas medicinais na terapéutica deve ser levado em consideragdo como prova de
sua eficacia (CALIXTO, 2000; COAN; MATIAS, 2014; STOLZ et al., 2014). Além disso,
a biodiversidade brasileira € conhecida como uma abundante fonte de compostos
biologicamente ativos, considerado por cientistas entusiastas como um “Eldorado
verde”. Porém, a caréncia de conhecimento sobre composi¢éo quimica, distribuicdo e
variabilidade das espécies vegetais, além de iniciativas para triagem de grande
numero de amostras, representam uma dificuldade nas pesquisas por novos farmacos
anti-inflamatérios, desperdicando um valioso potencial terapéutico (CALIXTO, 2000;
RATES et al., 2001; COAN; MATIAS, 2014; MARMITT et al., 2015; SKIRYCZ et al.,
2016).

Plantas medicinais produzem metabdlitos secundarios em resposta a diversos

estimulos, e estes compostos atuam, geralmente, para proteger as plantas diante de
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situagdes como fungos, parasitismo e clima adverso. Entre estes metabdlitos, estdo
os alcaloides, flavonoides e terpendides (PATRA et al., 2013). Os terpenos s&o uma
das maiores classes de compostos naturais presentes em diversas espécies animais
e vegetais, e possuem diferentes efeitos bioldgicos ja caracterizados, como
cicatrizantes, antioxidantes, anticarcinogénicos, antinociceptivo, antiedematogénicos
e anti-inflamatérios (GUIMARAES et al., 2014; YERUVA et al., 2007; DEB et al., 2011;
MARBERG et al., 2015; SANTANA et al., 2015; AGRA et al., 2016).

Dentre os compostos da classe dos terpenos destaca-se o citronelal, um
monoterpeno encontrado em diversas plantas como a Cymbopogon nardus,
Cymbopogon citratus, Cymbopogon winterianus, Corymbia citriodora, Eucalyptus
citriodora, sendo ainda encontrado em quantidades variaveis em 6leos essenciais de
mais de 50 espécies, isolado por métodos como destilagdo a vapor e extragdo por
solventes (KOBA et al., 2009; MELO et al., 2010; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010;
MULYANINGSIH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011b; ALTSHULER et al., 2013; WEI;
WEE, 2013).

Oleos essenciais ricos em citronelal apresentaram efeito antibacteriano,
hipotensor e vasorrelaxante, atua como depressor do Sistema Nervoso Central (SNC),
possuem efeito anticonvulsivante, e ainda antinociceptivo e anti-inflamatério
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2008; SILVA et al., 2010; WEI; WEE, 2013). Estudos
prévios com animais mostraram que o citronelal apresentou efeitos anticonvulsivante
e antinociceptivo sem afetar seu desempenho motor (QUINTANS-JUNIOR et al.,
2008; MELO et al., 2010; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010). Além disso, a agéo anti-
inflamatoria do citronelal foi demonstrada por inibir a formagao do edema e migragao
de leucdcitos estimulados por carragenina, capsaicina, formalina, glutamato e acido
araquidénico (MELO et al., 2011a; QUINTANS-JUNIOR et al., 2011).

No entanto, apesar dos dados disponiveis até o momento, ndo ha estudos que
avaliem os efeitos do citronelal sobre células importantes da resposta inflamatéria. A
ativacéo de linfocitos € um passo fundamental, e necessario ao desenvolvimento de
diversos eventos na resposta inflamatoria, que dependem de processos celulares e
liberacao de diferentes mediadores. Nao obstante, até a presente data ndo ha nenhum
estudo que avalie o efeito do citronelal diretamente sobre este tipo de leucdcito.
Portanto, considerando a auséncia de dados na literatura quanto as acgdes do
citronelal sobre esta importante célula, este trabalho tem como objetivo avaliar os

efeitos do citronelal sobre as fungdes de linfécitos em modelos experimentais in vitro.
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2.2

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar os efeitos do citronelal sobre fungdes de linfécitos murinos.

Objetivos especificos

De forma especifica objetiva-se avaliar os efeitos in vitro do citronelal sobre:
A viabilidade de linfécitos.

A capacidade migratoria de linfocitos.

A adesao inespecifica de linfécitos.

A dindmica dos filamentos de actina em linfocitos.

11
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais da inflamacao

Inflamagao é um processo fisioldgico caracterizado por inchago, vermelhidao e
febre, representados pelos sinais classicos da inflamagao - edema, rubor, dor e calor
(HOTAMISLIGIL, 2006; LUCAS; ROTHWELL; GIBSON, 2006; MARMITT et al., 2015).
Esta condigao é descrita como a principal resposta do organismo a diferentes injurias,
causando recrutamento de leucdcitos da corrente sanguinea para um orgao ou tecido
que foi submetido a um estimulo traumatico, infeccioso ou autoimune (SIMON;
GREEN, 2005; KVIETYS; GRANGER, 2012; MARMITT et al., 2015).

Inimeras doencas estdo relacionadas direta ou indiretamente com a
inflamacéo, como artrite, diabetes, cancer, colite, dermatites, psoriase e doencas
autoimunes (KVIETYS; GRANGER, 2012; MARMITT et al., 2015).

A inflamag&o ocorre, geralmente, apds uma leséo tecidual, e € seguida de
eventos vasculares, em que ocorre uma vasoconstricdo transitoria, seguida de
significativa vasodilatagdo que acarreta aumento do fluxo sanguineo, promovendo
assim o rubor, calor e, indiretamente, a formagao do edema mediante contracdo da
célula endotelial e enfraquecimento de juncdes entre estas células (HOTAMISLIGIL,
2006; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008).

Eventos celulares também ocorrem no processo inflamatério. Ha o
recrutamento leucocitario, necessario para a defesa do hospedeiro contra infecgoes e
para a cicatrizagdo normal (HOTAMISLIGIL, 2006). Neutrofilos, macréfagos e
mondcitos infiltrados desempenham papel majoritario no combate a bactérias e outros
patdgenos, seja realizando a fagocitose, produzindo e/ou liberando espécies reativas
e outros mediadores pré-formados, fragmentando e apresentando antigenos ou
removendo debris (restos celulares) (GORDON, 2016).

Mastdcitos liberam mediadores e enzimas como histamina e triptases, e atuam
no controle da permeabilidade vascular e remodelamento tecidual. Linfocitos T ativam
outras células e também atuam no remodelamento tecidual, secretando interleucinas;
e um tipo especifico de linfocito T, chamado “yd”, atua na proliferagéo, diferenciagao
de queratindcitos e sintese da molécula de matriz hialuronano (EMING; KRIEG;
DAVIDSON, 2007; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008; GRIVENNIKOV; GRETEN;
KARIN, 2010; DINARELLO; SIMON; MEER, 2012).
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Mediadores inflamatérios sdo estimulantes para a reagéo inflamatéria. Existem
mediadores exogenos (fatores de baixo peso molecular oriundos de patégenos) e
endogenos (decorrentes de injuria celular). Dentre os tipos de mediadores pode-se
citar citocinas, lipideos, proteinas estruturais, enzimas e radicais livres (SERHAN;
CHIANG; VAN DYKE, 2008; MARMITT et al., 2015).

Por exemplo, tromboxano e leucotrienos participam em eventos vasculares,
assim com as prostaglandinas, de modo antagdnico. Lipopolissacarideos oriundos de
parede celular bacteriana estimulam células fagociticas e outras células imunolégicas
a iniciar o processo inflamatorio. Estes e outros, como componentes de complemento,
mediadores, podem persistir, levando a inflamacgao crénica, ou o organismo pode se
direcionar para a resolugao, com a participagao de resolvinas, protectinas e lipoxinas
(FENNELL et al., 2004; SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008; MARMITT et al., 2015).

Enzimas importantes atuam nesta reagéo, e a principal que atua gerando os
efeitos da inflamacgao € a cicloxigenase-2. Enquanto a cicloxigenase-1 € uma enzima
produzida em diversos 6rgaos e tipos celulares, atuando em processos fisiologicos
variados, a cicloxigenase-2 atua induzindo a inflamac&o, principalmente pela sintese
de produtos proé-inflamatoérios como prostaglandinas, a partir do acido araquiddnico.
Enzimas também importantes sdo as lipoxigenases, que geram leucotrienos e
lipoxinas (AN et al., 2013).

Os radicais livres também se mostram como importantes fatores alterados na
inflamacgéao. Ocorre um aumento da producgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e diminuicdo da biodisponibilidade de 6xido nitrico, que tem influéncia mais direta no
desenvolvimento das altera¢gées microvasculares observadas na inflamagéo. Quando
intracelular, as EROs podem ainda levar a secregcéo de mediadores proé-inflamatoérios
(HENSLEY et al., 2000; KVIETYS; GRANGER, 2012).

Citocinas estdo entre os mediadores da inflamacgéo, onde ha citocinas pro-
inflamatdrias que atuam nos eventos celulares e vasculares, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e interleucinas, como IL-1, IL-6, IL-12,
IL-18. Além destes, citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 exercem papel
importante na resolugdo do processo inflamatério (WONG et al., 2001;
KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Nas células inflamatodrias, receptores transmembranares de quimiotaxia
acoplados a proteina G (GPCR) detectam moléculas ricas em cisteina chamadas
quimiocinas. Entre os mediadores que atuam via GPCRs est&o selectinas, integrinas,
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caderinas, mucinas e superfamilia de imunoglobulinas (SIMON; GREEN, 2005;
SOLER et al., 2009; MITROULIS et al., 2015).

As células também sao influenciadas por fatores quimiocinéticos, que atuam no
processo de migragao atraindo ou repelindo as células de um local mediante um
gradiente de concentragdo. Quimiocinas sdo moléculas positivamente carregadas que
estimulam a célula através de GPCR, levando a uma mudanca conformacional
(ativagdo) de receptores de superficie celular como as integrinas (BACHELERIE,
2010; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; PRESA et al., 2016).

3.2 Linfocitos

Os linfécitos constituem cerca de 20 a 30% dos leucdcitos circulantes, e um
terco dos linfocitos possuem sobrevida de até vinte dias, enquanto outros vivem
centenas de dias ou até muitos anos. Possuem didmetro médio de 5,7 a 8 ym, com
taxa nucleo/diametro celular de aproximadamente 0,8, representando uma célula
relativamente pequena em comparagao a outros leucécitos e com pouco conteudo
citoplasméatico. E uma célula com forma nuclear arredondada ou eliptica
(STROKOTOV et al., 2009).

Ainda na medula 6ssea, os linfécitos sao ativados por fatores que os estimulam
a diferenciacdo em linfécitos B ou linfécitos T a partir de células progenitoras
multipotentes, tornando-se progenitores linfoides; as células seguem se
diferenciando, ainda, em proé-linfocito B, pré-linfécito B, e célula B imatura, ocorrendo
o rearranjo genético de imunoglobulinas pela ativagdo de enzimas recombinantes e
regulado por fatores de transcri¢cao e citocinas. Até os anos 2000, pensava-se que a
medula éssea era um ambiente homogéneo, mas hoje sabe-se que é composto de
nichos especializados, de células B e de células hematopoiéticas. Apds atingir a
maturidade, emigram para os 6rgaos linfoides secundarios como bacgo e linfonodos,
mediante o reconhecimento de receptores especificos nestes 6rgdos (MATSUNAGA
et al., 2012; ICHII et al., 2014; SAKAI; KOBAYASHI, 2015).

Apds uma resposta imune, os linfocitos B podem passar por uma série de
eventos moleculares num determinado centro germinal, quando ativadas por linfécito
T, para se tornarem células de memoria. Os linfocitos B também podem ser ativados
para diferenciar-se em plasmocitos, e atuar na imunidade adaptativa produzindo

anticorpos que reconhecem, com especificidade, antigenos estranhos com potencial
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nocivo. A ligacdo do anticorpo inativa diversos patégenos ou marca-os para serem
fagocitados pelas células do sistema imune inato (DOGAN et al., 2009).

O processo de desenvolvimento dos linfocitos T envolve diversas etapas
migratorias no timo, um érgéo que propicia o ambiente para a diferenciagao e selegao
dos linfécitos T. O estagio mais imaturo é definido como Duplo-Negativo (DN) CD4-
CD8. Nesta etapa, ocorrem rearranjos genéticos e intensa proliferacdo celular, de
modo que se tornam Duplo-Positivas (DP) CD4* CD8*. Apds a selecdo positiva
(processo em que os linfécitos capazes de se ligar ao MHC com baixa avidez séo
poupados da morte por negligéncia), os timocitos DP migram a regido cortico-medular
onde apresentam fendtipo Simples-Positivo (SP) CD4* CD8  ou CD4- CD8", e a célula
sofrera destruicdo no processo de selegcado negativa se apresentar fenétipo que pode
reagir a antigenos proprios (JORDAN et al., 2001; TAKAHAMA, 2006; SERHAN;
CHIANG; VAN DYKE, 2008).

Apds a maturacao no timo, os linfécitos T naive vao para a circulagao sanguinea
e, como os linfécitos B, entram nos 6rgéos linfoides secundarios ao atravessar as
vénulas de endotélio alto. Uma vez nestes 6rgéos, permanecem em intensa atividade
migratoria, até seu contato com células apresentadoras de antigeno. Apds o
reconhecimento de antigeno especifico, reduzem drasticamente sua migracéo e
tornam-se ativadas, proliferam e deixam os linfonodos (LAFOURESSE et al., 2013).

As principais classes de células T sao a citotoxica (CD8+), T auxiliares e as T
reguladoras (Thelper e Treg respectivamente, ambas CD4+). As células T citotoxicas
induzem a morte celular pela produgao de citocinas citotoxicas. As células T auxiliares,
por sua vez, atuam para auxiliar a ativagdo de macréfagos, células dendriticas, células
B, bem como na producao de citocinas e apresentagao de proteinas coestimuladoras.
As T regulatérias atuam de modo semelhante, porém para inibir as T auxiliares, T
citotdxicas e células dendriticas, suprimindo assim a inflamagédo com a produgao de
citocinas anti-inflamatérias e outros mecanismos resolutivos como reducdo da
secregcao de citocinas pro-inflamatorias, e bloqueio de vias de sinalizagao
relacionadas a fungéo proé-inflamatéria de algumas células (SERHAN; CHIANG; VAN
DYKE, 2008; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). Ha ainda os linfécitos T
exterminadores naturais ou “natural killer’ (NK), que levam a morte celular, porém sem
necessidade de um reconhecimento prévio de antigeno (SERHAN; CHIANG; VAN
DYKE, 2008; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).
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No processo imune, o linfocito T reage aos antigenos mostrados pelas células
apresentadoras de antigenos, como células dendriticas. As células dendriticas
internalizam patogenos ou seus subprodutos, e apresentam as células T auxiliares
que se encontram no tecido, ou migram aos 6rgéos linfoides secundarios e la mostram
as células T virgens, levando a sua ativagao como célula efetora (GRIVENNIKOV;
GRETEN; KARIN, 2010).

Com este processo, a célula T é capaz de matar uma célula hospedeira
infectada. Além disso, outros tipos de células T produzem moléculas que ativam
macrofagos a destruir os patdégenos invasores, ou ativam linfocitos B a produzirem
anticorpos, entre outras células (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).

3.3 Papel do linfécito na inflamagao

Embora os linfocitos sejam um componente da imunidade adaptativa, eles
estdo implicados também na resposta vascular na inflamag&o aguda — caracteristico
da imunidade inata. Linfocitos T tém um papel em melhorar adesao leucécito-
endotelial, mediando ligagdes em moléculas chave de adesdo e aumentando o
extravasamento de proteinas para o tecido adjacente (KVIETYS; GRANGER, 2012).

O recrutamento de leucécitos na fase aguda é realizado pela ligagao de
receptores quimiotaticos acoplados a proteina G, e selectinas. Isso acarreta em
ativacao de integrinas 32, que facilita a captura e adesao de leucécitos do lumen
vascular (SIMON; GREEN, 2005; KVIETYS; GRANGER, 2012).

Ao serem recrutadas ao tecido inflamado, as células inflamatorias terdo que
atravessar a barreira endotelial, realizando o processo chamado de migracao
transendotelial. Mudangas hemodindmicas levam a marginagdo do linfécito. Ha
marginagao, rolamento e adesao fraca, através de selectinas, reduzindo a velocidade
dos linfécitos na corrente sanguinea. Em seguida, ha a adesao pela ligagao forte com
integrinas e outras moléculas de adesao, decorrente da ativacéo celular, que resulta
em expressao e mudangas conformacionais de integrinas de alta afinidade. Por fim,
ha a transmigracéo propriamente dita, ou diapedese, onde a célula pode passar entre
duas células endoteliais (paracelular), ou atravessando uma célula (transcelular)
(SIMON; GREEN, 2005; LEY et al.,, 2007; MITROULIS et al.,, 2015; SAKAI;
KOBAYASHI, 2015).
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A captura de leucocitos é devida a L-selectina (CD62L), que reconhece ligantes
de glicoproteinas em leucdcitos e no endotélio ativado. O rolamento também é
suportado por selectinas endoteliais como P-selectina (CD62P) e E-selectina
(CD62E), sobrerregulados na superficie celular endotelial apdés o estimulo de
moléculas como citocinas ou histamina. Ainda participam outros ligantes como a
Molécula de Adeséo Intracelular-1 (ICAM-1) e Molécula de Adesao Vascular (VCAM)
(SIMON; GREEN, 2005; LEY et al., 2007; KVIETYS; GRANGER, 2012; CHOUDHARY
et al., 2015).

As integrinas sdo moléculas transmembranares, heterodiméricas, constituidas
por duas subunidades a e B. Sao conhecidas mais de 19 subunidades a e 8
subunidades B, e mais de 20 integrinas ja foram descobertas. S&o receptores que
devem ser ativados para desempenhar seu papel, e a avidez da ligacao influencia no
evento adesivo, dependendo da afinidade a integrina e valéncia da ligagao feita. Estes
fatores dependem, respectivamente, da mudanca conformacional de cada
heterodimero ao ser ativado, e da densidade de integrinas por area da membrana
plasmatica envolvida na adesao celular (SIMON; GREEN, 2005; LEY et al., 2007;
FUJITA et al., 2014; SEGUIN et al., 2015).

A regulagao da adesao mediada por integrinas € um processo complexo, pois
sdo conhecidas 47 proteinas diretamente ligadas ao fendmeno, e estas se estendem
a uma rede de 900 proteinas indiretas, e mais de 6.000 interagdes proteina-proteina,
que confere especificidade e diversidade nos mecanismos de sinalizacédo (LEY et al.,
2007; SEGUIN et al., 2015).

Integrinas ativadas participam mediando a ades&o. A forga da interagcédo de
cada integrina é definida como avidez, e tanto a afinidade intrinseca da integrina como
a sua valéncia contribuem para a avidez. A “afinidade” representa a forca de uma
ligacdo individual de uma integrina ao seu ligante, regulada pelo estado
conformacional de suas subunidades. A valéncia € mediada pelo numero de ligacdes
ou agrupamento (clustering) dos receptores de integrina na superficie celular,
efetuando varias ligagbes em conjunto. Na auséncia de ligantes, as integrinas tendem
a permanecer em estado inativo, com conformagao dobrada (CARMAN; SPRINGER,
2003; MITROULIS et al., 2015).

O Antigeno-4 muito tardio, VLA-4 (a4B1), € uma integrina expressa na
superficie de linfécitos e leucocitos, com excecao de neutrdéfilos, e esta envolvida no

recrutamento destas células e na adesdo endotelial, podendo se ligar a fibronectina
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ou VCAM-1, facilitando a migragao de linfécitos da via sanguinea para os demais
tecidos. Também favorece a sinapse imunoldgica entre células apresentadoras de
antigeno e linfécitos T e sinais co-estimulatérios para a ativagéo dos linfocitos T e B
(ESCRIBESE et al., 2007; SOLER et al., 2009; MATSUNAGA et al., 2012; FUJITA et
al., 2014; BROWN et al., 2014; SPADARO et al., 2015).

L-selectina (CD62L) é outra importante molécula envolvida no rolamento e
transmigracdo, expressa na superficie de linfécitos e outros leucdcitos, regulando a
migracao dos leucdcitos aos sitios inflamatérios e a recirculagao de linfécitos entre o
sangue e os tecidos linfoides pelas vénulas de endotélio alto (CHOUDHARY et al.,
2015; SPADARO et al., 2015).

Choudhary e colaboradores (2015) identificaram a superexpressao de CD62L
como um fator de agressividade tumoral de cancer de bexiga, sendo um diferencial
para avaliagcdo do prognostico da doenga. Células neoplasicas de outros tipos de
cancer que exibem uma expressao anormal de CD62L também demonstram maior
capacidade de realizar metastase (CHOUDHARY et al., 2015).

Quimiocinas s&o citocinas que se ligam a GPCRs e agem como importantes
reguladores da adesao e migracao celulares. As quimiocinas podem ser classificadas
como homeostaticas, promovendo o desenvolvimento e manutengdo da homeostase
celular e tecidual do sistema imune, ou como inflamatdrias, que podem ser induzidas
e sobre-reguladas por estimulos inflamatérios (BACHELERIE, 2010; LOMBARDI et
al., 2013; GUYON, 2014).

A Quimiocina CXC motif ligante 12, a (CXCL12) ou Fator-1 derivado de célula
estromal (SDF-1) € uma molécula que atua como quimioatraente, através do receptor
CXCRA4. Sinais quimiotaticos atuam através de seus receptores cognatos resultando
em polimerizagdo e reorganizagdo do citoesqueleto e consequente formagao de
lamelipodio e uropddio celular (TAKAHAMA, 2006; BACHELERIE, 2010; FREELEY et
al., 2012; LAFOURESSE et al., 2013; LOMBARDI et al., 2013; GUYON, 2014).

Migragéo € uma caracteristica constitutiva de determinadas células que exibem
um movimento de arrasto, devido a participagdo de moléculas de adesao e constante
reorganizagao do citoesqueleto de actina (ESCRIBESE et al., 2007; BROWN et al.,
2011; ROUGERIE et al.,, 2013; AKHSHI et al., 2014; HOEFERT et al., 2016;
RAMIREZ-SANTIAGO, 2016). Para que ocorra a migracdo, linfécitos realizam o
movimento ameboide, com protrusdo e contragdo, que decorre de mudancgas

conformacionais em trés etapas: extensédo do lamelipédio ou “leading edge”, tragao
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da regido central e retragao do uropodio (SMITH et al., 2005; ESCRIBESE et al., 2007,
LAFOURESSE et al., 2013; RAMIREZ-SANTIAGO, 2016).

Embora os fatores e fenotipos de células migrantes variem bastante, todas as
células deverao passar por reorganizagao do citoesqueleto. Isto depende da actina,
um componente essencial a vida, e evolutivamente bem conservado em seres
eucarioticos, e ainda em parte dos procariotos. Essa estrutura prové forga de tragao e
arquitetura, para manutencdo da forma e da mobilizagdo; e arcabougo de
componentes celulares; exocitose, endocitose, movimentagdo de organelas,
polarizagédo na divisdo celular (ESCRIBESE et al., 2007; BEREPIKI; LICHIUS; READ,
2011; AHRENS et al., 2012; GUNNING et al., 2015; SHEKHAR; PERNIER; CARLIER,
2016).

Figura 1 — Forma globular da actina é polimerizada na extremidade farpada para
executar fungées como a movimentagao celular e de organelas.
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Fonte: Autor, 2017.

A dindmica de actina depende de um constante e equilibrado ciclo de
assimilagao e dissimilagdo (Figura 1) desta proteina em suas formas monomérica ou
globular (G-actina) e polimerizada ou filamentosa (F-actina). A célula dispée de uma
quantidade finita e exaurivel de subunidades G-actina, que fica disponivel para
assimilagao em filamentos pela acédo de diferentes proteinas (BEREPIKI; LICHIUS;
READ, 2011; RIVELINE et al., 2014; SHEKHAR; PERNIER; CARLIER, 2016).

Este filamento € formado com o objetivo de gerar forga protrusiva levando a

lamelipédios e filopodios, e ainda participa na endocitose e remodelamento do
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complexo de Golgi. Processos como adeséo, sinapse imunoldgica, citocinese também
sao influenciadas pela actina, junto a outras proteinas (BEREPIKI; LICHIUS; READ,
2011; RIVELINE et al., 2014).

Se o filamento de actina (Figura 1) for dividido em extremidade farpada (“+”),
centro e extremidade aguda (“-”), por conseguinte teriamos maior frequéncia de F-
actina na porc¢ao central do filamento. Devido a faloidina-FITC se ligar a F-actina, é
possivel identificar populagdes com filamentos mais longos inferindo das células com
maior intensidade de fluorescéncia (ZEPEDA et al., 2014; SHEKHAR; PERNIER;
CARLIER, 2016).

Para a dindmica de assimilacdo e dissimilacdo da actina, as proteinas da
familia de Cofilina/Fator despolimerizante de Actina (ADF) atuam na porgéao caudal do
filamento de actina, despolimerizando-a (XU et al., 2013). A via de sinalizagéo
PI3K/Akt desempenha papel importante no citoesqueleto celular, permeabilidade,
migragdo, proliferacdo e apoptose (XU et al., 2013; YANG et al., 2015;
HLUSHCHENKO; KOSKINEN; HOTULAINEN, 2016; SHEKHAR; PERNIER;
CARLIER, 2016).

O citoesqueleto de F-actina € modulado por outras familias de proteinas como
as proteinas de ramificagcado (ex: complexo Arp2/3 e profilinas), de separagao (ex:
cofilinas), confecgdo (gelsolina) e de empacotamento (plastinas), e ainda as
RhoGTPases como Rac1 e Rho (ESCRIBESE et al., 2007; LAFOURESSE et al., 2013;
ROUGERIE et al, 2013; GUNNING, 2015; HLUSHCHENKO; KOSKINEN;
HOTULAINEN, 2016).

3.4 Terpenos e produtos de plantas para fins terapéuticos

Plantas medicinais s&o espécies vegetais a partir das quais produtos de
interesse terapéutico podem ser obtidos e usados como medicamento. Ou seja, sdo
aquelas que se mostram eficazes para aliviar, prevenir, ou curar doengas, alterar
processos fisiologicos e patoldgicos, ou ainda, servir de fonte de drogas ou seus
precursores (OMS, 1999; RATES, 2001; OMS, 2002; COAN; MATIAS, 2014; CHANG;
KWON, 2016).

O uso de plantas medicinais € tdo antigo quanto a civilizagdo humana, sendo,
historicamente, a principal fonte de tratamento, junto a minerais e produtos de animais.

Descobertas paleontolégicas remontam seu uso ha pelo menos 60 mil anos, na regido
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que hoje é o Iraque. Por vezes, o uso de plantas medicinais esteve associado a cultura
ou significados mistico-religiosos (RATES, 2001; PRACHAYASITTIKUL et al., 2015;
VALENCA; Da SILVA; BORDINI, 2015; AYRLE et al., 2016; SKIRYCZ et al., 2016;
SPONCHIADO et al., 2016; SHAWAHNA, JARADAT, 2017).

A preferéncia ao tratamento fitoterapico diminuiu bastante apds a Revolugao
Industrial e o desenvolvimento da quimica organica e de substancias sintéticas. A
obtencdo de substancias isoladas ou sintéticas mostrou-se uma opg¢ao alinhada ao
momento de mudancas, além de significar uma quebra de praticas relacionadas a
supersticdo, de valor farmacolégico questionavel (RATES, 2001; SAFARZADEH,;
SHOTORBANI; BARADARAN, 2014).

No contexto politico brasileiro, a fitoterapia esta respaldada principalmente na
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares, pela portaria MS 971 de
03/05/2006 (MS/BRASIL, 2006a); na Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos sob o Decreto de numero 5.813, de 22/06/2006 (MS/BRASIL, 2006b); e
no Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos) (MS/BRASIL, 2008).
Estes fatores contribuem para o desenvolvimento de pesquisa sobre o uso e
melhoramento de produtos naturais, fato observado pelo aumento significativo de
publicagdes no periodo seguinte a implementagao das politicas (CALIXTO; JUNIOR,
2008).

Atualmente, dos 5570 municipios brasileiros, ha registro de agdes informativas
e intervencado em prol da fitoterapia em cerca de 350 destes, e 0 numero reduzido de
53 publicacbes até 2014, demonstra a sub-representacido cientifica da pratica
fitoterapica no Brasil (VALENCA; Da SILVA; BORDINI, 2015).

No entanto, o uso da fitoterapia tem grande motivacdo, com o arsenal
terapéutico crescente, aproveitamento do conhecimento tradicional, preservagao da
biodiversidade, estimulo a agroecologia, reducao de efeitos colaterais indesejaveis, a
prépria eficacia de determinadas plantas, bem como educagao e desenvolvimento
social (ANTONIO; TESSER; MORETTI-PIRES, 2014; SHAWAHNA, JARADAT,
2017). Nao obstante, as plantas medicinais tém sido a fonte primaria usada no
tratamento de diferentes enfermidades por cerca de 65 a 80% da populagdo mundial,
e muitas tém se mostrado uteis no tratamento de diversas injurias e desordens
inflamatdrias, sendo usadas na forma de cha, ou ainda em variadas preparacdes

como tinturas, extratos fluidos, pd, pilulas e capsulas (OMS, 1999; RATES, 2001;
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VALENCA; Da SILVA; BORDINI, 2015; SAFARZADEH; SHOTORBANI;
BARADARAN, 2014).

As plantas medicinais podem fornecer substancias precursoras para a sintese
de compostos com propriedades bioldégicas melhoradas, devido a interessante
variedade estrutural dos metabolitos presentes nas espécies vegetais (NICOLAOU et
al., 2012). Diante das diferentes aplicagdes de plantas medicinais € importante que
estudos sejam conduzidos para isolar e caracterizar os efeitos bioldégicos dos
constituintes das espécies vegetais (CALIXTO, 2000; FENNELL et al., 2004,
SPONCHIADO et al., 2016).

Dentre as diferentes classes de metabdlitos secundarios presentes em plantas
medicinais, destaca-se a classe dos terpenos, que estao entre as maiores classes de
compostos naturais sendo encontrados em diversos organismos do reino animal e
vegetal (MO; ELSON, 2004; PATRA et al.,, 2013). Oriundos do metabolismo
secundario, terpenos sao divididos de acordo com o numero de unidades isoprénicas
C5, geradas pela via do acido mevalénico ou 1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato, e s&o
encontrados nas diferentes partes das espécies vegetais (GUIMARAES et al., 2014).

3.5 Citronelal

O citronelal (3,7-dimetil-6-octen-1-al) € um monoterpeno tipicamente isolado
como uma mistura ndo-racémica de seus enantidbmeros levogiro e dextrogiro (Figura
2), principalmente pelo método de destilagdo a vapor. Esta presente em espécies
vegetais como a Cymbopogon nardus, Cymbopogon citratus, Cymbopogon
winterianus, Corymbia citriodora e Eucalyptus citriodora, sendo encontrado, em
quantidades variaveis, em 6leos essenciais de mais de 50 espécies (KOBA et al.,
2009; MELO et al., 2010; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010; MULYANINGSIH et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2011b; ALTSHULER et al., 2013, WEI; WEE, 2013).
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Figura 2 — Estrutura molecular dos Enantiomeros “+” ou “R”, e enantiomero “-” ou “S”
do citronelal.

Fonte: Melo et al. (2011b).

Por ser uma substancia oriunda do metabolismo secundario, a quantidade ou
teor encontrado nas plantas depende da espécie, fendétipo e fatores ambientais
(PATRA et al., 2013; GUIMARAES et al., 2014; SKIRYCZ et al., 2016).

Embora haja escassez de estudos sobre biodisponibilidade e metabolismo do
citronelal, Roberts e colaboradores (1991) concluiram que 2,6-dimetil-1,5-heptadieno
€ um dos produtos do metabolismo hepatico do citronelal, por deformilagdo oxidativa
a partir das enzimas de citocromo P450 2B4. Em coelhos, Ishida, Toyota e Asakawa
(1989) encontraram como principais metabdlitos o (-)trans-mentano-3,8-diol e o (+)-
cis-mentano-3,8-diol representando dois tercos dos metabdlitos.

Compostos contendo citronelal sdo mais conhecidos pelo uso em repelentes,
que tem aplicabilidade em prevencao de doencas transmitidas por mosquitos e outros
insetos (SOLOMON et al., 2012; SONGKRO et al., 2012). Este terpeno tem um cheiro
caracteristico, sendo usado popularmente em temperos, aromaterapia e industria de
cosméticos como sabao e perfumes. Além da percepgao olfatoria, ha trabalhos que
indicam outros efeitos por via olfatéria, reduzindo a libido em ratos (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2011; OSADA et al., 2012; GUIMARAES et al., 2014).

O citronelal é conhecido também por sua atividade frente a diferentes
microrganismos (OLIVEIRA et al., 2011a; ZORE et al., 2011; TOLBA et al., 2015),
onde estudos demonstram seu efeito antifungico e redutor de adesividade de Candida
albicans em implantes dentarios (TRINDADE et al., 2015), bem como atividade
antitripanossomal frente a Trypanossoma brucei (KPOVIESSI et al., 2014).

A maioria dos trabalhos que avaliam as atividades biolégicas do citronelal
utilizam modelos experimentais in vivo. Melo e colaboradores (2010) avaliaram os

efeitos do (RS)-(x)-citronelal administrado intraperitonealmente em camundongos
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Swiss, e observaram seu efeito antinociceptivo em testes de contor¢do abdominal,
teste de formalina e placa quente. Este estudo demonstrou ainda que os efeitos
antinociceptivos do citronelal foram revertidos pela administracdo de naloxona, um
antagonista ndo seletivo de receptores opidides, sugerindo o envolvimento de tais
receptores no efeito observado pelo citronelal.

Diversos outros estudos demonstram os efeitos do citronelal em reduzir a dor
inflamatéria (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010; QUINTANS-JUNIOR et al., 2011), que
pode estar relacionada a efeitos anti-inflamatérios, como a capacidade de atenuar a
migracao leucocitaria (MELO et al., 2011a) e efeitos antioxidantes observados em
diversos testes (QUINTANS-JUNIOR et al., 2011). Cabe destacar que estes e outros
estudos ja reportaram os baixos efeitos toxicos associados ao uso deste terpeno
(BATUBARA et al., 2015). No entanto, os mecanismos anti-inflamatérios envolvidos
na reducdo da migragao de leucdcitos ao sitio da inflamagéao, bem como seu efeito
sobre linfécitos, um importante leucocito envolvido em diferentes respostas

inflamatorias ainda ndo foram esclarecidos.
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4 MATERIAL E METODOS

41 Reagentes

O citronelal (C10H180; P.M. 154,25; () com pureza = 95%), Brometo Azul de
tiazolil tetrazdlio (MTT), faloidina-FITC, RPMI-1640, L-glutamina, salina fosfato
tamponada (PBS) e albumina bovina sérica foram todos adquiridos da Sigma-Aldrich.
A quimiocina CXCL12/SDF-1-a foi obtida da empresa R&D systems.

Cytofix/Cytoperm e anticorpo para moléculas de adesado anti-VLA-4 PE foi
obtido de BD Biosciences, e anti-CD62L foi obtido de eBiosciences.

4.2 Obtencgao de células e tratamento

Os linfocitos foram obtidos de linfonodos de camundongos C57BL/6 fémeas
(10-20 g, 4-12 semanas) fornecidos pelo Biotério Central da UFAL e mantidos sobre
condi¢cdes adequadas de controle do ciclo claro-escuro de 12/12 h e com acesso livre
a ragao e agua. Todos os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pelo
Comité de Etica Institucional (N° 028370/2010-07).

Para obtencdo dos linfécitos, camundongos C57BL/6 foram mortos com
aprofundamento anestésico de tiopental-sodico (100 mg/Kg) para a obtencéo de seus
linfonodos subcutaneos que, em seguida, foram macerados em placa de 24 pogos
com meio de cultivo RPMI-1640 e lavados por centrifugagdo. A contagem do numero
total de células foi realizada com auxilio do azul de Trypan em camara de Neubauer
utilizando microscépio 6ptico (Invertido, modelo IX70, Olympus).

As células foram mantidas in vitro utilizando meio de cultivo RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) inativado, 2 mM de L-glutamina,
100 pug/mL de streptomicina em estufa incubadora a 37°C e 5% de CO2. O cultivo e
manutencgado das células nas placas de cultura foi de 3x107 células por pogo em 1 mL
de meio, em placa de 24 pogos, ou 2x10° células por pogo em 200 uL de meio, em
placa de 96 pocgos, também utilizando RPMI-1640 suplementado como meio de cultivo
e veiculo para diluigdo e tratamento.

As células foram expostas ao citronelal (3R-3,7-dimetil-6-octenal), obtido da
Sigma-Aldrich, e diluido em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SBF para
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exposicao as ceélulas, baseando-se em trabalhos como o de Altshuler et al. (2013) e
MARBERG et al., (2015), em diferentes concentragbdes de 0,0065, 0,065, 0,65 e 6,5
MM, que correspondem respectivamente as concentragbes de 1, 10, 100 e 1000
pug/mL. Apds o tratamento por 1 hora as células foram centrifugadas (1500 rpm a 4°C,
por 10 minutos) para substituicdo do meio de cultura sem citronelal. O grupo controle

foi feito com células que foram submetidas apenas ao meio (veiculo).

4.3 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A avaliagdo do efeito do citronelal sobre a viabilidade de linfécitos foi realizada
por meio do ensaio colorimétrico do Brometo Azul de Tiazolil Tetrazdlio (MTT)
(MOSMANN, 1983; Guimaraes et al., 2012). Os linfécitos foram plaqueados (2x10°
células/200 pL de meio RPMI 1640 suplementado, como descrito na segao anterior)
em placas de 96 pogos e tratados com citronelal (0,0065 a 6,5 pM) por 1, 6 e 24 horas,
mantidos em estufa a 37°C. Apds este periodo, as células foram mantidas com
solugéo de 23 pL de MTT (5 mg/mL) dissolvido em meio de cultura por 4 horas a 37°C.
Em seguida, as células foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e foi
adicionado 150 yL DMSO. 15 minutos depois foi realizada a leitura da densidade
optica no comprimento de 540 nm com auxilio do leitor de microplacas ThermoPlate®

TP-reader.

4.4 Ensaio de migragao celular

A migracao é uma fungao primordial para a atuagao do linfécito, e para avaliar
o efeito do citronelal sobre a migracdo desta célula, foram realizados experimentos
utilizando cadmaras de migracgéo vertical Transwell® com poros de 5 pm (Smaniotto et
al., 2005). Insertos de migragdo podem ser revestidos para prover um ambiente
desafiador a migragéo. Entdo, antes do experimento, a cdmara superior foi embebida
com solugéo contendo 0,1% albumina bovina sérica diluida em PBS por 45 minutos.
Em seguida, apds a remogé&o desta solugao, os linfocitos (2,5%10°) que foram tratados
por citronelal (0,65 uM) durante uma hora, foram depositados na cadmara superior para
permitir a migragao por 3 horas em estufa a 37°C, 5% CO2 com ou sem estimulo
CXCL12 (200 ng/mL) adicionado na parte inferior da camara. Apds a migragéo, os

linfocitos que migraram para a camara inferior foram colhidos e contados em camara



27

de Neubauer, e seguidamente serdo submetidos ao procedimento de marcagao
citofluorométrica (se¢des a seguir). Como grupo controle foram utilizadas células

expostas apenas a meio de cultura (veiculo).

4.5 Avaliagcao de adesao celular

A adeséao, uma etapa fundamental para a migracéo e, portanto, execugao das
fungdes dos linfocitos, foi avaliada in vitro através do método descrito por Hendesi e
colaboradores (2015) modificado. Para tal, uma placa de 6 pogos recebeu 1 mL de
BSA diluido 1% em PBS/poc¢o, por 1 hora para formagdo de um substrato para uma
melhor sustentagdo a qual o linfocito ird aderir. Em seguida, a solugédo de BSA foi
substituida por 3 mL de meio de cultura RPMI-1640 contendo 3x107 linfécitos/pogo,
previamente tratados com citronelal (0,65 uM). Apos 1 hora, em estufa incubadora
37°C 5% COz2, o sobrenadante foi removido para eliminar as células ndo aderentes.
As células aderentes foram removidas por lavagem intensa com PBS a 4°C para
contagem em camara de Neubauer. Apds o experimento, as células foram submetidas
ao procedimento de marcacgao citofluorométrica (se¢des a seguir).

Como grupo controle, foram utilizadas células expostas apenas a meio de

cultura (veiculo).

4.6 Identificagao e analise das subpopulagoes de linfécitos por

citofluorometria

Ap0s o tratamento com citronelal (0,65 pM) por 1 hora, as células foram lavadas
e marcadas com anti-CD4 APC, anti-CD8 PerCP-Cy-5.5, anti-B220 FITC ou anti-B220
PE (eBiosciences), para determinagao do subtipo de linfocito. Para as avaliagbes de
moléculas de adesao, utilizou-se anti-VLA4 PE (BD Biosciences) e anti-CD62L APC
(eBiosciences).

As leituras foram realizadas no Citbmetro de Fluxo FACSCanto Il de BD
Biosciences. Uma gate foi feita excluindo debris e células anédmalas no grafico de
pontos (Dot plot) no parametro Forward vs. Side Scatter, coletando de 10.000 a 20.000

eventos.
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As marcacgdes de subpopulagbes foram delimitadas com gates especificas,
conforme modelo na Figura 3, sempre considerando eventos dentro da populagéo de
linfocitos, e em seguida considerando a marcagao de subpopulagdes.

Os dados foram analisados no software Flowing Software 2.5.1.

4.7 Analise da expressao de F-actina por citofluorometria

A faloidina € uma molécula que tem especificidade para se ligar a actina
filamentosa. Portanto, foi utilizada faloidina conjugada a FITC para as analises da F-
actina nos linfocitos, que foram previamente tratados com citronelal (0,65 yM) por 1
hora, em seguida foram permeabilizados e fixados com a solugao Cytofix/Cytoperm
(100 pL) por 20 minutos a 4°C. Em seguida, as células foram incubadas com 50 uL
faloidina-FITC (Sigma) diluido (1:400) por 40 minutos protegidos da luz. Apos
centrifugacéo, desprezou-se o sobrenadante e foi adicionado PBS para solubilizagao
e estabilizagdo da amostra para leitura por citometria de fluxo. Células sem marcacao
de anticorpos e faloidina foram utilizadas como padréo de ajuste de voltagem da
aquisicao e controle negativo de comparagao entre amostras.

Para realizar a avaliagdo do conteudo de F-actina nas subpopulagdes, foi
utilizado o grafico Dot plot relacionando a marcagéo conjunta da Faloidina-FITC com
os marcadores de células CD4*, CD8*, e B220*, como demonstrado na Figura 3. No
histograma de intensidade de fluorescéncia obtido, observa-se préximo ao valor
maximo da média de intensidade de fluorescéncia (MIF) um padrao diferenciado da
fluorescéncia, que marca aproximadamente 5% da populacdo, onde foi delimitada

uma nova gate que se refere a populagédo que denominou-se F-actina™CH,
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Figura 3 — Estratégia de gate adotada para delimitagcao de células avaliadas quanto a
presenca de F-actina em relagao as subpopulagoées.

Faloidina

Fonte: Autor, 2017.

As medi¢cbes de F-actina foram observadas em histograma de Média de
Intensidade de Fluorescéncia (MIF) para inferir sua quantidade e determinar as células
com aumento desta proteina através da observagcdo do aumento destas médias.

Os dados foram analisados no software Flowing Software 2.5.1.

4.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (SEM). Os
resultados das avaliagbes de viabilidade e da migragdo por quimiotaxia foram
analisados por One-way ANOVA e pés-teste Bonferroni. Nas demais analises, foi
aplicado teste t de Student. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Para tabulagao foi usado o programa Excel (Microsoft) e para a analise

foi utilizado o Prism 6 (Graphpad Software, Inc).
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5 RESULTADOS
5.1 Efeito do citronelal sobre a viabilidade de linfécitos

Através do método MTT, diferentes concentragdes (0,0065-6,5 uM) de
citronelal foram avaliadas quanto a citotoxicidade em tempos diferentes (1, 6 e 24

horas). Foi possivel verificar que o citronelal néo reduz significativamente a viabilidade

de linfocitos expostos por uma hora as diferentes concentragdes testadas (Figura 4).

Figura 4 — Viabilidade celular de linfécitos tratados por 1 hora com citronelal.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Os linfocitos foram expostos ao citronelal por 1 hora, nas concentragées de 0,0065 a 6,5 yM. Em
seguida, as células foram expostas ao MTT por 4 horas, e a reagao foi revelada com DMSO e

mensurada em espectrofotdbmetro. As barras representam a média + EPM da viabilidade de 3
experimentos independentes.

No entanto, ao avaliar o efeito citotdxico de linfécitos expostos ao citronelal por

6 e 24 horas, observou-se uma reducgao da viabilidade destas células (Figuras 4 (p.
30) e 5 (p. 31)).
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Figura 5 — Viabilidade celular de linfécitos tratados por 6 horas com citronelal.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Os linfécitos expostos ao citronelal por 6 horas, em diferentes concentragdes, foram submetidos
ao método do MTT. As barras representam a média £+ EPM da viabilidade de 3 experimentos
independentes. **** representa p<0,0001 quando comparado ao grupo controle.

Na Figura 5 observa-se que as concentragdes atée 0,65 pM apresentaram uma
reducdo similar, que variou de 50 a 55% ao se comparar ao grupo controle. No
entanto, no grupo tratado com 6,5 uM de citronelal houve uma reducdo mais
expressiva, de 75%.

Quando os linfocitos foram expostos ao citronelal por 24h, observou-se uma
maior citotoxicidade nas concentragdes inferiores a 0,65 M, de cerca de 68%, e uma
manutengao do efeito citotdxico na concentragéo de 6,5 uM (Figura 6, p. 31)
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Figura 6 — Viabilidade celular de linfécitos tratados por 24 horas com citronelal.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Os linfécitos foram expostos ao citronelal por 24 horas antes da avaliacdo da viabilidade. As
barras representam a média + E.P.M. da viabilidade de 3 experimentos independentes. As
diferencas estatisticas foram determinadas com ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni. ****
representa p<0,0001 quando comparado ao grupo controle.

5.2 Efeito do citronelal sobre a migragao de linfécitos

Foi observado que o tratamento do citronelal in vitro reduziu a capacidade
migratoria em cerca de 3 vezes, quando comparado aos linfécitos que nao receberam

tratamento (Figura 7, p. 32), representando uma potente inibicdo da capacidade
migratoria.
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Figura 7 — Migracao espontanea de linfécitos expostos ao citronelal
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Efeito do citronelal sobre a migragdo espontanea de linfécitos in vitro. Apds a exposigcado de
2,5x108 linfocitos ao citronelal por 1 h, as células migrantes (recuperados no compartimento
inferior da cAmara de migracao) foram recuperadas e contadas. As barras representam a média
+ EPM de 3 experimentos independentes. * representa p<0,05 em comparagdo as células
expostas apenas ao meio RPMI-1640 (controle).

Uma vez que ha diferentes tipos de linfocitos, que desempenham papéis
distintos na imunidade e inflamagdo, estas células foram avaliadas por
citofluorometria, para identificar as subpopulagdes ligadas ao efeito observado (Figura
8, p. 33). Todos os subtipos de linfécitos foram afetados pelo citronelal, especialmente
os linfocitos T: o tipo CD4* teve migracéo reduzida em 3 vezes (Figura 8a), e o tipo
CD8* teve sua migracao reduzida mais de 4 vezes (Figura 8b). O linfocito B (B220%)

teve migracéo reduzida em 2 vezes (Figura 8c).
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Figura 8 — Imunofenotipagem de subpopulag¢ées de linfocitos migrantes
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Figura 8 — Imunofenotipagem de subpopulag¢ées de linfocitos migrantes
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Apds migragéo as células foram marcadas com anticorpos anti-CD4* (A), anti-CD8* (B) e anti-
B220* (C) para identificagdo do subtipo de linfocito responsivo ao tratamento com citronelal. As
barras representam a média + EPM de 3 experimentos independentes. * representa p<0,05, **
representa p<0,01 e *** representa p<0,001 em comparagao as células expostas apenas ao meio
RPMI-1640 (controle).

Um importante aspecto da migragdo € a quimiotaxia. O uso de quimiotaticos
incrementa a atividade migratoria, ativando a célula e sua estrutura intracelular.
CXCL12 é um conhecido agente quimiotatico enddégeno que recruta linfocitos através
do receptor CXCR4, que é expresso por ambos os linfécitos T e B (DORING et al.,
2014; GUYON, 2014).

Linfécitos totais estimulados com CXCL12 migraram em maior numero para a
camara inferior. As células previamente tratadas com 0,65 pM de citronelal
apresentam capacidade migratoria menor frente a CXCL12, revertendo o aumento de
migragéo causado por CXCL12 (Figura 9).
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Figura 9 — Migracado de linfécitos sob efeito do citronelal, induzida por CXCL12.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Apds a exposicdo de 2,5x108 linfocitos ao citronelal por 1 h, as células foram postas a migrar
mediante gradiente de concentracao da quimiocina CXCL12. Seguido o tempo de 3 h as células
migrantes (recuperados no compartimento inferior da camara de Transwell) foram recolhidas e
contadas. As barras representam a média + EPM de 3 experimentos independentes. **
representa p<0,01 em comparagéo as células expostas apenas ao meio RPMI-1640 (controle).

5.3 Avaliagao da adesao de linfocitos sob efeito de citronelal

A adesdo celular se mostra um crucial evento que controla a atividade
migratoria, uma vez que uma fraca adesédo nao favorece o avango da célula a seu
objetivo, e por outro lado uma adesdao demasiadamente forte pode favorecer a
estagnacdo da célula (KVIETYS; GRANGER, 2012; SAKAI; KOBAYASHI, 2015;
RAMIREZ-SANTIAGO, 2016).

Foi observado que o citronelal estimulou um aumento da adesdo destes
linfocitos de modo significativo (Figura 10), corroborando com as alteragdes
observadas anteriormente sobre o padrao migratorio, ou seja, a medida em que se

aumenta a adesao, a fungao de migragao é prejudicada.
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Figura 10 — Efeito do citronelal sobre a adesao de linfécitos totais.

@ 1500 -
o
-
x
g *
51000-
N}
3}
o
v *
£ 500-
o
o
s
c
(o]
(&) 0 |
Veiculo Citronelal
(0,65 uM)

Fonte: Autor, 2016.

Nota: Apds a exposicdo de 3x107 linfocitos ao citronelal por 1 h, as células foram deixadas aderir por 1
h. Apos este periodo, as células aderentes foram recuperadas e contadas. As barras

representam a média

+ EPM de 3 experimentos independentes.

*

representa p<0,05 em

comparacgao as células expostas apenas ao meio RPMI-1640 (controle).

Figura 11 — Imunofenotipagem dos linfocitos submetidos ao ensaio de adesao.

_—
@

Contagem de células (x10

A
400 -
300
.
200 4
100+
0 T
Veiculo

Citronelal
(0,65 uM)

(Continua)



38

Figura 11 — Imunofenotipagem dos linfocitos submetidos ao ensaio de adesao.

(Conclusao)

« 250

200 A _I_

150 A

100 A

50 A

Contagem de células (x10

0 T
Veiculo Citronelal
(0,65 uM)

600

400 -

200 -

Contagem de células (x103)

0 T
Veiculo Citronelal
(0,65 pM)

Fonte: Autor, 2016.

Nota: Apos adeséo, as células foram marcadas com anticorpos anti-CD4 (A), anti-CD8 (B) e anti-B220
(C) para identificagdo do subtipo de linfocito responsivo ao tratamento com citronelal. As barras
representam a média + EPM de 3 experimentos independentes. * representa p<0,05 em
comparacgao as células expostas apenas ao meio RPMI-1640 (controle).

Este aumento da adesdo foi observado em todas as subpopulagdes de
linfocitos (Figura 11), mas a analise dos dados revelou que apenas os linfocitos B220*
alcangaram um aumento estatisticamente significativo (Figura 11c), diferentemente

dos linfécitos T, observados nas figuras 10a e 10b.
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5.4 Efeito do citronelal sobre moléculas de adesao linfocitarias

As integrinas sdo moléculas de superficie celular, que por vezes atuam como
moléculas de adesdo célula-célula e célula-substrato (FUJITA et al., 2014;
MITROULIS et al., 2015). Em complemento a alteracédo da adeséo provocada pelo
tratamento com citronelal, investigou-se a modulag&o de duas integrinas de linfocitos

sob tratamento de citronelal.

Figura 12 — Expressao média de VLA-4 nos linfécitos.
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Nota: A analise da MIF do receptor VLA-4 ndo se mostrou alterada em comparagao as células expostas
apenas ao veiculo RPMI-1640 (controle). As barras representam a média + EPM da viabilidade
de 3 experimentos independentes.
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Figura 13 — Quantitativo de linfécitos positivos para VLA-4.
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Nota: O tratamento com citronelal reduziu a quantidade de células positivas para VLA-4, em
comparagao ao grupo controle, exposto ao veiculo. As barras representam a média + EPM da
viabilidade de 3 experimentos independentes. * representa p<0,05 em comparagéo ao grupo que
recebeu veiculo.

O tratamento com citronelal ndo alterou a quantidade média de moléculas VLA-
4 por célula, expressa pela MIF, como visto na Figura 12. No entanto, a quantidade
de células positivas para VLA-4 foi ligeiramente reduzida pelo tratamento com o
citronelal (Figura 13).

Quando foi avaliada a expressao de CDG62L, ndo foi observada qualquer
alteragao, na MIF ou na quantidade de células positivas para CD62L dos linfécitos

tratados com citronelal (Figuras 13 e 14).
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Figura 14 — Expressao média de CD62L nos linfocitos.
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Nota: A analise da MIF do receptor CD62L ndo se mostrou alterada em comparagao as células expostas
apenas ao veiculo RPMI-1640 (controle). As barras representam a média + EPM da viabilidade
de 3 experimentos independentes.
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Figura 15 — Quantitativo de linfécitos positivos para CD62L.
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Nota: O tratamento com citronelal nao alterou a quantidade de células positivas para CD62L em
comparagdo ao grupo controle, exposto ao veiculo. As barras representam a média £+ EPM da
viabilidade de 3 experimentos independentes.

5.5 Actina filamentosa

A migragao € um evento em que uma célula transita langando protrusdes que
estdo relacionadas a mudanga de sua forma. Para esses prolongamentos celulares,
sd0 necessarias proteinas de citoesqueleto, e a principal € a actina filamentosa (F-
actina) (ROUGERIE et al., 2013; AKHSHI et al.,, 2014; HOEFERT et al., 2016;
RAMIREZ-SANTIAGO, 2016).

Avaliou-se a quantidade da actina filamentosa em linfécitos tratados com
citronelal, com o uso da faloidina-FITC. Foi observado um aumento de F-actina, apés
o tratamento com citronelal (Figura 16). Em outras palavras, este resultado demonstra

o aumento da quantidade de F-actina e uma consequente redugéo de G-actina.
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Figura 16 — Efeito do citronelal sobre o conteudo de F-actina em linfécitos.

Média da Intensidade de fluorescéncia

Fonte:

450 - *%
400 -

*
350 -
300 T

Veiculo Citronelal

(0,65 uM)

Autor, 2016.

Nota: Apos a exposi¢ao dos linfécitos ao citronelal por 1 h, as células foram tratadas com faloidina-

FITC (1:400) por 40 minutos no escuro. Em seguida, as células foram avaliadas em citdbmetro de
fluxo. As barras representam a média + EPM de 5 experimentos independentes. ** representa
p<0,01 em comparagao as células expostas apenas ao meio RPMI-1640 (controle).

Figura 17 — Efeito do citronelal sobre a distribuicdao de subpopulagées de linfocitos com
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Figura 17 — Efeito do citronelal sobre a distribui¢do de subpopula¢ées de linfécitos com
aumento de citoesqueleto.
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Os subtipos CD4 (A) e CD8 (B) demonstraram aumento significativo de frequéncia populacional
nas células. * representa p<0,05 e ** representa p<0,01 em comparacao as células expostas
apenas ao meio RPMI-1640 (controle). As barras representam a média + EPM da viabilidade de
5 experimentos independentes.

O aumento do conteudo de F-actina promovido pelo citronelal observado na
Figura 16 esteve estatisticamente associado as subpopulagbes de linfocito CD4*
(Figura 17a) e CD8" (Figura 17b), enquanto o subtipo B n&o apresentou diferenca
estatistica (Figura 17c). Em outras palavras, o grafico exibe que os linfocitos T CD4*

e T CD8" sdo as células com aumento de F-actina observado anteriormente.
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Figura 18 — Conteudo de actina filamentosa nas subpopulacoes de linfécitos expostos
ao citronelal.

349
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Fonte: Autor, 2016.

Nota: Nas analises de F-actina de linfécitos, foi observado um decaimento peculiar, préximo ao valor
maximo de intensidade de fluorescéncia. Foi delimitada uma populagdo neste ponto, que
representou aproximadamente 5% das células analisadas, e para sua investigacdo, essa
subpopulagdo foi denominada F-actinaHGH,

Considerando que o filamento de actina, se for dividido em extremidade (+) (ou
“farpada”), centro e extremidade (-) (ou “aguda”), apresenta maior frequéncia de F-
actina na porcao central, é possivel identificar células com maior intensidade de
fluorescéncia, denominadas F-actinat'®" (ZEPEDA et al., 2014; HLUSHCHENKO;
KOSKINEN; HOTULAINEN, 2016; SHEKHAR; PERNIER; CARLIER, 2016).

Para delimitar esta populagdo F- actinat'®H, foi estabelecida no histograma de
intensidade de fluorescéncia obtido, uma gate préxima ao valor maximo do MIF onde
estdo aproximadamente 5% da populagao de linfécitos (Figura 18).

Uma analise na populagéo F-actinat!'®" mostrou que a quantidade de linfécitos
apresentando este fendtipo esteve significativamente elevada em linfocitos tratados
com citronelal (Figura 19a), e a analise de subpopulagbes demonstrou este efeito em
subtipos CD8* (Figura 19c) e B220* (Figura 19d), mas n&o em CD4" (Figura 19b),
assim revelando que o citronelal promoveu essa mudancga caracteristica do conteudo

de F-actina.
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Figura 19 — Quantitativo de linfécitos totais ou nas subpopulagées, com conteudo
aumentado de F-actina (F-actina"'®") apés exposigédo ao citronelal.
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Nota: Em (A), o tratamento com citronelal aumentou o nimero de linfécitos totais com este fendétipo;
Nas subpopulagdes de linfécitos, ndo foi observado aumento significativo em linfécitos T CD4+
(B), mas houve aumento em linfécitos T CD8+ (C) e B220+ (D). Uma gate representativa da
subpopulagdo F-actinat'H foi feita para obter a média de actina filamentosa de cada
subpopulagao, * representa p<0,05 e ** representa p<0,01 em comparagao as células expostas
apenas ao meio RPMI-1640 (controle). As barras representam a média + EPM da viabilidade de
5 experimentos independentes.
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6 DISCUSSAO

As substancias imunossupressoras se mostram essenciais ndo apenas como
anti-inflamatérias, mas também atuam reduzindo a rejeicdo de transplantes,
desordens autoimunes e determinados tipos de cancer (MORELLI; LARREGINA,
2016).

Embora boa parte da literatura acerca do citronelal esteja relacionada com
Oleos essenciais de plantas, os dados sdo consideraveis pois muitas vezes o citronelal
se apresenta como o componente majoritario de plantas como Cymbopogon nardus,
Corymbia citriodora, Eucalyptus citriodora (ALTSHULER et al., 2013). Porém, ao
comparar estes estudos com aqueles que usam citronelal puro, € preciso considerar
que a concentracdo de cada componente do 6leo é variavel ndo apenas de acordo
com a espécie, mas ainda pela parte da planta usada e seu estagio de
desenvolvimento, técnica de extragao, condig¢des climaticas e de ecossistema (TOLBA
et al., 2015; TRINDADE et al., 2015).

Nosso trabalho utilizou o citronelal puro obtido comercialmente para avaliar os
efeitos desta molécula isoladamente. Os efeitos podem se mostrar diferentes dos
trabalhos que utilizam 6leo essencial, que neste caso apresentariam agdes sinérgicas
com outras substancias presentes no 6leo essencial (TRINDADE et al., 2015).

Seal e colaboradores (2012) avaliaram a viabilidade de células epiteliais A549
expostas ao vapor de extratos de dleos essenciais, € o vapor de citronelal nédo
demonstrou toxidade, ao contrario dos vapores de neo-isopulegol, isopulegol e
citronelol. O trabalho de Batubara e colaboradores (2015), com ratos Sprague-Dawley,
nao encontrou alteracdo no ganho ou perda de massa, que sao fatores basicos de
indicagao de toxicidade de uma substancia, de modo que permite vislumbrar uma
seguranga quanto ao uso do citronelal.

Um trabalho de Altshuler (2013), com uso de enantidmeros isolados do
citronelal, testou doses de 6.9 a 55 yM de citronelal. A escolha de doses do presente
estudo foi influenciada por este trabalho, e os tempos foram avaliados com base nos
resultados do teste de viabilidade.

As avaliagdes demonstradas neste trabalho revelam que ndo ha reducgéo da
viabilidade de linfocitos, quando sdo expostos ao citronelal por uma hora (Figura 4),
ao contrario de exposi¢cdes mais prolongadas, como 6 horas (Figura 5) e 24 horas
(Figura 6).
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Estes dados serviram de parametro para escolha de dose e tempo de
exposi¢cao seguros para o linfocito, com o intuito de explorar o potencial terapéutico
que o citronelal exerceria hipoteticamente no tecido de um organismo vivo. Doses
semelhantes foram testadas em células HelLa e ndo demonstraram toxicidade (ZORE
et al., 2011).

Uma vez que a migragao € um parametro importante para a atuagéo do linfocito,
avaliou-se como o citronelal interfere na migragao espontanea (LAFOURESSE et al.,
2013; SAKAI; KOBAYASHI, 2015; RAMIREZ-SANTIAGO, 2016).

Uma reflexdo sobre a importancia dos linfocitos pode ser alcangada ao levar
em conta a Sindrome da imunodeficiéncia severa combinada (SCID), uma rara
desordem genética, congénita, em que ocorre perda da imunidade de células T e B.
Foi primeiramente reconhecida em humanos nos anos 1950. Bebés afetados
apresentam infecgdes recorrentes, diarreia, e falha geral sistémica e dificuldade de
desenvolvimento. Leva a morte em até dois anos, a menos que seja feito um
transplante de medula 6ssea com éxito (BOSMA; CARROLL, 1991).

Camundongos com SCID carecem de linfécitos T e B maduros ou funcionais,
mas alguns afetados apresentam atividade normal de células NK. Os 6rgaos linfoides
centrais e periféricos nao possuem linfécitos maduros, e praticamente ndo ha niveis
séricos de imunoglobulina, e alguns podem desenvolver linfomas (BOSMA;
CARROLL, 1991; FALK et al., 1995; CLAESSON et al., 1996).

Camundongos portadores de SCID apresentaram doenga inflamatoéria
intestinal, chegando ainda a ter alguma letalidade, ap6s receber linfocitos T CD4+ de
“clones” congénicos, (que diferem em apenas um lécus de um cromossomo), mas isso
nao foi letal quando houve a transfusdo de células esplénicas sem separagao
(CLAESSON et al., 2006).

A Sindrome de Omenn, condicdo semelhante a SCID, esta associada a
diferentes gendtipos mutantes. Os individuos afetados apresentam, no primeiro ano
de vida, diarreia frequente, pneumonite e prejuizo de desenvolvimento e
sobrevivéncia, entre outras condigbes, ou ainda ha raros individuos que nao
apresentam sintomas (PIROVANO et al., 2003; VILLA; NOTARANGELO; ROIFMAN,
2008).

Em alguns tipos de Sindrome de Omenn, ha deplegdo de células B, com
consequente prejuizo da resposta humoral e susceptibilidade a infec¢gées. Em outros
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tipos, ha expanséao clonal anormal de um ou mais tipos de linfécitos T. A inflamagao
cronica nestes pacientes se apresenta exagerada, e observa-se auséncia de
Linfocitos Treg e IL-10, e ainda dano tecidual por linfécitos T autorreativos. Ha
persistente dermatite, aliado a infec¢cdes bacterianas e fungicas recorrentes (VILLA,;
NOTARANGELO; ROIFMAN, 2008).

Powrie e colaboradores (1993) investigaram a influéncia da inje¢do de subtipos
de células T CD4*, constatando que o subtipo T CD4* CD45RB"9" foi responsavel por
ampliar a doencga crénica inflamatéria, levando ainda a morte. Ja a injecao de T CD4*
CD45RB"" nas mesmas condigbes, conferiu um perfil protetor a colite induzida no
estudo, evidenciando o carater heterogéneo e complexo dos subtipos de linfocitos.

Em animais comuns, lipopolissacarideos (LPS) estimulam respostas de
diversas células, aumentam niveis séricos de citocinas, e levam a alteracbes
patofisiologicas. Uma vez que animais SCID falham em responder a algumas
bactérias e outras ndo, Falk e colaboradores (1995) avaliaram a fase inflamatoéria
aguda nestes animais, mas foi visto que a injegdo de LPS nao alterou de forma
relevante a inflamacao na fase inicial de infecgcdes (FALK et al., 1995), evidentemente
devido ao papel do linfocito ser maior na imunidade adaptativa do que na inata.

Assim, os dados de Powrie e colaboradores (1993), Falk e colaboradores
(1995), Claesson e colaboradores (2006), entre outros, indicam a complexidade e a
importancia da homeostase do linfécito com as demais células do 6rgdo secundario,
de modo que o linfocito atua sob constante mudanga no organismo e inumeros
mecanismos de sub- e sobre-regulagdes, mas que certamente atuam de modo mais
relevante na fase crénica da inflamacao.

Os resultados deste estudo demonstraram o efeito quimiocinético do citronelal,
reduzindo significativamente a migracéo nos principais tipos de linfécitos maduros,
encontrados no linfonodo subcutaneo (Figura 7).

Este efeito se mostrou mais pronunciado em células T (3 a 4 vezes, Figura 8a
e 7b) do que em células B. Este resultado se apresenta bastante relevante e de
interesse, uma vez que o linfécito depende da migragao para executar a maioria das
suas funcdes no tecido inflamado. Nao obstante, a célula T € conhecidamente mais
relevante no processo inflamatério do que a célula B, pois produzem diversas
citocinas, ativam células, entre outras fungbes (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN,
2010).
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CXCL12 atua como quimioatraente, através do receptor CXCR4. Sinais
quimiotaticos atuam através de seus receptores cognatos resultando em
polimerizagdo e reorganizagdo do citoesqueleto e consequente formacgédo de
lamelipédio e uropddio celular (TAKAHAMA, 2006; FREELEY et al., 2012,
LAFOURESSE et al.,, 2013). Condi¢des inflamatérias levam a concentragdes
anormais de quimiocinas, e CXCL12 esta envolvido em desordens como esclerose
multipla, bem como na capacidade metastasica de alguns tipos de cancer, e 0
bloqueio da interacdo CXCL12-CXCR4 tem sido uma das opgdes terapéuticas
exploradas (LOMBARDI et al.,, 2013; GUYON, 2014; KHORRAMDELAZAD et al.,
2016).

O resultado experimento demonstrou o efeito do citronelal com significativa
reducao da migragao (Figura 7), e nas subpopulagdes avaliadas (Figura 8), mesmo
com o uso do CXCL12 (Figura 9).

Estes achados sdo compativeis com os dados de Melo e colaboradores (2011a)
e Quintans-Junior e colaboradores (2011), que, in vivo, observaram reducédo da
migragao leucocitaria com pré-tratamento de citronelal em camundongos.

Adesdo celular € um evento que precede outros eventos como invaséo,
migracgao, proliferacdo e, eventualmente, diferenciacdo (SMANIOTTO et al., 2006;
CARRE; LACARRIERE, 2012). Varios tipos de células aderem e movem-se em
superficies de poliestireno, polimero utilizado em frascos e placas de cultura celular,
como as utilizadas neste trabalho, e sua adesédo depende de fatores do material como
polaridade, carga energética livre e grupamentos quimicos presentes, entre fatores
presentes na célula, como a forma e plasticidade (CURTIS et al., 1983; LEE et al.,
1994; CARRE; LACARRIERE, 2012). J4 no comeco dos anos 80, com trabalhos como
o de Grinnell e Feld (1982), observava-se o efeito adjuvante da albumina, mesmo em
baixas concentragdes, tanto na adesdo celular como na adsorg&o da fibronectina a
superficie.

Escolhemos utilizar a albumina por servir tanto como suporte mecanico,
semelhante a estrutura da matriz extracelular, como por promover o bloqueio da
especificidade de ligacbes, promovendo a adesdao por ligagdes inespecificas
(IWASHITA et al., 2013).

Nossos dados revelam que o citronelal foi capaz de aumentar a adesao de
linfocitos (Figura 10). A analise da subpopulagdo revelou que, embora se possa
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sugerir aumento em todos os subtipos analisados, apenas o linfocito B220* (Figura
11¢) alcangou um aumento significativo no numero de células aderidas.

Estudar integrinas é relevante uma vez que algumas substéncias anti-
inflamatorias atuam regulando a expresséo ou conformagéo de integrinas. O VLA-4 é
uma integrina que pode se ligar a moléculas de matriz para facilitar a migracao de
linfocitos e adesao endotelial, bem como a sinapse imunoldgica entre células
apresentadoras de antigeno (MATSUNAGA et al.,, 2012; BROWN et al.,, 2014,
MITROULIS et al., 2015; SPADARO et al., 2015). Nas avaliagdes deste trabalho, o
citronelal ndo alterou a expressdao média de VLA-4 por célula (Figura 13), observado
pela Média de Intensidade de Fluorescéncia. No entanto, uma sutil reducdo foi
observada quando foi avaliada a quantidade de células expressando o VLA-4 (Figura
14).

Sabendo que integrinas como o VLA-4 alteram sua conformagado e, assim,
podem se apresentar com maior ou menor afinidade dependendo do seu estado de
ativacdo e de moléculas em contato, cabe ressaltar que a quantidade de células que
expressam o VLA-4 pode ser alterada de forma significativa quando em condigdes
diferenciadas (CARMAN; SPRINGER, 2003; MITROULIS et al., 2015).

Por outro lado, a exposi¢ao dos linfocitos ao citronelal ndo alterou a média da
expressao de CD62L por célula (Figura 14), nem tampouco a quantidade de células
apresentando este fenaétipo (Figura 15), indicando que o citronelal ndo teve qualquer
influéncia sobre esta molécula de superficie.

A reducdo de CD62L foi observada apds tratamento por Natalizumab, um
bloqueador de integrinas a4, usado no tratamento de esclerose multipla e outras
afeccgbes, e dados experimentais de Bauer e colaboradores (2009) suportam ainda
que o efeito terapéutico de bloqueadores de a4 no combate a doencgas inflamatérias
€ mediado pela inibigdo da migragao e recrutamento de células T (BAUER et al., 2009;
SOLER et al., 2009; MITROULIS et al., 2015; SPADARO et al., 2015; LIEBERMAN et
al., 2016).

Como foi abordado anteriormente, o evento de adesao € intrinsicamente ligado
ao fendbmeno da migracdo. Para ambos os processos, a célula necessita lancar
protrusdes do corpo celular, e este feito é realizado pelo citoesqueleto, onde a actina
se apresenta como a principal proteina. Além disso, integrinas como VLA-4 auxiliam
a ligacdo devido a interagdo do agrupamento de receptores se comunicar com

moléculas de citoesqueleto como vinculina ou actinina, facilitando a formagéo de
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pontos de adeséo focal (LAFOURESSE et al., 2013; HENDESI et al., 2015; GUNNING
et al., 2015; MITROULIS et al., 2015).

Além disso, modelos matematicos prediziam a modulagdo da migragdo em
decorréncia da adesdo, com reducdo da velocidade de adesé&o (DiIMILLA; BARBEE;
LAUFFENBURGER, 1991; GUPTON; WATERMAN-STORER, 2006). Com fraca
adesdo, a célula conta com pouca adeséo focal no lamelipddio e uropédio; Em adesao
demasiada forte, a contracdo nao é suficiente para desfazer as ligagbes em adesdes
focais para continuidade do movimento (GUPTON; WATERMAN-STORER, 2006;
MITROULIS et al., 2015).

Para as atividades migratorias, € necessario um dinamismo equilibrado de
actina globular e filamentosa, e um desequilibrio pode afetar o desempenho da
motilidade e permeabilidade celular (XU et al., 2013). Foi analisado neste trabalho o
efeito do citronelal em F-actina através da marcagcdo com Faloidina-FITC. O
tratamento com citronelal elevou significativamente a quantidade de F-actina nos
linfocitos, o que pode explicar, em parte, as alteragdes de adesdo e migragao.

De fato, é observado rearranjo do citoesqueleto de actina e consequente
polarizagao de linfécitos T quando ha, por exemplo, atividade do Antigeno 1 associado
a funcao linfocitica (LFA-1), e ativacdo de receptores de células T (TCR), e
quimiocinas (SMITH et al., 2005; MORIN et al., 2008; LAFOURESSE et al., 2013;
BROWN et al., 2014). Quimiocinas contribuem para a migragdo também por ativar
vias de sinalizagao intracelular que resultam em mudangas conformacionais de
receptores de integrina, que permitem adesdo celular a barreiras vasculares
(FREELEY et al., 2012).

A sensibilidade e importancia da actina é aproveitada por alguns patégenos,
como Salmonella sp. e alguns fungos, que induzem um rearranjo do filamento que
leva a facilitar a invasdo do microrganismo ou hifa na célula hospedeira. Cepas
enteropatogénicas de Escherichia coli também atuam, mesmo extracelularmente,
alterando o citoesqueleto de células para beneficio proprio. Por outro lado, varios
efetores e toxinas sdo conhecidos por induzir a resposta imune, como a ativagao de
NFkB, que é induzida pela despolimerizagcdo de actina. Estes e outros exemplos
demonstram que alteracbes da dindmica de actina promove consequéncias
significativas (JELENSKA; KANG; GREENBERG, 2014).
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Ha trabalhos como o de Escribese e colaboradores (2007), em que uma
alteracdo da dinamica de actina foi observada e, nas mesmas condi¢cdes, houve
também redugcao da migragao e da resposta inflamatoria.

Uma analise imunofenotipica das células com aumento de F-actina demonstrou
que este aumento esteve relacionado a subpopulacdes de linfocitos T CD4 e T CD8
(Figura 17).

A quantidade de F-actina pode ser inferida pela intensidade da fluorescéncia.
Dentre as células com aumento de F-actina (F-actina'®"), foi realizada uma analise
do conteudo de F-actina pela MIF de cada subpopulagdo, onde observou-se aumento
pronunciado em linfocitos T CD8 e linfocitos B (Figura 19).

No estudo de Gupton e Waterman-Storer (2006), foi considerada a relagao de
actina com a adesao, no entanto a alteracdo na adesao causaria influéncia na forca
contratil pela acdo da actina. Contudo, no nosso trabalho a F-actina se mostrou
alterada independente da adeséo, sugerindo uma relagdo de causalidade inversa,
levantando sugestdo de que o padrado alterado de actina acarretou em alteragdes na
adeséo.

A literatura e estudos mostram a importancia da cinética de
assimilagao/dissimilagcdo da actina no contexto da migracdo. No entanto, a
dissimilagao da actina se mostrou mais relevante que sua assimilagao, para uma
migracao eficaz (GUPTON; WATERMAN-STORER, 2006), e de modo semelhante o
citronelal poderia estar afetando este processo de dissimilagdo, uma vez que este
efeito causaria o aumento da adesdo concomitante a redugcdo da migracdo de
linfécitos, em geral, encontrados no nosso trabalho.

A alta concentragdo de F-actina é observada em especializagcbes como as
espinhas dendriticas, estruturas presentes em dendritos neuronais, onde é
comprovado haver um acumulo excepcional de actina filamentosa. Neste trabalho
também houve uma caracterizagdo de uma subpopulagdo de acordo com a
concentracao de F-actina, considerando ainda que a faloidina possui um limiar minimo
de marcagdo, de acordo com sua concentragdo (CAPANI et al, 2001;
HLUSHCHENKO; KOSKINEN; HOTULAINEN, 2016).

Neste estudo foi utilizada uma mistura racémica (+) do citronelal. Porém,
recentemente tem-se dado ateng¢ao a agao distinta entre os enantidmeros (+) e (-) do
citronelal, sendo uma possibilidade de extensdo futura deste trabalho. Altshuler e
colaboradores (2013) observaram efeitos enantiosseletivos do citronelal afetando
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microtubulos de células de planta Ref52 e células Hela, inibindo sua polimerizagao.
Embora se trate de células e uma molécula muito diferente, ainda € uma estrutura de
citoesqueleto, e uma avaliagado dos enantidmeros seria uma abordagem interessante
como complemento do trabalho. N&o obstante, microtubulos interagem com actina e
miosina para promover a assimetria propria da polarizagao celular (AKHSHI et al.,
2014; HLUSHCHENKO; KOSKINEN; HOTULAINEN, 2016).

Na regido central, ha geracéo de forga contratil pela associagdo de miosina a
filamentos de actina, gerando contragao dependente de ATP. Quanto ao uropddio,
ainda falta compreensdo do mecanismo completo, mas sabe-se que cicla
continuamente entre adesdo do substrato, retracdo e deadesdo do substrato
(LAFOURESSE et al., 2013; HLUSHCHENKO; KOSKINEN; HOTULAINEN, 2016).

As proteinas da familia de Cofilina/Fator despolimerizante de Actina (ADF)
atuam na porgao caudal do filamento de actina, despolimerizando-a (XU et al., 2013).
A via de sinalizacao PI3K/Akt desempenha papel importante no citoesqueleto celular,
permeabilidade, migragado, proliferacdo e apoptose, de modo que investigacdes
futuras poderiam abordar o papel desta via de sinalizagdo e da principal proteina da
familia ADF/Cofilina, a Cofilina-1 (XU et al., 2013; YANG et al., 2015).

O citoesqueleto de F-actina € modulado por outras familias de proteinas como
as proteinas de ramificagcado (ex: complexo Arp2/3 e profilinas), de separagao (ex:
cofilinas), confecgdo (gelsolina) e de empacotamento (plastinas), e ainda as
RhoGTPases como Rac1 e Rho (ESCRIBESE et al., 2007; LAFOURESSE et al., 2013;
ROUGERIE et al., 2013; GUNNING, 2015), demonstrando a complexidade

mecanismo de modulagao.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo indicam que o citronelal possui efeito anti-
inflamatorio em linfécitos murinos, reduzindo a capacidade migratoria, a partir da
alteracao da adesao celular, sendo uma importante causa, a alteragao do padréo de

fibras de actina.
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