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RESUMO

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas caracterizada por episódios
recorrentes de sibilos, falta de ar e tosse incessante. Estima-se que afete cerca de 300
milhões de pessoas em todo o mundo. Ervas medicinais e metabólitos secundários estão
ganhando considerável atenção devido ao seu potencial papel terapêutico e mecanismos
farmacológicos como ferramentas adjuntas aos broncodilatadores sintéticos. Buscando
estudar o efeito anti-inflamatório da casca de laranja (Citrus sinensis L.) como possível
medicamento para a melhora do tratamento asmático e levando em consideração que os
óleos essenciais possuem boa aceitabilidade no mercado e conservam características
primordiais das suas fontes, este trabalho visa avaliar o efeito do óleo essencial da
casca de laranja (OECL) na inflamação das vias aéreas desencadeada por alérgeno na
asma experimental em camundongos Swiss e BALB/c. O estudo foi realizado em
modelos experimentais nessas duas espécies, através da análise cromatográfica dos
compostos bioativos do OECL, presença de neutrófilos, eosinófilos e macrófagos nos
pulmões, presença de eosinófilos no lavado broncoalveolar (LBA), perfil das citocinas
interleucina (IL)-5, 10, 17, -1β e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) nos pulmões.
Através destes foi possível relatar que: o OECL é rico no terpeno D- Limoneno, a
análise do LBA das duas espécies de animais induzidas à asma demonstrou que o
tratamento com o OECL nas duas maiores doses (30 e 90 mg/kg) reduziu o número de
células inflamatórias para valores próximos ao encontrado nos animais do grupo
controle (sem estímulo alérgico), o resultado da peroxidase eosinofílica (EPO) no
tecido pulmonar do grupo dos animais sensibilizados e desafiados com ovalbumina
(OVA) foi significativamente maior quando comparada aos demais grupos, com
exceção dos grupos de animais tratados com o OECL que não apresentou nenhuma
diferença significativa. Além disso, o tratamento com o OECL nas doses de 10 mg/kg e
30 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente a atividade da mieloperoxidase
(MPO), quando comparado ao grupo OVA. Neste estudo demonstrou-se também que as
citocinas IL-10 e TNF-α comportaram-se de maneira semelhante no OECL e na
dexametasona (DEXA) e nas outras citocinas estudadas (IL-5,17 e -1β) não foi
encontrada uma correlação no OECL. Sendo assim pode-se concluir que o OECL é
capaz de reduzir a resposta inflamatória relacionada ao processo asmático.

Palavra- chave: Asma, citocinas, óleos de plantas, Citrus sinensis L.
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ABSTRACT

Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways characterized by recurrent
episodes of wheezing, shortness of breath and incessant coughing. It is estimated to
affect around 300 million people worldwide. Seeking to study the anti-inflammatory
effect of orange peel (Citrus sinensis L.) as a possible medicine to improve asthmatic
treatment and taking into account that essential oils have good acceptability in the
market and retain key characteristics of their sources, this work aims to to evaluate the
effect of orange peel essential oil (OECL) on allergen-triggered airway inflammation in
experimental asthma in Swiss and BALB/c mice. The study was carried out in
experimental models in these two species, through the chromatographic analysis of the
bioactive compounds of the OECL, presence of neutrophils, eosinophils and
macrophages in the lungs, presence of eosinophils in the bronchoalveolar lavage (LBA),
profile of cytokines interleukin (IL)-5, 10, 17, -1β and tumor necrosis factor alpha
(TNF-α) in the lungs. Through these it was possible to report that: the OECL is rich in
the terpene D-Limonene, the analysis of the LBA of the two species of animals induced
to asthma demonstrated that the treatment with the OECL in the two highest doses (30
and 90 mg/kg) reduced the number of inflammatory cells to values close to those found
in animals in the control group (without allergic stimulus), the result of Eosinophil
peroxidase (EPO) in the lung tissue of the group of animals sensitized and challenged
with ovalbumin (OVA) was significantly higher when compared to the other groups ,
with the exception of groups of animals treated with OECL, which did not show any
significant difference. Furthermore, treatment with OECL at doses of 10 mg/kg and 30
mg/kg was able to significantly reduce myeloperoxidase (MPO) activity when
compared to the OVA group. In this study, it was also shown that the cytokines IL-10
and TNF-α behaved similarly in OECL and in dexamethasone and in the other
cytokines studied (IL-5,17 and -1β) it was not found a correlation in OECL. Therefore,
it can be concluded that OECL is able to reduce the inflammatory response related to
the asthmatic process.

Keywords: Asthma, cytokines, plant oils, Citrus sinensis L.
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1. INTRODUÇÃO

A asma é uma doença inflamatória crônica das vias aéreas caracterizada por

episódios recorrentes de sibilos, falta de ar e tosse incessante (Mims, 2015). A

prevalência da asma aumentou nas últimas décadas e é atualmente uma das causas mais

comuns de morbidade respiratória no mundo (Nunes et al., 2017), atingindo indivíduos

de todas as idades (Tang et al., 2018), estima-se que afete cerca de 339 milhões de

pessoas em todo o mundo, e sua incidência continua a aumentar (The Global Asthma

Report 2018). Embora a etiologia da asma ainda não seja totalmente esclarecida, ela

está associada a fatores como exposição a alérgenos, fumaça de tabaco e arranjo do

microbioma, o que pode levar ao desenvolvimento da doença em indivíduos

geneticamente suscetíveis (Mims, 2015).

Os principais sintomas dessa patologia incluem a produção excessiva de muco,

levando a obstrução das vias aéreas (Doeing e Solway, 2013), que é diversas vezes

acompanhada por infiltração dessas por eosinófilos, mastócitos e linfócitos além do

espessamento das paredes brônquicas e hipertrofia/hiperplasia do músculo liso das vias

aéreas (Cheng et al., 2018). Durante esse processo a resposta inflamatória da asma

brônquica inclui a estimulação de reações do sistema imunológico, bem como a

produção e aumento da expressão de citocinas e quimiocinas (Xin, et al., 2018).

A patologia da condição asmática é caracterizada principalmente por um

desequilíbrio entre citocinas do tipo Th1 e Th2 (Lu, et al., 2019), visto que a inflamação

das vias aéreas está associada à estimulação de respostas imunes derivadas de células T

helper (Th) 2 e produção de interleucinas (IL)-4, 5 e 13 (Ku e Lin, 2016) e outras

citocinas, como IL-1 e 33, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e fator de crescimento

transformador beta (TGF-β), que desempenham um papel fundamental na fisiopatologia

das reações alérgicas (Verheijden et al., 2016; Tettamanti et al., 2018).

Os tratamentos mais utilizados para esta patologia são corticosteróides,

β-agonistas e antagonistas dos receptores de leucotrienos. Embora muito eficazes no

controle dos sintomas da doença, esses agentes sintéticos podem causar efeitos adversos

significativos aos pacientes. Além dos corticosteróides, que visam reduzir o processo

inflamatório, esses outros medicamentos atuam apenas para aliviar os sintomas

(McCracken, et al., 2017).



13

Nesse contexto, a fitoterapia tem sido usada para tratar a asma há vários anos

devido à sua fácil acessibilidade, baixa toxicidade e maior biodisponibilidade em

comparação com agentes sintéticos (Yu, et al., 2017). Recentemente plantas medicinais

e seus metabólitos secundários como terpenóides, alcalóides, flavonóides, saponinas e

compostos fenólicos, têm sido amplamente pesquisados ​​para o tratamento e manejo da

asma, devido às suas características promissoras e eficazes (De Almeida, et al., 2017;

Ye et al. , 2019). Há evidências crescentes da aplicabilidade de extratos vegetais na

modulação de interleucinas (IL) como IL-1β, 4, 5, 6 e 13 para gerenciar e tratar a

síndrome asmática usando sistemas experimentais in vivo e in vitro (Fouladi et al.,

2019), o que poderia levar ao desenvolvimento de novas substâncias terapêuticas para

reduzir a dependência dos tratamentos convencionais.

Vale ressaltar que os remédios fitoterápicos são uma forma popular de medicina

complementar ou alternativa para a asma e quase 40% dos asmáticos já usaram

remédios à base de ervas (Ernst, 1995). É sabido que frutas cítricas, tal como a laranja

(Citrus sinensis), possuem inúmeros compostos bioativos, que são capazes de auxiliar

no bom funcionamento do corpo humano, porém suas cascas são habitualmente

descartadas, sendo estas uma considerável fonte de substâncias anti-inflamatórias e

antioxidantes (Abeysinghe et al., 2007) com grande potencial fitoterápico. Também é

sabido que óleos essenciais extraídos de plantas são misturas de compostos voláteis,

contendo centenas de constituintes químicos bioativos. Graças à sua volatilidade, esses

óleos podem facilmente atingir o trato respiratório superior e inferior (Levy et al.,

2018), onde eles poderiam reduzir os níveis de células inflamatórias, Imunoglobulina E

(IgE) e citocinas que atuam diretamente na cascata inflamatória asmática, como IL-4, 5

e 13 (Horváth e Kamilla, 2015).

Buscando elucidar o efeito anti-inflamatório da casca de laranja como possível

medicamento para a melhora do tratamento asmático e levando em consideração que os

óleos essenciais possuem boa aceitabilidade no mercado e conservam características

primordiais das suas fontes, este trabalho objetiva investigar os efeitos do óleo

essencial da casca da laranja (OECL) no processo inflamatório na asma.
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1 Fisiopatologia da Asma

A asma vem se tornando um problema de saúde em nível mundial, acometendo

cerca de 300 milhões de pessoas (WHO, 2007). No Brasil, estima-se uma prevalência

de aproximadamente 20 milhões de asmáticos. Segundo o DATASUS, o banco de dados

do Sistema Único de Saúde (SUS), em média, cerca de 350.000 internações são devidas

à essa doença, representando a terceira ou quarta causa de hospitalizações pelo SUS

(SBPT, 2013).

Nas últimas 2 décadas, tem havido uma maior compreensão de que a asma é

uma condição crônica mediada imunologicamente para reparar as vias aéreas,

resultando em alterações inflamatórias e remodelação das vias aéreas. E essas

manifestações juntas, caracterizam e explicam as manifestações clínicas da asma. Os

mecanismos pelos quais fatores ambientais externos, juntamente com as complexas

ações genéticas, propagam o processo inflamatório que caracteriza a asma ainda estão

sob investigação. 

A resposta aumentada da IgE à fatores ambientais, como ácaros da poeira

doméstica, alérgenos de animais, mofo e animais de fazenda, contribui para

sensibilização à asma, exacerbando seus sintomas e atribuindo-a ao aumento da

reatividade das vias aéreas. A razão é que há um aumento da exposição a esses

alérgenos, mas há menos dados disponíveis sobre a causalidade. A poluição do ar e a

causa da asma também são menos claras. No entanto, fatores comportamentais como

tabagismo e obesidade podem aumentar o risco ao desenvolvimento da doença.

(Camargo et al., 1999; Gilliland et al., 2006).

Neste processo, há a participação ativa de elementos estruturais, como o epitélio e

músculo liso das vias aéreas, além do endotélio. Na fisiologia respiratória normal, a

complacência pulmonar é a vontade de os pulmões se distenderem, enquanto a

elastância é a capacidade dos pulmões de retornar à sua posição de repouso. Em

pacientes com asma, o mecanismo fisiológico muda devido à inflamação, diminuindo o

raio da via aérea (Grinnan and Truwit, 2005). Todos esses mecanismos juntos alteram

ligeiramente a complacência dos pulmões para aumentar o trabalho respiratório (Sinyor

and Perez, 2022).
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Assim, como um componente primordial para entendimento dos mecanismos

envolvidos no desenvolvimento da asma. O processo inflamatório das vias aéreas

abrange a estimulação de células imunes como neutrófilos, células dendríticas, basófilos

e eosinófilos, cada um presente em diferentes estágios de progressão da asma,

produzindo e secretando citocinas e outros fatores (Figura 1), respondendo de maneira

coordenada, embora disfuncional, através de uma série de vias de sinalização complexas

que facilitam a comunicação entre elas. (Xin et al., 2018). A característica imunológica

da asma é uma mudança de equilíbrio das citocinas de perfil T helper (Th)1 para Th2

(Jalali et al., 2013). O que ocorre é que as cascatas inflamatórias durante as crises de

asma estimulam o aumento da expressão de linfócitos do tipo T helper (Th) 2 (Xin et

al., 2018) que liberam citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13, causando inflamação das vias

aéreas decorrente de uma maior secreção de IgE (Lambrecht, 2015). O aumento da

produção dessas citocinas foi demonstrado em Lavado Broncoalveolar (LBA) e

biópsias de vias aéreas de pacientes com asma leve ou assintomática (Walker et al.,

1992). Vale ressaltar que além da asma alérgica eosinofílica, norteada pela liberação de

citocinas de perfil Th2 (Ku et al., 2016), foi relatado que as respostas imunes Th1 e

Th17 (Xin et al., 2018), com predominância de neutrófilos, ou combinada, com

neutrófilos e eosinófilos (Gungl et al., 2018), também podem atuar nessa patologia,com

uma resposta imune heterogênea (Russell et al., 2018; Xin et al., 2018).

Essencialmente, as citocinas orquestram e perpetuam a inflamação crônica das

vias aéreas (Barnes, 2018). Algumas citocinas como a IL-17 (Choy et al., 2015), IL-6

(Jevnikar et al., 2019), e interferon (IFN) –γ (Gauthier et al., 2017) são importantes

reguladoras do processo imunológico na asma. Concomitante a isso, a IL-10 é um

regulador primordial do equilíbrio entre as respostas imunes (NG et al., 2017).

Outra citocina reguladora do processo inflamatório na asma é a IL-4,

promovendo a diferenciação de linfócitos T em células Th2 com atração e ativação de

mastócitos e liberação de broncoconstritores, aumentando o nível de IgE, estimulando a

produção de imunoglobulinas, e liberação de citocinas de perfil Th2, como a IL-5 e

IL-13, enquanto reduz a atividade das citocinas derivadas de linfócitos Th1 (Wynn et

al., 2015).

As células Th1 inibem a resposta Th2 através da secreção de IFN-γ, IL-2 e fator

de crescimento transformador beta (TGF-β) e, portanto, o objetivo da terapia da asma

deve ser o equilíbrio Th1/Th2 (Randolph et al., 1999). Estudos experimentais recentes

mostraram que a manutenção do equilíbrio entre as respostas imunes Th1/Th2 poderia
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proteger contra exacerbações de asma (Rao et al., 2017) e vários ensaios objetivam

inibir citocinas derivadas de células Th2, como IL-4 e IL-5 (Rivera et al., 2011).

Nesse sentido, a utilização de substâncias funcionais, oriundas de plantas

naturais, são sugeridas para uso na prevenção ou tratamento da asma, a fim de melhorar

tal alteração na proporção das respostas Th1 e Th2 (Ku et al.,2017), visto que

tratamentos convencionais utilizados por um grande período estão relacionados a

predisposições de implicações não desejadas, como hiperglicemia, crise adrenal,

taquicardia, tremores musculares, convulsões, etc (Sharma et al.,2017).

Figura 1. IgE e seus mediadores desempenham um papel nas respostas do estágio inicial e

tardio da asma após a exposição a alérgenos. Adaptada de Hachim et al., 2022.
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Existem duas fases de uma exacerbação da asma, que incluem a fase inicial e a

fase tardia (Figura 1). Na fase inicial, também chamada de fase de sensibilização, os

anticorpos IgE específico para o alérgeno, produzidos pelas células B, se ligam aos

receptores de alta afinidade FcεR1 na superfície dos mastócitos e basófilos (Han et al.,

2017; Aun et al., 2017). Quando um poluente ou fator de risco é inalado, os mastócitos

liberam citocinas, histamina, prostaglandinas e leucotrienos e eventualmente

degranulam. Essas células, por sua vez, contraem o músculo liso e causam o

estreitamento das vias aéreas (Liu et al., 1991). Concomitante a isso, linfócitos Th2

desempenham um papel integral onde produzem, além das citocinas de perfil Th2

mencionadas, fatores de crescimento como fator estimulador de colônias de

granulócitos (GM-CSF), que auxiliam na comunicação com outras células e sustentam a

inflamação. As citocinas Th2 são necessárias para o desenvolvimento de eosinofilia das

vias aéreas e para estimular uma resposta inflamatória que resulta em asma (Ray e

Cohn, 1999). Dito isso, a IL-5, além de estimular o aumento da produção de IL-6,

possui diversas funções relacionadas eosinófilos (SO-HYEON et al., 2019), como

maturação, ativação, proliferação e persistência no tecido pulmonar, determinantes na

patologia da asma eosinofílica ou seja, é responsável pelo desenvolvimento e maturação

de eosinófilos na medula óssea e seus recrutamento para o pulmão e mucosa intersticial

durante a inflamação alérgica (Bok, et al., 2019). A IL-13 foi atribuída à remodelação,

fibrose, hiperplasia, produção de IgE por linfócitos B e eosinófilos e a produção de

muco no tecido pulmonar (Zhu et al., 1999; Zhang et al., 2019; Lin et al., 2015; Bok, et

al., 2019).

Nas horas seguintes do processo fisiopatológico da asma, ocorre a fase tardia, na

qual eosinófilos, basófilos, neutrófilos e células T auxiliares e de memória localizam-se

também nos pulmões, que realizam broncoconstrição e causam inflamação. Os

mastócitos também desempenham um papel essencial em trazer os reagentes de fase

tardia para os locais inflamados (Stewart et al., 1995). É fundamental reconhecer esses

dois mecanismos para direcionar a terapia e aliviar a broncoconstrição e a inflamação,

dependendo da gravidade da doença. Curiosamente, aqueles com vias aéreas mais

espessas ao longo do tempo têm uma duração mais longa da doença, devido a uma via

aérea mais estreita (Doeing et al., 2013).

Como resultado da inflamação e broncoconstrição, há uma obstrução do fluxo

aéreo, resultando em aumento do trabalho respiratório. A hiperresponsividade das vias

aéreas é uma característica crucial da asma, pois trata-se de uma resposta
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broncoconstritora exagerada. Há uma variedade de mecanismos que levam à

hiperresponsividade das vias aéreas, dos quais, o aumento da histamina dos mastócitos

ou ao aumento da massa muscular lisa das vias aéreas e aumento do cálcio livre

intracelular que promove a contratilidade das células musculares lisas das vias aéreas

(Doeing e Solway, 2013).

A remodelação ocorre pela transição das células epiteliais para mesenquimais,

aumentando o conteúdo de músculo liso (Kudo et al., 2013). Além disso, os eosinófilos

podem exacerbar ainda mais a remodelação das vias aéreas devido à liberação de TGF-β

e citocinas por interações com mastócitos. Esses mecanismos de remodelação das vias

aéreas são cruciais para a piora da inflamação e agravamento da asma ao longo do

tempo se não forem tratados e manejados corretamente (Doeing et al., 2013).

2.2 Tratamentos da Asma

A asma causa alterações nas vias aéreas (Panettieri et al., 2018) tais como

hiper-responsividade, obstrução reversível (Boyman et al,2015; Palomares et al.,2017)

recrutamento de células inflamatórias e produção excessiva de muco (Wang et al.,

2018). Tal patologia é tratada de diversas formas, e dentre os tratamentos destaca-se a

classe dos glicocorticoides, porém seu uso prolongado pode facilitar algumas infecções

que causam candidíase, rouquidão, osteopenia e lesões cutâneas (Vanfleteren et al.,

2018). Os β-agonistas e os antagonistas dos receptores de leucotrienos apresentam

eventos adversos menos frequentes, sendo os mais comuns, exacerbações de asma e

sintomas neuropsiquiátricos, mas eles precisam ser usados em conjunto com outros

medicamentos para aumentar sua eficácia (Leung et al., 2017).

A classe dos medicamentos β-agonistas inclui os de ação curta ou prolongada, O

mecanismo por trás dos beta-agonistas é que eles são receptores de proteína G que

ativam o AMPc. O cAMP então ativa o relaxamento do músculo liso por um

mecanismo não totalmente compreendido. A ideia por trás de um β-agonista é tentar

broncodilatar os pulmões do paciente quando eles se contraem durante um ataque de

asma (Moore et al., 2001).

Os glicocorticoides inalatórios e sistêmicos (por exemplo, budesonida) são usados

para diminuir a inflamação e a remodelação dos pulmões. O principal mecanismo de um

glicocorticóide é aumentar a produção de IL-10. Essa citocina tem o papel inibitório

para outras citocinas inflamatórias, além de ativação de células T e diferentes
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leucócitos, como mastócitos e eosinófilos (Moore et al., 2001). Esses efeitos diminuem

a inflamação e ajudam o paciente a respirar melhor a curto e longo prazo.

Os antagonistas muscarínicos bloqueiam o efeito inflamatório diminuindo a

atração e a vida das células inflamatórias, diminuindo a liberação de citocinas (D'Amato

et al., 2017). Os antagonistas muscarínicos podem ser combinados com um β-agonista

ou glicocorticóide para um efeito sinérgico (Sinyor and Perez, 2022).

Embora tenha sido demonstrado que os medicamentos para controle dos

sintomas podem melhorar fortemente qualidade de vida dos pacientes (controlando a

inflamação das vias aéreas, diminuindo a hiperresponsividade e gravidade das

exacerbações), é amplamente conhecido que eles não curam, portanto devem ser

tomados continuamente (Han et al., 2013). Todas essas terapias citadas destinam-se a

tratar a inflamação e a broncoconstrição, porém, considerando que a remodelação

brônquica ainda permanece insensível aos tratamentos atuais para asma, (Keramidas et

al., 2013) novas terapias são bem vindas para aumentar o leque de opções.

2.3 Modelos experimentais em Asma

Apesar dos estudos clínicos serem o objetivo das pesquisas científicas, na asma

não são capazes de esclarecer todos os aspectos da fisiopatologia da doença. Assim,

modelos animais foram desenvolvidos com o objetivo de investigar os mecanismos e

avaliar a segurança e eficácia das terapias antes de iniciar os ensaios clínicos. Várias

espécies de animais têm utilizado em modelos experimentais de asma, como Drosophila

melanogaster, no qual há um foco para o processo de remodelação das vias aéreas, por

se tratar de uma espécie que possui a arquitetura das vias aéreas simples e são ausentes

de imunidade inata e adaptativa (Ehrhardt et al., 2022). Outros animais como ratos

(Thakur et al., 2019), cobaias (Lui et al., 2022), gatos, cachorros, suínos, primatas e

equinos (Aun, et al., 2017). O principal achado dentre diversos estudos in vivo é que

linhagens de camundongos, como BALB/c, são adequadas para protocolos

experimentais de reações inflamatórias asmáticas. Modelos animais de camundongos

BALB/c têm sido usados extensivamente em doenças inflamatórias relacionadas à asma

com responsividade idêntica das vias aéreas e inflamação brônquica com hiperprodução

de citocinas Th2 (Gueders et al., 2009).

O alérgeno mais utilizado para indução da hiperresponsividade é a proteína

ovalbumina (OVA), por induzir intensa inflamação pulmonar alérgica (Aun, et al.,
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2017). Estudo em ratos, que adicionou o lipopolysaccharide (LPS) ao protocolo de

indução da asma com OVA obteve resultados obtiveram fenótipo da asma severa com

aumentada produção de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, bem como infiltração exacerbada

de eosinófilos, neutrófilos e linfócitos, quando comparado ao grupo OVA somente

(Thakur et al., 2019). No entanto, as espécies mais comuns estudadas nas últimas duas

décadas são camundongos, particularmente BALB/c. Modelos animais de asma tentam

imitar a fisiopatologia da doença humana, embora apresentem algumas limitações, são

ainda uma alternativa importante para estudo para elucidar os mecanismos

imunológicos e não imunológicos envolvidos na patogênese da asma e identificar

possíveis alvos para controlar inflamação alérgica (Nials and Uddin, 2008; Aun et al.,

2017).

2.4 Produtos naturais

Óleos essenciais são encontrados originalmente na natureza e podem ser

descritos como mistura de substâncias voláteis de hidrocarbonetos com ou sem

insaturações, álcool, aldeídos, ésteres, éteres, cetonas, óxidos, fenóis e terpenos (Köteles

et al.,2018), possuindo eficácia contra ácaros, vírus, bactérias e fungos. O seu consumo

vem aumentando gradativamente pela população, inclusive portadores de asma (Levy

et al., 2018), objetivando a melhora do sistema imunológico e, consequentemente da

alergia (Pina et al.,2018). Ressaltando que há muito tempo são empregados pela

população como tratamento alternativo para o sistema respiratório e infecções como

faringite, bronquite e sinusite (Köteles et al.,2018). Os óleos nos trazem diversas

possibilidades bioquímicas e farmacológicas que podem ter atividade nos mecanismos

fisiológicos e fisiopatológicos da asma.

Observa-se que metabólitos secundários de plantas, principalmente pertencentes

à classe dos flavonóides, podem ser considerados reguladores de alguns alvos

moleculares do sistema imunológico e exercer forte ação sobre a população de células

inflamatórias nas vias aéreas. Os flavonóides são a classe mais estudada de metabólitos

vegetais, podendo diminuir a expressão e produção de moléculas inflamatórias,

incluindo histamina e leucotrienos (Lago et al., 2014) e inibem a degranulação de

mastócitos e promovem a produção de citocinas Th1/Th2. Eles também regulam para

baixo a produção e atividade de mensageiros secundários ligados às vias aéreas de

inflamação e controlam o dano tecidual (Fortunato et al., 2012).
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Os polifenóis da estrutura dos flavonóides são especialmente eficazes nas vias

aéreas inflamatórias, pois há evidências substanciais de que estes desempenham um

papel importante na regulação das citocinas Th2, IL-4, IL-5 e supressão de níveis de

IgE e IgG1 em LBA (Magrone e Jirillo, 2012). De fato, os compostos flavonoides e

polifenóis são potentes moduladores de citocinas presentes na cascata de início da asma

e outras reações inflamatórias (Leyva-López et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do óleo essencial da casca de laranja (Citrus sinensis L.)

(OECL) na inflamação das vias aéreas desencadeada por alérgeno em modelo de asma

experimental com camundongos.

3.2 Específicos

Investigar o efeito do OECL no tratamento da asma em camundongos sobre:

- Caracterização por análise cromatográfica os compostos bioativos do OECL

- Presença de neutrófilos, eosinófilos e macrófagos nos pulmões;

- Presença de eosinófilos no lavado broncoalveolar (LBA);

- O perfil de citocinas IL-5, 10, 17, 1β e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α)

nos pulmões.
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4. MATERIAS E MÉTODOS

4.1 Material vegetal

Frutos de Citrus sinensis (L.) foram colhidos da fazenda agrícola de

Cristinápolis, Sergipe, Brasil e foram devidamente autenticados pelo Prof. Dr. Marcelo

Duarte Cavalcante, botânico da UFS. As cascas foram cortadas em pedaços, secas em

estufa (30°C) por 24 horas e pulverizadas em moinho elétrico.

4.2 Óleo essencial da casca de laranja (Citrus sinensis L.)

4.2.1 Extração do óleo essencial da casca de laranja (Citrus sinensis L.)

A extração do OECL foi realizada por meio da técnica de hidrodestilação com

aparelho de Clevenger modificado, onde 60 g de casca, devidamente seca e triturada,

junto com 450 ml de água destilada foram colocados em um balão de 1 L e aquecidos

em manta de aquecimento até a 100 °C e contadas três horas a partir do decaimento da

primeira gota até o fim da extração (BERISTAIN, 1996). O OECL foi armazenado em

um recipiente de vidro hermeticamente fechado a 4-5 °C até à sua utilização.

4.2.2 Compostos voláteis encontrados no óleo essencial da casca de laranja por

Cromatografia Gasosa acoplado ao detector por Espectrometria de Massas (GC-MS)

A análise dos compostos voláteis dos óleos essenciais foi realizada através da

injeção líquida na quantidade de 0,5 µL de amostra de OECL, diluída em hexano na

proporção de 1:1. Em um cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massas

da marca Varian (modelo 3900), equipado com coluna apolar (HP-5MS - 30 m x 25 mm

x 0,25 µm) com temperatura do injetor de 250 °C e programação de forno iniciando a

60 °C e subindo até 240 ºC a uma taxa de 3ºC/min. Os compostos foram identificados

por comparação dos espectros dos compostos, com os espectros disponíveis na

biblioteca NIST e também através do cálculo do índice de Kovats dos compostos

calculado através da injeção de um série homóloga de padrões de alcanos (C7-C30).
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4.3 Animais

4.3.1 Camundongos Swiss

Foram utilizados camundongos Swiss fêmeas (25-30 g), provenientes do

Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os animais foram

mantidos em condições controladas de temperatura (22 ± 2°C) e luminosidade (ciclo

claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ração e água antes dos experimentos. Os

animais permaneceram no laboratório para sua adaptação por um período de pelo menos

1 hora (h) antes da realização dos experimentos. O experimento foi aprovado pelo

Comitê de Ética em Pesquisa com Animal da Universidade Federal de Alagoas

(Processo nº 18/2019).

4.3.2 Camundongos BALB/c

Foram utilizados camundongos BALB/c, fêmeas, não prenhes, saudáveis e

pesando entre 20-30 g. Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade

Federal de Sergipe (UFS), após a aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal

da Universidade Federal de Sergipe, e mantidos no Laboratório de Farmacologia do

Processo Inflamatório da UFS. Os camundongos foram mantidos em gaiolas de

polipropileno, temperatura entre 21 ± 2 °C, 60 ± 5% de umidade e ciclo claro/escuro

de 12/12 horas, além de suprimento de ração e água ad libitum.

4.4 Modelos de Asma

4.4.1 Modelo de Asma Alérgica em camundongos Swiss

Os animais foram sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 através da administração

subcutânea de 200 µl de uma mistura contendo, 50 μg/animal de ovalbumina (OVA) e 5

mg/animal de hidróxido de alumínio (Al(OH)3) diluído em solução salina (NaCl 0,9%).

Nos dias 21, 22 e 23 após a primeira sensibilização, os animais foram anestesiados com

isoflurano inalatório e submetidos, por via intranasal, ao tratamento com salina (NaCl,
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0,9%), OECL, nas doses de 10, 30 ou 90 mg/kg ou budesonida (7,5 mg/kg) como

fármaco referência. Após 1 h cada tratamento, os animais foram provocados também

por via intranasal com salina ou OVA (50 µg/25 µl). No dia 24 foi realizada a eutanásia

e análises. A distribuição dos grupos tratados e o desenho experimental estão

demonstrados no quadro 1 e figura 2 respectivamente.

Quadro 1: Grupos experimentais utilizados no modelo experimental de asma alérgica
em camundongos Swiss

Grupo Desafio intranasal com
OVA Tratamento intranasal

SAL - Salina

OVA + Salina

BUD + Budesonida (7,5 mg/Kg)

OECL 10 + OECL (10 mg/Kg)

OECL 30 + OECL (30 mg/Kg)

OECL 90 + OECL (90 mg/Kg)

Os grupos experimentais foram compostos de camundongos Swiss fêmeas. Grupo SAL = solução salina
(NaCl, 0,9%); Grupo OVA = solução de ovalbumina (50 µg/25 µl). BUD = solução de budesonida. OECL
= óleo essencial da casca de laranja nas doses de 10, 30 ou 90 mg/kg.

1 7 14 21 22 23 24

||____________||_____________||____________||______||______||______||

Sensibilização Tratamento e Desafio Análises

Figura 2. Desenho experimental demonstrando a sensibilização nos dias 1, 7 e 14, o
tratamento e desafio nos dias 21, 22, 23 e as análises no dia 24 em camundongos
Swiss.

Após 48 h do último estímulo intranasal com OVA, os animais foram

eutanasiados através de aprofundamento da anestesia com injeção intraperitoneal de

tiopental (200 mg/Kg) (Thiopentax, Cristália) e tiveram a traqueia dissecada e canulada

para obtenção do LBA. O LBA foi obtido por três lavagens consecutivas com 0,5 mL de
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PBS com EDTA (10 mM). Em seguida, o lavado obtido foi centrifugado a 1500 rpm

(g), 4 °C por 10 minutos. No pellet foi adicionado 1 mL de PBS contendo EDTA (10

mM) para contagem de células. A contagem de leucócitos totais foi realizada em câmara

de Neubauer sob microscopia de luz, utilizando uma alíquota de células diluída em

solução de Turk (1:100). A contagem diferencial foi realizada em citoesfregaços

corados pelo método do Panótico e avaliados por microscopia de luz na objetiva de

×100.

4.4.2 Modelo de Asma Alérgica em camundongos BALB/c

O protocolo de indução teve duração de 24 dias. Os camundongos foram

sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 através de injeção intraperitoneal (i.p.) com 100 µg de

ovalbumina (OVA Grade V; Sigma – Aldrich) e 20 mg de hidróxido de alumínio

(AlOH3), solubilizados em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%). Posteriormente, nos

dias 21, 22 e 23, os camundongos foram anestesiados com solução de cetamina (2

mg/mL) e xilazina (1 mg/mL) e tratados com OECL nas doses de 30 ou 90 mg/kg por

via intranasal ou dexametasona (DEXA), 1h depois, foi realizado o desafio por via

intranasal (i.n.) com solução contendo apenas 100 µg de OVA em 25 µL de solução salina

estéril. O grupo controle foi submetido aos mesmos procedimentos, porém a

sensibilização e os desafios foram realizados somente com solução salina estéril

(Quadro 2). As coletas foram realizados no 24º dia, quando houve a eutanásia desses

animais para a coleta de sangue, do LBA e dos pulmões para as análises.
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Quadro 2: Grupos experimentais utilizados no modelo experimental de asma alérgica
em camundongos BALB/c

Grupos Sensibilização/Desafio/Tratamento Abreviações N

1 Camundongos sensibilizados e desafiados com salina.
Receberam solução salina durante o tratamento.

SAL 10

2 Camundongos sensibilizados e desafiados com OVA.
Receberam solução salina durante o tratamento.

OVA 10

3 Camundongos sensibilizados e desafiados com OVA.
Receberam dose de 30mg/kg de peso de OECL.

OVA +
OECL 30

10

4 Camundongos sensibilizados e desafiados com OVA.
Receberam dose de 90mg/kg de peso de OECL.

OVA +
OECL 90

10

5 Camundongos sensibilizados e desafiados com OVA.
Receberam dexametasona durante o tratamento

OVA +
DEXA

10

Os grupos experimentais foram compostos de camundongos BALB/c fêmeas. Grupo SA = solução salina
(NaCl, 0,9%); Grupo OVA = solução de ovalbumina (100 µg/25 µl). DEXA= solução de dexametasona.
OECL = óleo essencial da casca de laranja nas doses de 30 ou 90 mg/kg.

4.5 Análises

4.5.1 Obtenção do Lavado Broncoalveolar e contagem de leucócitos

Após 24 horas do último desafio, os camundongos foram anestesiados e o

sangue coletado através do plexo retro orbital para a obtenção do soro e quantificação

citocinas. Posteriormente, foi realizada traqueostomia para a coleta do LBA. Para

tanto, uma cânula foi inserida na traquéia através de um orifício formado e acoplada a

uma seringa de 1 mL. Logo em seguida foram realizadas cinco instilações

intratraqueais de 300 µL de PBS e BSA 3%, perfazendo um volume total de 1500 µL

lentamente injetado. O fluido do lavado recuperado (em média 1200 µL) foi mantido

em gelo e centrifugado por 10 min a 1500 rpm e 4°C. O sobrenadante do fluido

centrifugado foi coletado e armazenado a -80°C, para dosagens posteriores, e o pellet

de células foi ressuspenso em 200 µL de PBS com BSA 3%. Para contagem total de
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leucócitos no LBA, um volume de 10 μL da solução contendo o pellet ressuspenso foi

adicionado ao volume de 190 μL de líquido de Turk, cuja solução final foi utilizada

para contagem do número total de células. A contagem foi realizada em câmara de

Neubauer com o auxílio de microscópio óptico (aumento de 100x) e contador manual.

4.5.2 Contagem total e diferencial de leucócitos no sangue

Foi coletado 10 ul de sangue e adicionado em 190 ul de líquido de turk para

contagem total em câmera de Neubauer. Além disso, cerca de 5 ul foi usado para

realização do esfregaço sanguíneo. As lâminas foram coradas com H&E para

contagem diferencial de leucócitos.

4.5.3 Ensaio de atividade da Mieloperoxidase pulmonar

A quantificação do acúmulo de neutrófilos no pulmão foi determinada pelo

ensaio da mieloperoxidase (MPO), de acordo com Camargo et al. (2014). Após 24h do

último desafio, os animais foram anestesiados e perfundidos com 50 ml de tampão

PBS-HEPARINA (0,1%). Em seguida amostras do pulmão foram coletadas, pesadas,

cortadas em pequenos pedaços e homogeneizadas em tampão fosfato (50 mM, pH 6,0)

com 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamônio (HTAB), na proporção de 1 mL de

HTAB para cada 50 mg de tecido, com auxílio de um homogeneizador de tecidos

Polytron® (13000 rpm). O homogenato foi centrifugado (2 min a 14000 rpm, 4°C) para

a obtenção do sobrenadantes e, em uma placa contendo 96 poços, 10 µL do

sobrenadante foi adicionado a 200 µL de uma solução contendo dihidrocloreto de

ο-dianisidina (0,167 mg/mL, preparada em PBS 50 mM contendo 0,005% de H2O2).

As alterações nos valores das absorbâncias detectadas a 460 nm foram registradas com

leitor de microplaca (Synergy MX®, Biotek, USA), com intervalos de 30 segundos por

10 min. Uma UMPO foi considerada como a quantidade de enzima que degrada 1

μmol de H2O2/min.
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4.5.4 Ensaio de atividade da Peroxidase Eosinofílica no Lavado Broncoalveolar

A Peroxidase Eosinofílica (EPO) foi estimada no LBA, de acordo com método
inicialmente descrito por Strath et al. (1985). Em uma microplaca contendo 96 poços
foi adicionado 100 µL de uma solução de substrato contendo o-fenilenodiamina
dihidrocloreto - OPD (0.1 mM) - e Triton X-100 (0.1%), na presença de H2O2 (1 mM)
solubilizados em Tris– HCl (0,05 M, pH 8.0), a 50 µL de amostra do sobrenadante do
LBA. A reação foi incubada por 30 min a 37°C e interrompida com a adição de 50 µL
de ácido sulfúrico (4 M), sendo a densidade óptica da reação analisada a 492 nm
(BOŠNJAK et al., 2009; STRATH et al., 1985).

4.5.5 Ensaio da Determinação da Peroxidase Eosinofílica pulmonar

A atividade de EPO foi estimada no LBA e no tecido pulmonar de acordo com

o método descrito por Strath et al. (1985). Após coletado tecido pulmonar e

conservação no gelo, para a obtenção do homogenato, 100 mg do lobo esquerdo do

pulmão foi homogeneizado utilizando 1 mL de PBS e 0,05% de Tween 20. As

amostras foram centrifugadas a 440 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante

armazenado para quantificação de citocinas e quimiocinas. O pellet formado foi

ressuspendido novamente em 1 mL de PBS e 0,05% de Tween 20, homogeneizado e

centrifugado a 440 g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet

ressuspendido em 1,9 mL/100 mg de tecido de HTAB 0,5 % em PBS e

homogeneizado. Após a homogeneização, as amostras foram congeladas em nitrogênio

líquido e descongeladas em banho-maria a 37°C.

4.5.6 Quantificação de citocinas

As citocinas IL-5, 10, 17, TNF-α e IL-1β foram avaliadas no sobrenadante do

homogenato do pulmão. Para o ensaio de citocinas, 50µL do sobrenadante foi

adicionado à placa de 96 poços de alta ligação, com o anticorpo de captura

previamente aderido, e a placa bloqueada. Após isso, as amostras foram incubadas por

3 a 24 horas, lavadas e adicionadas ao anticorpo de detecção. Em seguida, o conjugado

foi adicionado à placa e por último, o substrato, para revelação da cor. As placas foram
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analisadas no espectrofotômetro, em O.D, de acordo com o protocolo do fabricante

(Peprotech®).
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5. RESULTADOS

5.1 Identificação dos compostos presentes no Óleo Essencial da casca de Laranja

Na Tabela 1 estão listados os compostos identificados no óleo essencial da casca

de laranja (OECL) de acordo com os padrões utilizados. Como pode ser verificado,

dentre os compostos, observa-se uma predominante presença do terpeno D- Limoneno

(Área % = 99,15).

Tabela 1: Compostos voláteis encontrados no óleo essencial da casca de laranja
(OECL) por GC-MS.

# Composto LRILit LRIExp.
Área

(%)
1 α-Pineno 937 929 0,490
2 Sabineno 976 968 0,148
3 (-)-β-Pineno 981 985 0,146
4 β-Mirceno 990 1002 0,009
5 3-Careno 1009 1007 0,054
6 D-Limoneno 1025 1026 99,153

Índice de retenção linear experimental (LRI Exp., do inglês Linear Retention Index
Experimental); Índice de retenção linear da literatura (LRILit., do inglês Linear Retention
Index Literatura).

5.2 Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja sobre o infiltrado inflamatório

do lavado broncoalveolar de camundongos Swiss submetidos ao modelo de asma

alérgica induzida por ovalbumina

Em um primeiro momento, foi investigado a influência do OECL sobre o

infiltrado inflamatório do LBA de camundongos Swiss submetidos ao modelo de asma

alérgica induzida por ovalbumina (AAIO) (Figura 3). Nesse sentido, a análise de

variância de uma via (ANOVA one way) demonstrou que existe diferença significativa

na quantidade total de leucócitos e diferencialmente nas contagens de células

mononucleares, eosinófilos e neutrófilos no LBA entre os grupos. O teste de

comparações múltiplas de Tukey entre os pares de média dos grupos demonstrou que o

LBA de animais induzidos à AAIO e tratados com veículo (Grupo OVA) exibiu um

acúmulo no número de células inflamatórias representado por aumento na contagem
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total de leucócitos e, diferencialmente, na quantidade de células mononucleares,

eosinófilos e neutrófilos, quando comparados ao grupo controle (p ˂ 0,05).

O tratamento com o OECL nas duas maiores doses (30 e 90 mg/kg) reduziu

significativamente, para valores próximos ao encontrado nos animais do grupo controle

(sem estímulo alérgico), o acúmulo de células inflamatórias no LBA. Como esperado, o

tratamento com budesonida (7,5 mg/Kg), fármaco de referência, reduziu

significativamente o infiltrado inflamatório no LBA.

Figura 3: Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja (OECL) sobre o número total de
leucócitos e sobre a contagem de células mononucleares, eosinófilos e neutrófilos no lavado
broncoalveolar (LBA) de camundongos Swiss submetidos ao modelo de asma induzida por
Ovalbumina (AAIO). Os animais foram tratados com o OECL (OECL, 10, 30 e 90 mg/Kg),
budesonida (7,5 mg/Kg) ou salina por via intranasal 1 h antes de cada desafio intranasal com
OVA. As barras representam a média ± E.P.M de no mínimo 4 animais. As diferenças
estatísticas foram detectadas com ANOVA seguida com o teste de Tukey. (+) representa
p<0,001 quando comparado ao grupo desafiado com salina. (**) representa p<0,01, (***)
representa p<0,001 quando comparados ao grupo desafiado com OVA e tratado com salina.

5.3 Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja sobre o número total de

leucócitos no lavado broncoalveolar de camundongos BALB/c submetidos ao

modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina

Buscou-se avaliar a influência do OECL sobre o número total de leucócitos no

LBA de camundongos BALB/c submetidos ao modelo de AAIO (Figura 4). Para tanto, a

análise de variância de uma via (ANOVA one way) demonstrou a presença de diferença
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significativa na quantidade total de leucócitos no LBA entre os grupos [F 4,42 = 7,185, p

= 0,002]. O pós-teste para comparações múltiplas de Tukey entre os pares de média dos

grupos, como esperado, evidenciou que o infiltrado de células inflamatórias no LBA

dos animais sensibilizados e desafiados com OVA foi significativamente maior quando

comparado ao grupo de animais sensibilizados e desafiados com veículo (Salina)

(0,6756 ± 0,1269 versus 0,1730 ± 0,03340 x 106 leucócitos por LBA, respectivamente, p

< 0,001). Como esperado, o infiltrado de células inflamatórias no LBA dos animais

sensibilizados e desafiados com OVA, mas tratados com dexametasona (OVA + Dexa),

foi reduzido significativamente quando comparado ao grupo de animais sensibilizados e

desafiados com OVA (0,2520 ± 0,03514 versus 0,6756 ± 0,1269 x 106 leucócitos por

LBA, respectivamente, p < 0,01). Ainda, o tratamento com o OECL nas doses de 10

mg/kg (OVA + OECL 10) e 30 mg/kg (OVA + OECL 30), 24 horas após o último

desafio, foi capaz de reduzir significativamente o quantitativo de leucócitos do LBA,

quando comparado ao grupo OVA (OVA versus OVA + OECL 10: 0,6756 ± 0,1269

versus 0,3025 ± 0,04720 x 106 leucócitos por LBA, respectivamente, p < 0,01; OVA

versus OVA + OECL 30: 0,6756 ± 0,1269 versus 0,3830 ± 0,0773 x 106 leucócitos por

LBA, respectivamente, p < 0,05).
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Figura 4: Influência do Óleo Essencial da Casca de Laranja (OECL) sobre o número total
de leucócitos no lavado broncoalveolar (LBA) de camundongos BALB/c submetidos ao
modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina (AAIO). Os dados, expressos como
média ± E.P.M, representam a quantidade de leucócitos no LBA mensuradas 24h após o último
dia de desafio. Análise estatística: ANOVA one way seguida pelo pós-teste de Tukey. (***) p <
0,001 versus Salina; (##) p < 0,01 versus OVA; (#) p < 0,05 versus OVA; (##) p < 0,01 versus
OVA. Salina (n=10); OVA (n=9); OVA + OECL 10 (n=8); OVA + OECL 30 (n=10); e, OVA +
Dexa (n=10). Salina: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 20 mg de Al(OH3)
solubilizado em 100 µl de salina estéril, administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados
nos dias 21, 22 e 23 com 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.); OVA:
animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em
100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos
dias 21, 22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal
(i.n.); OVA + OECL 10: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA
adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via
intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e tratados com OECL na dose de 10 mg/kg de massa
corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do desafio; OVA + OECL 30: animais sensibilizados
nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23
com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e tratados
com OECL na dose de 30 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do desafio;
OVA + Dexa: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg
de Al(OH3) em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e
desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por
via intranasal (i.n.) e tratados com dexa 2 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal, 1 hora
antes do desafio;
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5.4 Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja sobre a atividade da

mieloperoxidase no tecido pulmonar de camundongos BALB/c submetidos ao

modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina

Ao investigar o efeito do OECL sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) no

pulmão de camundongos BALB/c submetidos ao modelo de AAIO após 24h do último

dia de desafio (Figura 5), a análise de variância de uma via (ANOVA one way)

apresentou o seguinte resultado: [F 4,15 = 17,12, p < 0,0001]. A análise do pós-teste

demonstrou que a atividade da MPO do grupo dos animais sensibilizados e desafiados

com OVA foi significativamente maior quando comparado ao grupo de animais

sensibilizados e desafiados com veículo (Salina) (7,600 ± 0,6853 versus 1,388 ± 0,1276,

respectivamente, p < 0,0001). Como esperado, a atividade da MPO dos animais

sensibilizados e desafiados com OVA, mas tratados com dexametasona (OVA + Dexa),

foi reduzida significativamente quando comparado ao grupo de animais sensibilizados e

desafiados com OVA (3,455 ± 0,4305 versus 7,600 ± 0,6853, respectivamente, p <

0,001). Ademais, o tratamento com o OECL nas doses de 10 mg/kg (OVA + OECL 10)

e 30 mg/kg (OVA + OECL 30), 24 horas após o último desafio, foi capaz de reduzir

significativamente a atividade da MPO, quando comparado ao grupo OVA (OVA versus

OVA + OECL 10: 7,600 ± 0,6853 versus 3,843 ± 0,8342, respectivamente, p < 0,01;

OVA versus OVA + OECL 30: 7,600 ± 0,6853 versus 4,428 ± 0,3273, respectivamente,

p < 0,01).



36

Figura 5: Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja (OECL) sobre a atividade da
mieloperoxidase (MPO) no tecido pulmonar de camundongos BALB/c submetidos ao
modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina (AAIO). Os dados, expressos como
média ± E.P.M, representam a atividade de MPO pulmonar mensurada 24h após o último dia de
desafio. Análise estatística: ANOVA one way seguida pelo pós-teste de Tukey. (****) p < 0,0001
versus Salina; (###) p < 0,001 versus OVA; (##) p < 0,01 versus OVA. Salina (n=4); OVA (n=4);
OVA + OECL 10 (n=4); OVA + OECL 30 (n=4); e, OVA + Dexa (n=4). Salina: animais
sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 20 mg de Al(OH3) solubilizado em 100 µl de salina estéril,
administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 25 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.); OVA: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com
100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%)
administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 100 µg de
OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.); OVA + OECL 10: animais
sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl
de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21,
22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e
tratados com OECL na dose de 10 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do
desafio; OVA + OECL 30: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA
adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via
intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e tratados com OECL na dose de 30 mg/kg de
massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do desafio; OVA + Dexa: animais sensibilizados
nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23
com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e tratados
com dexa 2 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do desafio;
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5.5 Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja sobre a atividade da peroxidase

eosinofílica no tecido pulmonar de camundongos BALB/c submetidos ao modelo de

asma alérgica induzida por ovalbumina

Com o objetivo de mensurar o efeito do OECL sobre a quantidade de eosinófilos

presentes no tecido pulmonar, o conteúdo de EPO foi determinado em amostras

pulmonares coletadas 24h após o último dia de desafio. Para tanto, através do teste

estatístico ANOVA one-way, obteve-se o seguinte resultado: [F 4,79 = 18,55, p ˂ 0,0001].

Como pode ser observado na Figura 6, a análise do pós-teste mostrou que o conteúdo de

EPO no tecido pulmonar do grupo dos animais sensibilizados e desafiados com OVA foi

significativamente maior quando comparado ao grupo de animais sensibilizados e

desafiados com veículo (Salina) (0,6956 ± 0,06711 versus 0,1227 ± 0,01132,

respectivamente, p < 0,0001). Como esperado, o conteúdo de EPO no pulmão dos

animais sensibilizados e desafiados com OVA, mas tratados com dexametasona (OVA +

Dexa), foi reduzido significativamente quando comparado ao grupo de animais

sensibilizados e desafiados com OVA (0,4879 ± 0,04103 versus 0,6956 ± 0,06711,

respectivamente, p < 0,05). Enquanto nenhuma diferença estatisticamente significativa

foi observada entre os conteúdos de EPO dos grupos de animais tratados com o óleo

essencial da casca de laranja nas doses de 10 mg/kg (OVA + OECL 10) e 30 mg/kg

(OVA + OECL 30), 24 horas após o último desafio, quando comparados ao grupo OVA

(OVA versus OVA + OECL 10: 0,6956 ± 0,0671 versus 0,5919 ± 0,06346,

respectivamente, p = n.s.; OVA versus OVA + OECL 30: 0,6956 ± 0,0671 versus 0,5684

± 0,06278, respectivamente, p = n.s.).
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Figura 6: Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja (OECL) sobre a atividade da
peroxidase eosinofílica (EPO) no tecido pulmonar de camundongos BALB/c submetidos ao
modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina (AAIO). Os dados, expressos como
média ± E.P.M, representam a atividade de EPO no tecido pulmonar mensurada 24h após o
último dia de desafio. Análise estatística: ANOVA one way seguida pelo pós-teste de Tukey.
(****) p < 0,0001 versus Salina; (#) p < 0,05 versus OVA. Salina (n=19); OVA (n=20); OVA +
OECL 10 (n=9); OVA + OECL 30 (n=19); e, OVA + Dexa (n=17). Salina: animais
sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 20 mg de Al(OH3) solubilizado em 100 µl de salina estéril,
administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 25 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.); OVA: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com
100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%)
administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 100 µg de
OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.); OVA + OECL 10: animais
sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl
de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21,
22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e
tratados com OECL na dose de 10 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do
desafio; OVA + OECL 30: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA
adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via
intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e tratados com OECL na dose de 30 mg/kg de
massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do desafio; OVA + Dexa: animais sensibilizados
nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina
estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23
com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e tratados
com dexa 2 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do desafio;
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5.6 Efeito do Óleo Essencial da Casca de Laranja sobre as citocinas IL-5, 10, 17,

TNF-α e IL-1β no tecido pulmonar de camundongos BALB/c submetidos ao

modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina

Com o objetivo de verificar a existência de correlação de citocinas presentes no

tecido pulmonar dos animais dos grupos experimentais 24 horas após o último desafio,

a Correlação de Pearson foi realizada e os resultados estão representados na Figura 7,

nos painéis de A-F. Verificou-se a presença de correlação estatisticamente significativa

nos seguintes cenários: entre IL-10 e TNF-α no grupo de animais submetidos à AAIO e

tratados com OECL na dose de 30 mg/kg de massa corpórea (OECL 30) (p = 0,0242; r

= 0,7741; IC 95% = 0,15 a 0,95) (Figura 7, Painel A); entre IL-5 e IL-17 (p = 0,0019; r

= 0,9062; IC 95% = 0,55 a 0,98), IL-10 e TNF-α (p = 0,0013; r = 0,8630; IC 95% =

0,51 a 0,96), IL-17 e TNF-α (p = 0,0136; r = 0,8157; IC 95% = 0,26 a 0,96), IL-17 e

IL-10 (p ˂ 0,0001; r = 0,9799; IC 95% = 0,89 a 0,99), e, por fim, entre IL-1β e IL-17 (p

= 0,0144; r = 0,8119; IC 95% = 0,25 a 0,94) (Figura 7, Painéis de B a F,

respectivamente), no grupo de animais submetidos à AAIO e tratados com

dexametasona (DEXA).
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Figura 7. Efeito do óleo essencial da casca de laranja (OECL) sobre a concentração de
citocinas no tecido pulmonar de animais submetidos ao modelo de asma induzida por
Ovalbumina (AAIO) 24 horas após o último desafio. Análise estatística: Correlação de
Pearson. Entre IL-10 e TNF-α no grupo OECL 30 mg/kg, i.n, (Painel A) (n = 10); Entre IL-17 e
IL-5 no grupo DEXA (Painel B) (n = 10); Entre TNF-α e IL-10 no grupo DEXA (Painel C) (n =
10); Entre IL-17 e TNF-α no grupo DEXA (Painel D) (n = 10); Entre IL-17 e IL-10 no grupo
DEXA (Painel E) (n = 10); Entre IL-1β e IL-17 no grupo DEXA (Painel E) (n = 10). OECL:
OECL; AAIO: asma alérgica induzida por ovalbumina; OECL 30: animais sensibilizados nos
dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de Al(OH3) em 100 µl de salina estéril
(NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e desafiados nos dias 21, 22 e 23 com
100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por via intranasal (i.n.) e tratados com
OECL na dose de 30 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal, 1 hora antes do desafio;
Dexa: animais sensibilizados nos dias 0, 7 e 14 com 100 µg de OVA adsorvida a 20 mg de
Al(OH3) em 100 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) administrado por via intraperitoneal (i.p.) e
desafiados nos dias 21, 22 e 23 com 100 µg de OVA em 25 µl de salina estéril (NaCl 0,9%) por
via intranasal (i.n.) e tratados com dexametasona 2 mg/kg de massa corpórea, por via intranasal,
1 hora antes do desafio;



41

6. DISCUSSÃO

O D- Limoneno foi o terpeno mais prevalente no óleo da casca laranja, este

achado encontra-se em concordância com diversos estudos. Simas et al., 2017,

determinou o teor e composição química dos óleos essenciais de 11 espécies, dentre 15

variedades de frutas cítricas e, foi verificado a principal substância dos óleos cítricos

estudados por eles, o limoneno. Conforme Mehl et al., 2014 o limoneno compõe de

30% a 97% dos óleos essenciais de espécies cítricas, sendo na maioria das vezes a

principal substância química dos óleos essenciais desse tipo de espécie. Vale ressaltar

que a Food and Drug Administration (FDA, 2015) considerou o limoneno um composto

seguro para administração, sendo seu uso autorizado como inseticida natural e como

repelente, pela U.S. Environmental Protection Agency (EPA, 1993)

A análise do LBA das duas espécies de animais induzidas à asma e tratadas com

veículo (Grupo OVA) exibiu um acúmulo no número de células inflamatórias maior

quando comparada aos demais grupos, já o tratamento com o OECL nas duas maiores

doses (30 e 90 mg/kg) reduziu o acúmulo de células inflamatórias no LBA para valores

próximos ao encontrado nos animais do grupo controle (sem estímulo alérgico). Como

esperado, o tratamento com o fármaco de referência em ambas espécies, reduziu

significativamente o infiltrado inflamatório no LBA. É importante ressaltar que os

flavonoides, presente significativamente no OECL através do Limoneno, podem ter

atividade sobre a regulação do sistema imunológico em alguns pontos e atuar de forma

expressiva sobre as células inflamatórias nas vias aéreas.

Os flavonoides são a classe mais estudada de metabólitos vegetais, que podem

diminuir a expressão e produção de moléculas inflamatórias, incluindo histamina e

leucotrienos (Lago et al., 2014). O tratamento da asma alérgica com Gleditsia sinensis

L., planta rica em flavonoides, induziu a redução significativa no número de células

inflamatórias das vias aéreas no LBA em um modelo animal asmático (Lee et al., 2011).

Pré e pós-tratamentos com safranal, um componente ativo do Crocus sativus Linn.

(Iridaceae), reduziu a infiltração celular nas vias aéreas (Bukhari et al., 2015). O extrato

hidroetanólico de Mandevilla longiflora (Desf.) Pichon (Apocynaceae), rico em

componentes flavonoides como hesperidina, naringina, rutina, naringenina e luteolina,
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neutralizaram significativamente o processo inflamatório no pulmão induzido por OVA

e a resposta do tipo Th2 (De Almeida et al., 2017).

A inflamação causada pela asma alérgica tem como principais colaboradores os

eosinófilos (YANG et al., 2013) e sua atividade foi mensurada através da EPO.

Demonstrou-se que o resultado da EPO no tecido pulmonar do grupo dos animais

sensibilizados e desafiados com OVA foi significativamente maior quando comparado

aos demais grupos, com exceção dos grupos de animais tratados com o OECL que não

apresentaram nenhuma diferença significativa. A maior parte dos estudos encontrados

apresentaram uma redução de eosinofilia no pulmão dos camundongos, tais estudos

analisaram extratos de diversas plantas (Jantan et al., 2015, Heo et al., 2008, Rogerio et al.,

2008, Huang et al., 2008) e óleos essenciais, como o óleo essencial de C. verbenacea (Rogerio

et al., 2009), e o óleo essencial de lavanda, cuja inalação diminuiu significativamente os

eosinófilos no LBA e tecido pulmonar em camundongos asmáticos (Ueno-Iio et al.,

2014).

As citocinas orquestram e perpetuam a inflamação crônica das vias aéreas

(Barnes, 2018), através de cascatas inflamatórias durante as crises de asma que incluem

a estimulação de reações do sistema imunológico com aumento da produção e

expressão de linfócitos T auxiliares (Th) 2 (Xin et al., 2018), que é caracterizada por

uma liberação de citocinas Th1 e Th2 e desequilíbrio funcional, com maior secreção de

citocinas Th2, causando inflamação das vias aéreas, resultando em infiltração, ativação

e diferenciação de eosinófilos, IgE e secreção de muco (Lu et al., 2019).

O óleo da casca da laranja foi analisado com ênfase em sua ação sobre a

regulação das citocinas IL-5, 10, 17, TNF-α e IL-1β. Neste estudo demonstrou-se que

as citocinas IL-10 e TNF-α comportaram-se de maneira semelhante no óleo da casca de

laranja e na dexametasona, (figura 7), ou seja o OECL comportou-se de maneira

semelhante ao fármaco de referência utilizado, demonstrando assim atividade

anti-inflamatória satisfatória relacionada a estas citocinas. Já em relação a outras

citocinas estudadas (IL-5,17 e -1β) não foram encontradas correlações significativas em

relação ao OECL, por fatores ainda desconhecidos pelos autores. O objetivo de estudar

tais citocinas seria avaliar a ação do OECL sobre elas visto que a IL-5 desempenha um

papel fundamental no desenvolvimento e migração de eosinófilos e se correlaciona com

a gravidade da inflamação eosinofílica (Sanderson, 1992), a IL-10 é produzida
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principalmente por células Th2, embora a secreção de IL-10 possa inibir a produção de

IL-1β e TNF-α (Iyer e Chen, 2012), o TNF-α é considerado um mediador importante

em asmáticos, sendo produzido por células do tipo TH1, sendo capaz de induzir a

inflamação das vias aéreas, aumentar a secreção de muco e ativar macrófagos (Chung et

al., 2015).

Por estarem altamente envolvidas no processo inflamatório asmático, as

citocinas são amplamente discutidas em grande parte de estudos que envolvem essa

patologia. Nos últimos anos os estudos associando a melhora do processo inflamatório

asmático a produtos naturais vem crescendo, sendo cada vez mais discutido a função

destes compostos na cascata inflamatória que envolve as citocinas. O óleo essencial de

Angelicae sinensis (Oliv.) foi capaz de desempenhar um papel benéfico na patologia

nos ratos sendo utilizado como tratamento em ratos sensibilizados com OVA, e foram

observadas melhoras nas características clássicas que são alteradas na asma, tais como

melhora na função pulmonar, elevação dos níveis de IL-10 no LBA e no pulmão dos

animais asmáticos (Wang et al., 2015). Outros óleos essenciais estudados demonstraram

sua capacidade anti-inflamatória em estudos in vivo. O óleo de perila diminuiu a

inflamação broncoalveolar, diminuindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias

(Chang et al., 2008). A timoquinona também demonstrou o aumento da IL-10 em

camundongos sensibilizados e desafiados com OVA (EL Gazzar et al., 2006). O

farnesol, outro composto natural, um álcool sesquiterpênico amplamente presente em

frutas, vegetais e óleos essenciais (Duncan e Archer, 2008) restaurou os níveis de

diversas citocinas, entre elas IL-10 e TNF-α em LBA em camundongos sensibilizados e

desafiados com OVA, sugerindo que este pode ter potencial para modular o equilíbrio

Th1/Th2 nos pulmões (Ku e Lin, 2015). Camundongos tratados com limoneno (maior

composto encontrado no OECL) reduziram os níveis de IFN-γ, IL-5, IL-13 e TGF-β e

de eosinófilos nos pulmões em um modelo de asma (Hirota et al., 2012).

Vale destacar os monoterpenos alcoólicos citronelol, α-terpineol e carvacrol,

amplamente presente em plantas dos gêneros Cymbopogon, Eucalyptus e Origanum,

que são utilizados para o tratamento de doenças inflamatórias (Guimarães et al., 2013).

Citronelol, α-terpineol e carvacrol modulam a migração de eosinófilos e diminuem os

níveis de TNF-α na cavidade pleural de camundongos desafiados com OVA. Esses

efeitos podem estar associados à capacidade dos monoterpenos de inibir alvos

importantes de mediadores inflamatórios e podem ser potenciais candidatos a drogas
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que estejam associadas a terapia de inflamação alérgica e asma. Tais estudos

corroboram com o fato de que compostos naturais, assim como o OECL, são capazes de

melhorar o quadro inflamatório relacionado ao equilíbrio de citocinas, especialmente

IL-10 e TNF-α.

Tais estudos demonstram a necessidade de aprofundar pesquisas em torno dos

óleos essenciais, especialmente o OECL, para elucidarmos melhor seu mecanismo de

ação e suas funções anti-inflamatórias para que possamos explorar da melhor forma

possível suas características anti-asmáticas em benefício da população e indústria. A

fitoterapia tem sido utilizada para tratar a asma devido à sua acessibilidade a populações

de baixa renda e baixa toxicidade percebida (Yu et al., 2017). Os óleos essenciais se

encaixam perfeitamente nesse perfil.
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7. CONCLUSÃO

O óleo essencial da casca da laranja mostrou-se capaz de reduzir grande parte

dos eventos inflamatórios investigados, causados pela asma alérgica, tanto em

camundongos swiss quanto em camundongos BALB/c. Foi possível visualizar através

dos resultados acima citados o possível potencial efeito anti-inflamatório do óleo

essencial da casca da laranja em seres humanos.

Estudos vêm demonstrando que extratos vegetais, de forma geral, mostram-se

capazes de regular a reatividade respiratória, reduzindo a cascata de eventos

inflamatórios relacionados ao processo asmático ou potencializando as condições

pulmonares. Este estudo demonstrou que a pesquisa científica, em torno dos óleos

essenciais de plantas medicinais ricas em compostos polifenólicos, como os

flavonóides, deve ser aprofundada pois estes têm demonstrado uma promissora ação

anti-inflamatória capaz de reduzir células inflamatórias e possivelmente modular as

citocinas Th1/Th2 além de oferecer novas opções terapêuticas, se seus mecanismos

farmacológicos e de segurança farmacológica para uso clínico forem melhor

demonstrados. A tradução desses resultados para humanos por meio da realização de

ensaios clínicos é necessária para estimular o desenvolvimento de pesquisas

relacionadas às plantas medicinais visto que há uma lacuna científica com a escassez de

estudos para corroborar essa abordagem para os fabricantes de medicamentos e

pacientes.
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