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Mendoza de Lima, Mariana. AGAO DO B-CARIOFILENO SOBRE A VIABILIDADE E
PROLIFERAGAO DE FIBROBLASTOS. 2019. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Biotecnologia) — Universidade Federal da Integragdo Latino-Americana, Foz do Iguacu,
2019.

RESUMO

A pele é um 6rgao extremamente importante, com iniUmeras fungdes bioldgicas e uma delas
€ nos proteger. Quando ocorre injuria neste tecido, a pele sofre varios processos bioldgicos,
entre eles destaca-se o processo de inflamacéao, a proliferagao e a reepitelizagao, no qual
possuem como finalidade a cicatrizacao. Este trabalho de concluséo de curso, consiste em
fazer uma breve pesquisa do potencial do agonista B-cariofileno, em ativar o receptor
canabindide 2 e assim melhorar o processo de cicatrizagao de feridas. A pesquisa sera
baseada em testes realizados in vitro em células fibroblasticas retiradas de pulméo de rato,
de linhagem MRC-5. Durante os testes foi utilizado um método simples de MTT para avaliar
a viabilidade e a proliferacao das células MRC-5 quando em contato com diferentes tempos
e concentracbes do composto [(-cariofileno. Observou-se que o agonista B-cariofileno
possui a caracteristica de reduzir o processo inflamatoério, induzir a proliferacdo de

fibroblasto, podendo melhorar o processo de reepitelizagao.

Palavras-chave: Cicatrizacdo, [-cariofileno, receptor canabindide 2, viabilidade,

proliferacao.



Mendoza de Lima, Mariana. ACCION DE B-CARIOFILENO ACERCA DE
VIABILIDAD Y PROLIFERACION DE FIBROBLASTOS. 2019. Documento de
conclusién del curso (Biotecnologia) - Universidad Federal de Integracion

Latinoamericana, Foz do Iguacgu, 2019.

RESUMEN

La piel es un érgano extremadamente importante con numerosas funciones biolégicas
y una de ellas es protegernos. Cuando se produce una lesion en este tejido, la piel
sufre varios procesos bioldgicos, entre ellos el proceso de inflamacion, proliferacion y
reepitelizacion, en el cual su propdsito de curar. Este trabajo de curso consiste en una
breve investigacion del potencial del agonista de B-cariofileno, activando el receptor 2
de cannabinoides y mejorando asi el proceso de curacién de heridas. La investigacion
se basara en pruebas in vitro en la cepa MRC-5 de células fibroblasticas de pulmén
de raton. Se us6 un método MTT simple durante las pruebas para evaluar la viabilidad
y la proliferaciéon de las células MRC-5 cuando estan en contacto con diferentes
tiempos y concentraciones del compuesto de B-cariofileno. Se observé que el agonista
de B-cariofileno tiene la caracteristica de reducir el proceso inflamatorio, inducir la

proliferacion de fibroblastos y puede mejorar el proceso de reepitelizacion.

Palabras clave: Curacién, B-cariofileno, receptor cannabinoide 2, viabilidad,

proliferacion.
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1 INTRODUGAO

A pele é o maior érgéo do corpo humano, sendo responsavel por revestimento, pela
protecdo, regulagdo da temperatura, sensibilidade e ainda pelo controle de perda de agua.
(Robbins,1975). Ela representa 15% do peso corpéreo sendo composta essencialmente,
de trés grandes camadas: uma camada superior — a epiderme; uma camada intermediaria
— a derme; e uma camada profunda, a hipoderme ou tecido celular subcutaneo (Sampaio
et al., 2000). Assim, pode-se observar a representagédo das trés camadas na figura 1.

A camada superior da pele € a epiderme, sendo constituida por um epitélio
estratificado pavimentoso cuja espessura apresenta variagdes topograficas ao longo do
organismo (Candi et al., 2005; Sampaio et al., 2000). A epiderme nao possui vascularizagéao
e é constituida por alguns tipos celulares, que possuem diferentes origens embrionarias.
Aproximadamente 80-85% da epiderme é constituida de queratindcitos, 10-13 % de
melandcitos, 4% de células de Langerhans e 1% de células de Mercke. Sua principal
funcdes é conferir resisténcia e impermeabilidade (Freinkel e Woodley, 2001; Koster e
Roop, 2004; Rosa et al., 2014).

A derme é subdividida na porgao papilar e a porcao reticular, ambas sao formadas
por fibras colagenas, fibras elasticas e matriz extracelular, que sao produzidas por
fibroblastos, possuem vasos sanguineos e linfaticos, nervos e érgaos sensoriais, tem como
funcao conferir elasticidade e resisténcia (Da Costa et al.,2009; Rosa et al.,2014). Na sua
constituicdo ha o envolvimento de polissacarideos (hialuronidatos e condroitinsulfatos),
substancia fundamental (glicoproteinas, proteoglicanas e glicosaminoglicanas), material
fibrilar (fibras colagenas, fibras elasticas e fibras reticulares), receptores sensoriais (ex.:
corpusculos de Meissner, corpusculos de Pacini), células dérmicas (fibroblastos), vasos
sanguineos e linfaticos (Proksch et al., 2008).

Os fibroblastos sé@o as principais células que compdem a derme, estes sintetizam
diferentes macromoléculas que entram na constituicdo da matriz celular, como por exemplo,
o colageno e a elastina. Durante um processo inflamatério ocorre o aumento da proliferagao
e da atividade de fibroblastos devido a acédo de alguns mediadores pré-inflamatérios como
a interleucina-1a (IL-1a) e interleucina-1B (IL-1B) (Debenedictis et al., 2001; Freinkel e
Woodley, 2001; Haake et al., 2001; Nestle et al., 2009).

A Ultima camada da pele € a hipoderme, que possui adipdcitos que confere

amortecimento, protecdo mecanica, térmica e define formas ao corpo (Rosa et al., 2014).
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Figura 1: Esquema representativo das camadas da pele, suas células e anexos
(Adaptado de Freinkel e Woodley, 2001).

A pele é a primeira barreira exposta ao meio externo e esta constantemente sujeita
a lesdes e invasao de patdgenos que podem gerar diversas desordens inflamatdrias. Nesse
contexto, a pele é muito mais do que simplesmente uma barreira fisica passiva entre o meio
externo e interno, mas também uma extensao do sistema imunolégico (Williams e Kupper,
1996). Portanto, a pele possui um papel importante na manutencéo e desenvolvimento da
defesa contra invasores e/ou lesdes, desencadeando um processo inflamatério que é
produzido e mantido pela interagdo de varios tipos celulares residentes como: terminagdes
nervosas, queratindcitos, fibroblastos, mastécitos, células endoteliais e macrofagos
(Bhagwat et al., 1999; Buckle e Hedgecock, 1997; Puignero e Queralt, 1997). Tanto estas
células que compde a epiderme, como outras células também residem e/ou migram em
resposta aos mais variados estimulos nas quais incluem: os linfécitos, macréfagos,
neutrofilos e eosindfilos, sendo essas células elementos da resposta de defesa inata ou
adquirida e se encontram em maiores quantidades em processos inflamatérios agudos e
cronicos (Nickoloff e Nestle, 2004; Perera et al., 2012).

A imunidade pode ser dividida em: imunidade inata e imunidade adquirida. A
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imunidade inata ou natural € conhecida por sua rapidez na resposta, e a mesma € composta
por: barreiras (pele, superficie da muscosa e microbiota), componentes celulares (fagocitos,
células dendriticas, células NK), componentes moleculares (citocinas, quimiocinas e as
proteinas do complemento e de fase aguda). O reconhecimento de invasores se faz logo
apos a passagem da barreira epitelial assim que o agente infeccioso alcanga o tecido
subjacente. Em seguida, mecanismo efetores sdo responsaveis por reconhecer e matar os
agentes infecciosos através da fagocitose. Posteriormente, na fase inflamatoéria ocorrem o
recrutamento celular e producdo de mediadores para o aumento do fluxo sanguineo
produzidos por células residentes no local. Ja na resposta adquirida ou adaptativa, ocorre
mais tardiamente e como principais caracteristicas tem-se a especificidade e a meméoria.
Suas principais células séo os linfocitos e as células apresentadoras de antigenos (APCs),
que sao extremamente importantes na identificacdo dos antigenos (Cruvinel et al, 2010).
Os principais mecanismos da resposta imune adquirida sdo: resposta imune celular
(antigenos exdgenos e enddgenos), resposta imune humoral, acdo dos anticorpos,
imunizagdo, imunizagdo passiva (natural ou artificial) e imunizagdo ativa (natural ou
artificial) (Abbas et al, 2008).

A alteracdo na integridade da pele, membrana, mucosa ou nos tecidos e 6rgaos é
denominada ferida, classificada de acordo com a etiologia ou ato: meios (mecanicos,
térmicos, quimicos, traumaticos, cirurgicos e radiogénicos), patologias subjacentes
(diabetes mellitus, insuficiéncia vascular crbénica, imunoldgicas e dermatoldgicas), grau de
contaminacgao (contaminadas e ndo contaminadas), profundidade das lesdes (superficial ou
profunda), tempo de existéncia e processo de cicatrizagao (agudas ou cronicas) (Roerhrs,
2016)

Quando é causada uma lesao na pele, ocorre o0 rompimento dos vasos sanguineo e
a perda de comunicacdo entre as células adjacentes, formando assim uma ferida, e
algumas partes que constituem o tecido s&do perdidos, logo é necessario a reconstituigao
desse tecido que sofreu injuria (Da Costa et al.,2009). Nessa etapa a cicatrizagao é quem
vai fazer o reparo do tecido, que envolve a regeneracédo de células especializadas que
substituirdo o tecido lesado por um novo, e por fim, ocorrerao diversos processos biolégicos
como a finalidade de reparacgao tecidual, como: inflamacgao, proliferacdo e remodelagao
(Lins et al, 2010).

A primeira fase do processo de cicatrizagao € a fase inflamatoria. No primeiro instante

apos a lesao, ocorre o influxo sanguineo contendo plaquetas, que auxiliam no processo
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para que possa cessar o sangramento, para assim permitir a hemostase. As plaquetas sao
responsaveis pela secrecao de citocinas tanto dos tecidos locais quanto dos vasos
sanguineos, para que assim seja atraido neutrofilos e macréfagos para a regido lesada
(Jones et al.,2019). Assim, pode-se dividir a fase inflamatdéria em duas etapas que possuem
mecanismos diferentes, sao eles: mecanismos vasculares e celulares (Maria De Fatima et
al, 2008).

Os mecanismos vasculares, incluem a formag&o de um coagulo de fibrina e a propria
coagulagao, processo este realizado com participacdo de plaquetas. Quando ocorre a
lesdo, a matriz extracelular (MEC) é exposta e este é responsavel por ativar o colageno
fibrilar e a fibronectina. Apos a ativacdo, ocorre a acdo de mediadores vasoativos, de
proteinas de adesao e ativacdo de diversas enzimas. Na intencdo de interromper o
sangramento, ocorre a ativagdo da rede de coagulacéo, através da ativagdo em tecidos
lesados do fator Xl e fator tecidual. As células plaquetarias por sua vez sao responsaveis
por secretar inumeros fatores de crescimento com a intencdo de restabelecer o tecido e
assim conferir a cicatrizagcao (Balbino et al, 2005).

A proxima etapa sdo os mecanismos celulares, onde se tem a presenca de
leucdcitos, neutréfilos, mondcitos e macrofagos, essas células sao responsaveis por
secretar citocinas, fatores de crescimento e ainda limpar os detritos e restos celulares
presentes na lesdo (Molinaro et al, 2009)

Na proliferagdo ocorre a deposicdo de matriz extracelular pelos fibroblastos e
migracao de queratindcitos, diferenciacdo do neo-epitélio e reestruturagcdo da membrana
basal, nesta fase os mecanismos celulares vao predominar e assim sera criada uma nova
barreira, chamada reepitelizagao, havendo a formagao de novos vasos e remodelacao da
derme (Catarino, 2015).

Na fase de reepitelizagdo, a migragdo de queratinécitos € uma etapa importante.
Dessa forma, ocorre mudancas nas estruturas dos queratinécitos, como: alongamento da
célula, perda do contato célula-célula e célula-matriz, com posterior formacéao de filamentos
de actina. Logo, alguns fatores colaboram para esta migragdo, como; os receptores de
integrinas, as metaloproteinases (MMPs) e MEC proviséria formada por fibrina, fibronectina
e colageno tipo V (Laureano e Rodrigues, 2011).

Ap0ss a migragao celular, acontece a reestruturagao da membrana basal, onde ocorre
a ligagao das células ao substrato subjacente e a diferenciagdo do neo-epitélio, que tém o
intuito de estabilizar a derme na sua antiga forma e faz com que os queratinécitos voltem a
ter adeséao (Peterle, 2017).
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Para permitir que o fluxo sanguineo volte a fluir normalmente, é preciso o
crescimento de novos vasos (fase da angiogénese). No entanto se tem a ativagédo e
proliferacdo das células endoteliais, formagao da estrutura tubular do vaso e reconstrugao
da membrana basal. Os novos vasos formados, serdo responsaveis por sintetizar o tecido
de granulagao através de nutrientes e células inflamatdrias que serao recrutadas. Fatores
de crescimento vao atuar nesta fase, como por exemplo VEGF. Estes irdo influenciar de
forma direta na migracao de células endoteliais, interferindo na expressao de integrinas e
de forma indireta na manutengao da integridade das células endoteliais (De Mendonca e
Coutinho-Netto, 2009)

E na fase de reepitelizacdo que se tem a sintese de colageno e outras proteinas que
constituem a MEC. Os fibroblastos migram e proliferam na regido de coagulo de fibrina que
foi formado assim que ocorreu a ferida. Imediatamente, ocorrem alteragdes nestes
fibroblastos que por sua vez ajudarao na sintese de proteinas, e na contragao da ferida por
sua morfologia de miofibroblasto (Laureano e Rodrigues, 2011).

Para finalizar o processo de cicatrizacdo tem-se a fase de remodelagao, que consiste
na producao e deposicdo de novos elementos da MEC para uma nova pele saudavel.
Assim, o tecido é cicatrizado e entdo sao restabelecidas as fung¢des da pele (Isaac, 2010).

Bramante e colaboradores (2010), em estudo realizado através de um corte em peles
de camundongo, observaram ao sétimo dia uma camada de coloragao eosinofilica espessa,
com restos celulares e tecido de granulagédo na regido do conjuntivo, conclui-se que ao
sétimo dia ha um avanco do processo de reparagao tecidual. Ja ao décimo quarto dia apds
aincisao, é possivel observar um revestimento de epitélio do tipo estratificado pavimentoso,
com camada queratinizada. Ao mesmo tempo que, no tecido conjuntivo subjacente notava-
se a presenca de tecido de granulagao ja em fase de maturagéao e a partir destes resultados,
concluiram que o tecido ja esta totalmente reparado (BRAMANTE et al.,2010). Portanto,
considera-se o tempo de cicatrizagdo completa, em média de 14 dias.

Atualmente, existem diversos métodos para tratar lesdes cutaneas. Dentre eles, os
métodos biofisicos estdo sendo alvos de estudos. Um deles € o campo eletromagnético
pulsado, e quando feitos testes in vivo e in vitro, observa-se que este método atua na
proliferagao celular, na produgao de miofibroblastos e deposig¢ao de fibras colagenas tipo 1
e diversos outros parametros relacionados a cicatrizagdo, como por exemplo:
vascularizagdo, alinhamento de fibrilas e colageno, tensdo e espessura da feirda. Os
resultados, portanto, superam os métodos do grupo controle (Kwan et al, 2019).

Outra alternativa € o ultra-som, quando avaliado sua eficiéncia, como por exemplo
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cicatrizacao de feridas em ratos, os parametros como a migragao de fibroblastos e tecido
de granulacdo, que é a via pelo qual este método interfere, os resultados sdo positivos.
Observa-se a migracéo, proliferacédo de fibroblastos e a densidade vascular. Os resultados
nem sempre sdo mais eficientes, uma vez que nao se vé diferenca entre o tamanho das
feridas nos grupos tratados com terapia padrao. Portanto, mesmo com alguns resultados
positivos, a utilizacdo do mesmo ndo supera os métodos padrdo, sendo, portanto,
insatisfatorio como método para cicatrizagdo de feridas (Kwan et al, 2019).

Existe ainda, a radiagdo infravermelha, que foi testada in vivo e in vitro. Os resultados
dos testes em animais foram satisfatorios, uma vez que houve uma rapida cicatrizagao,
pois, este método age estimulando a produgao de colageno, influenciando no aumento da
migracao celular, da viabilidade tecidual, aumentando a vasculariza¢ao e ainda atuando na
reducao da inflamacao. Apesar de alguns dos aspectos utilizando métodos biofisicos serem
positivos, tais métodos ndo podem substituir tratamentos padréo ja existentes, pois sua
eficiéncia € menor ou igual aquelas ja utilizadas (Kwan et al, 2019)

As células tronco sio atuais alvos de pesquisa, uma vez que possuem o potencial
de se diferenciar em diversos tipos de células e tecidos, e tem uma alta capacidade de auto-
renovacao. Por esse motivo sao tao estudadas para terapia. Para células-tronco estaminais
existem diversos tratamentos desenvolvidos ao que se refere a lesdo dérmica. Entre eles
destaca-se: géis, sprays, esponjas, camaras de silicone, hidrogel adesivo e um adesivo
extracelular. Acredita-se que as células-tronco agem reduzindo a inflamagdo e ainda
estimulam a produgao de MEC, o que de fato € um resultado positivo. Em contrapartida,
acredita-se também que células-tronco mesenquimais agem aumentando a inflamacgao e
estimulando as citocinas que consequentemente promovem a granulagao (Jones et al.
2019).

Quando citado métodos in vitro, tem-se a utilizagdo de papaina para tratamento de
feridas. A papaina atua diretamente na degradag¢ao de componentes da matriz extracelular
em cultura de fibroblastos humanos. Apds uma exposigdo das MMPs (metaloproteinases)
a diferentes concentragdes da papaina, as células expostas a papaina obtiveram
crescimento celular favoravel sem prejudicar o tecido. Isso ocorre por que as MMPs fazem
parte da cicatrizacdo de feridas, e a papaina é capaz de fazer o controle dessas
proteinases. Uma vez que essas MMPs nao sao reguladas, estas por sua vez degradam
ou acumulam elementos que pertencem a MEC, e a cicatrizagdo € prejudicada. (Costa,
2016)

O sistema endocanabindide tem despertado curiosidade nos ultimos tempos, devido
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a suas diversas aplicagdes em doengas. Sendo um novo alvo terapéutico para doengas de
pele. Esse sistema, portanto, esta distribuido por todo organismo, atuando em varios
processos fisiologicos e fisiopatologicos, participando da manutengcdo da homeostasia da
pele (Maccarrone et al., 2015).

Este sistema é composto por dois receptores, sendo eles CB1 e CB2, por dois
endocanabindides, anandamida (N-araquidonoil etanolamina; AEA) e 2-araquidonoall
glicerol (2-AG) e as enzimas responsaveis pela sintese e degradacdo dos
endocanabindides. Os receptores canabindides sao ligados a proteina Gio que
consequentemente impede a agao da adenilato ciclase, e assim ativam a atividade da
proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (Horinouchi, 2012).

O sistema endocanabindide atua na homeostasia da pele, interferindo no
crescimento, na diferenciacado e até na sobrevivéncia das células, bem como em respostas
imunes e inflamatdrias. Portanto, muitas doencgas de pele podem estar ligadas a alteracao
deste sistema, como por exemplo: fibrose exuberante, cicatrizagcdo anormal e até esclerose
sistémica (De Paiva, 2019).

O CBz2 é um receptor canabindide que esta ligado a respostas imunes do organismo
(Francischetti et al.,2006). Sendo assim esta presente em diversas células, mas
principalmente em células periféricas e imunes, sendo elas: linfocitos, células NK,
monacitos, macréfagos, fibroblastos e queratindcitos. Logo o receptor CB2 esta envolvido
em diversas patologias referentes a essas células. Os endocanabindides sédo produzidos a
partir de seus precursores lipidicos de membrana quando necessario, sendo assim podem
ser induzidos a producao por estimulos patoldgicos ou fisiologicos. Logo, o receptor CB:2
pode ser ativado “sob demanda”, ou seja, a medida que seja necessario (Wang et al,
2016).

Um estudo de Wang e colaboradores (2016) feito com agonista do receptor CB2, teve
como objetivo comprovar que a ativacdo deste receptor, pode causar uma melhora da
cicatrizagado de feridas cutdneas e uma diminuigdo da inflamagéo e da fibrogénese. Para
tal comprovagao, foi feito uma incisdo em pele de camundongos, e tratado com agonista do
receptor CB2 altamente seletivo GP1a (1- (2,4-diclorofenil) -6 metil-N-piperidin-1-il-4H-
indeno [1,2-c ] pirazol-3carboxamida). Observou-se que ocorreu uma diminuicdo de
neutréfilo e de macrofagos na inflamagéo. A quantidade de fibroblastos, miofibroblastos e
fibrocitos também foram reduzidos, e consequentemente a expressao proteica do pro-
colageno também sofreu regulagdo negativa. Houve redugédo da fibrogéneses, e uma
melhora na reepitelizagédo. Esses resultados, sugerem que a hipétese de ativagdo de CB2
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realmente pode interferir na cicatrizagéo da pele (Wang et al, 2016).

O B-cariofileno € um sesquiterpeno natural, que sdo grupos de metabdlitos
secundarios presentes em uma diversidade de familias de plantas, e uma dessas plantas
€ a Cannabis Sativa L. (Ferreira, 2014). O B-cariofileno é um canabindide anti-inflamatorio,
que possui 0 potencial de se ligar e atuar como agonista no receptor CB2 e dessa forma
ativa-lo. O B-cariofileno tem o potencial de inibir as vias de sinalizacdo que promovem a
expressao de citocinas pro-inflamatérias e a resposta imunitaria TH1, sendo assim o
mesmo inibe a expressao de citocinas pré-inflamatérias e atua na diminui¢ao da inflamacgao
(Oliveira, 2018).

Deste modo, esta pesquisa visa estudar se [3-cariofileno tem o potencial de acelerar
0 processo de cicatrizacado de feridas cutaneas, uma vez que existem muitas pessoas que
sofrem com isso. Um dos fatores que interferem na cicatrizagao € a alta inflamacéao na fase
inflamatoria, o que acarreta na cicatrizacao tardia da pele e pode até levar a inflamagao
cronica (Pristo 2012). Portanto a fim de evitar essas ocorréncias, se faz necessario a atual

pesquisa.
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2 HIPOTESE

B-cariofileno atua na cicatrizacdo da pele ativando o receptor canabindide,
diminuindo a inflamacao e influenciando na ativagao proliferativa de fibroblastos, e assim

melhorando o processo de cicatrizagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a ativagdo de receptores canabindides por B-cariofileno tem influéncia

sobre a cicatrizagao de pele in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se a ativacao de receptores canabindides por 3-cariofileno atua no processo
de cicatrizagao in vitro;
e Achar a concentragao ic50 de B-cariofileno para viabilidade celular;

e Avaliar a seguranca in vitro do B-cariofileno.
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4 METODOLOGIA DA PESQUISA

4.1 CULTURA CELULAR

A linhagem de fibroblasto de rato (MRC-5) foi cultivada em meio Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina/
estreptomicina (10.000 U/100 mg / ml) a 37° C, com 5% de CO2 em uma atmosfera
umidificada. Os fibroblastos quando atingiram a confluéncia foram subcultivados na
proporcao de 1:4, no entanto quando cultivados in vitro sao capazes de recuperar a
capacidade proliferativa sem mostrar sinais de diferenciagdo. Portanto, os fibroblastos

cultivados podem servir como um modelo experimental util para o presente estudo.

4.2 GRUPO DE TRATAMENTO

Agonista B-cariofileno (0,01mM, 0,03 mM, 0,1 mM, 0,3 mM, 1,0 mM, 3,0mM)

4.3 ENSAIO DE MTT

A fim de avaliar um possivel efeito citotdéxico do p-Cariofileno em linhagem de
fibroblasto de pulmao de rato da linhagem MRC-5 (GFP) a metodologia de redugao do sal
de tetrazolio foi utilizada. O ensaio mede a reducdo de amarelo de 3 -(4, 5 —dimetil-tiazol-
2-il) -2, 5-difenil tetrazolio (MTT), através da succinato desidrogenase mitocondrial em
células vivas. As células foram semeadas em placas de 96 pocos em uma densidade de
7x103 células/pogo. Apds 24 horas o meio de cultivo suplementado foi substituido por meio
incompleto com diferentes concentragées do B-Cariofileno (0,01 — 3,0 mM) e incubado por
24 horas. Ao final deste periodo o meio foi substituido por uma solugéo de MTT (0,5 mg/mL)
em meio incompleto e placa foi incubada em uma atmosfera umidificada e controlada com
5% de CO2 a 37° C por 4 horas. A solucdo de MTT foi removida e os cristais de formazan
formados foram dissociados em etanol PA e a absorbancia foi verificada em leitor de placa
(Bio-Tek Ultra Microplatereader EL808) em comprimentos de onda de 495 e 630 nm, e a
diferencga entre as duas leituras de absorbancia foi expresso em porcentagem da viabilidade

celular (Pachauri et al., 2013).

4.4 ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR

Com o intuito de verificar a participagdo do p-Cariofileno em processos de

proliferagédo celular de fibroblastos, células MRC-5 (7x103 células/pogo) foram semeadas
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em placas de 96 pogcos e em uma atmosfera umidificada, 37°C e uma tensédo de 5% de
CO2. Apds 24 horas o meio foi substituido por 200 pL de meio contendo diferentes
concentragdes do p-Cariofileno (0,01 — 3,0 mM). A placa foi incubada em condi¢des padrao
e a cada 48 horas o meio foi substituido por um novo meio contendo as mesmas
concentracdes anteriores do extrato. Ao final de 96 horas a proliferacao foi avaliada através

do ensaio de MTT de acordo com o item 4.3 (Prudente, 2013).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como meédia £ erro padrao da média (EPM), exceto
para os valores das EC50 (Concentracao eficaz para obter 50% da resposta dos grupos
tratados em relagéo ao grupo controle), que foram representados como a média geométrica
acompanhada de seus respectivos intervalos de confianca de 95%. Os dados foram
avaliados pelo teste de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de multipla
comparacado de Newman-Keuls ou de duas vias seguida do teste post-hoc Bonferroni.
Valores de P menores do que 0,05 (P< 0,05) serdo considerados como indicativos de
significancia. Os calculos seréo realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism

version 8.0, San Diego Califérnia, EUA.
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6 RESULTADOS

6.1 VIABILIDADE CELULAR

Como primeira avaliagédo do -Cariofileno sobre os fibroblastos (MRC-5) foi realizado
0 ensaio de viabilidade pela metodologia do MTT. Verificamos que a presengca do f3-
Cariofileno nas concentracdes testadas nao foi capaz de interferir na viabilidade das células
(Figura 2), quando comparado as células sem tratamento, as quais foram consideradas
com viabilidade de 100% (Controle). Afim de validar o método utilizado nesta pesquisa, as
células foram incubadas em meio completo (SFB 10%) e mesmo assim a viabilidade néo
alterou frente ao grupo controle. As células foram mantidas em tampao fosfato (PBS) e apds
24 horas observou-se uma reduc¢ao significativa frente ao grupo controle, resultado esse ja

esperado.
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Figura 2: Avaliacdo da viabilidade celular através do MTT. Foi avaliada 24 horas apoés a
exposigcao do B-Cariofileno em diferentes concentra¢des (0,01 — 3,0 mM) comparadas com
as células que nao foram expostas a nenhum dos tratamentos (Controle). O asterisco

denota o nivel de significancia, quando comparado com o grupo controle, onde ** p<0,01.
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6.2 AVALIACAO DAATIVIDADE PROLIFERATIVA

Para avaliar a atividade proliferativa dos fibroblastos na presenca do B-Cariofileno
(0,01 — 3,0 mM), 7x103 células/pogo foram plaqueadas e mantidas em meio completo com
diferentes concentragbes de SFB em estufa. Ao final de 96 horas as células foram
submetidas ao protocolo de viabilidade celular pelo método de MTT. As células mantidas
somente em meio foram consideradas com 100% de viabilidade denominadas de Controle.
Os demais grupos receberam diferentes concentragbes do B-Cariofileno (0,01 — 3,0 mM)
diluidos em meio de cultivo completo, o qual foi substituido por meio novo contendo as
mesmas concentragdes a cada 48 horas. Observou-se um aumento significativo da
proliferacdo celular nas concentragcdes de 0,03; 0,1; 0,3 e 1,0 mM em 86,93%; 92,79%;
120,93% e 96,56% respectivamente (Figura 3), com um valor de p < 0,001 para a ANOVA,
com um F (9, 29) = 20,12. No tratamento de meio sem o SFB (0%) ndo apresentou
diferengas significativas com o grupo controle (10%) o qual teve uma proliferagdo normal.
Ja o grupo onde foi aumentada a concentragcao do SFB (20%) observa-se um considerado

aumento na proliferacdo em aproximadamente de 61,47%.
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Figura 3: Avaliagdo do efeito do B-Cariofileno sobre a proliferagédo celular. Foi avaliado 96
horas apds a exposi¢ao ao pB-Cariofileno, sendo efetuado o mesmo tratamento a cada 48
horas, em diferentes concentra¢des (0,01 — 3,0 mM) comparadas com as células que
receberam somente meio contendo Soro Fetal Bovino (SFB 10%). Os asteriscos denotam
os niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle, onde * p<0,05;
**p<0,01 e p<0,001.



26

7 DISCUSSAO

O B-cariofileno possui caracteristicas lipofilica e por este motivo possui
facilidade em penetrar nas células, este por sua vez possui inumeros efeitos biologicos e
farmacologicos (Ferreira, 2014). Segundo Oliveira (2008), ha estudos que comprovam que
0 B-cariofileno tem o potencial de atuar nos receptores CB, promovendo a reducédo da
inflamacé&o e consequentemente a reducao de algumas citocinas, como por exemplo: IL-1
B, IL-6, IL-8 e TNF-a. O método MTT avalia a citotoxicidade causada as células que foram
expostas a um determinado composto, sendo ele, neste caso o B-cariofileno e também
avalia a proliferacdo dessa célula quando em contato com esse mesmo composto. O ensaio
por sua vez, avalia a atividade mitocondrial através da formacdo de formazam, que
acontece na mitocondria que se da através da reducdo da proteina succinato
desidrogenase, sendo assim, apenas aquelas mitocondrias viaveis sdo capazes de realizar
a reacao de coloracao azul (Ferreira, 2014). Os objetivos deste atual trabalho € comprovar
a viabilidade e a proliferacdo de fibloblastos MRC-5, através do método MTT quando

submetidos a diferentes concentragdes do tratamento de interesse ( -cariofileno).

Em nossa pesquisa de viabilidade, utilizou-se o PBS como controle negativo, pois
com este tratamento foi possivel observar um aumento significativo no nimero de células
invidveis, e como controle positivo fez-se o uso de SFB 10%, pois com 0 mesmo, € possivel
ter certeza que as células estavam viaveis. Os fibroblastos que foram submetidos a
diferentes concentragdes de B -cariofileno (0,01 mM, 0,03 mM, 0,1 mM, 0,3 mM, 1,0 mM,
3,0 mM), ndo demonstraram alteracao na viabilidade celular. Sendo assim, o B-cariofileno
pode ter um efeito protetor sobre os fibroblastos, ndo demonstrando citotoxicidade e sim
seguranca para o0 uso do tratamento. Tal avaliagcdo nao diz respeito sobre a eficacia do

tratamento.

Este experimento traz relevancia quando comparado ao trabalho de Ferreira (2014),
que comprovou que o B-cariofileno possui um efeito protetor, reduzindo a morte celular no
modelo celular em doencas degenerativas (em especifico em células feocromocitoma),
atuando na reducéo da ativacdo da caspase-3 que estéa ligada a morte celular apoptética.

Tendo em vista que os canabindides estdo sendo muito pesquisados ultimamente,
muito se questiona em relacdo a concentracdo do seu uso, ou seja, a concentracao otima

para se obter o melhor resultado. Cada dose depende do fim que se deseja utiliza-lo. De
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maneira geral, os canabindide possuem um perfil diferenciado e também previsivel quando
se trata de avaliar a dose-resposta. Tem-se o que se chama de “relacdo dose-resposta em
U”.

Guimaraes e colaboradores (1990) realizou um teste com o CBD (canabidiol), que &
um canabindide classico, para diminuir a ansiedade em ratos. Observou-se o efeito em U
invertido, onde quanto mais alto o nimero de “entradas” em um brago aberto de um labirinto
em cruz elevado, menos ansioso se encontra o rato em estudo. Dessa forma, o efeito
maximo foi causado por 5 mg/kg, onde os valores abaixo ou acima dessa faixa nao
mostraram resultados melhores, ou seja, a melhor dose-resposta demonstrou-se em uma
faixa mais intermediaria (5mg/kg), enquanto que as doses 2,5 mg/kg, 10,0 mg/kg, 20,0
mg/kg ndo se obteve respostas significativas.

Um estudo mais recente realizado em seres humanos, também sobre o efeito na
ansiedade através do uso do CBD, prova que esse efeito em U invertido também esta
presente nos humanos. Logo é possivel observar a resposta em U invertido, onde a melhor
dose-resposta se obtém com 300 mg e ndo em doses superiores ou inferiores. Foi possivel
encontrar a melhor concentracdo com a melhor resposta, onde 100 mg e 900 mg nao
obtiveram bons resultados (Zuardi et al, 2017).

Esse perfil de resposta € uma caracteristica observada nos canabinéides de maneira
geral, e no presente estudo, se observa o mesmo perfil de resposta, observada no trabalho
de Guimardes e colaboradores (1990). O que ocorre no experimento € que as
concentracfes menores causam um efeito menor (menos proliferativo), e gradativamente
aumenta o efeito em decorréncia ao aumento da concentracdo do agonista. Na
concentracao intermediaria (0,3 mM) é onde atinge o melhor efeito.

Os resultados deste trabalho em fibroblasto de ratos, e diversos outros estudos
demonstram que o sistema canabinodide tém o potencial de controlar a resposta celular
através da atuacdo em seus receptores, causando um efeito de dose-resposta em U
invertido. O que explica a reducido de proliferacdo em contato com o [(-cariofileno em
determinadas concentragdes.

Nas concentracdes do teste (1,0mM; 3,0mM), ocorre a queda do efeito, ou seja, uma
reducdo da proliferacéo e isso pode se dar por alguns fatores, entre eles destaca-se a
dessensibilizacdo do receptor, ou seja, quando dada uma determinada concentracdo, o
organismo se adapta e assim reduz o efeito a medida que a dose aumenta. Portanto a
mesma quantidade de receptor existente nas células faz um efeito menor, justamente

porque o sistema canabindide tem o potencial de realizar esse controle, assim o sistema
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canabindide pode desacoplar o sistema de transducédo de sinal ou ainda internalizar o
receptor, causando assim o efeito em U invertido onde mesmo que o canabindide se ligue
ao receptor ndo se obtém a resposta esperada do efeito dose-resposta com platdé que é
mais comum observado na farmacologia. No uso de canabindide destaca-se um efeito
maximo causado a célula quando atinge uma determinada concentracdo, e 0 motivo pode
se dar por diversos mecanismos (Zuardi, 2017; Guimaraes 1990; Gallily, 2015).

Em uma reviséo bibliogréfico feito por Bih e colaboradores (2015), mostra que em
doencas neuroldgicas o mecanismo pelo qual um canabindide (CBD) pode atuar sdo varios,
podendo alcancar 65 potenciais mecanismos de acdo, sendo eles: enzimas (49%),
transportadores (20%), canais i6nicos classicos (15%) e receptores (15%).

Como citado anteriormente, as enzimas constituem 49% do mecanismo pelo qual
um canabindide (CBD) atua, sendo um numero bem maior que os receptores. Segundo Bih
e colaboradores (2015), o CBD pode atuar inibindo o transportador de membrana da
anandamida, consequentemente inibindo a captacdo do endocanabindide anandamida.
Essa inibicAo pode estar ligada a uma faixa dependente da concentracdo do CBD,
aumentando assim seu nivel endogeno. Além disso a anandamida possui efeitos anti-
inflamatorios, que pode ser melhorado através da facilitacdo da transmissdo da
anandamida, exercidos através do CBD (Bih et al, 2015). Nada impede que de forma
semelhante possa atuar o 3 -cariofileno.

E possivel observar que ativacdo do sistema canabindide com o agonista B-
cariofileno influéncia na fase de proliferacdo. Como ja comprovado por varias literaturas, o
beta-cariofileno tem o potencial de reduzir a inflamacéo e acredita-se com o atual estudo,
gue o mesmo tem o potencial de atuar também induzindo a proliferacédo de fibroblasto e
assim melhorando de forma significativa a cicatrizacdo, pois atua em duas fases principais
da cicatrizagao de pele, sendo elas: inflamacéo e proliferacéo.

Como ja descrito no presente trabalho, o receptor canabindide 2 esta envolvido nos
principais processos biologicos das fases de cicatrizagdo de feridas, sendo eles:
inflamacéo, fibrogénese e crescimento epidérmico e como consequéncia € possivel regula-
lo.

No trabalho de Wang e colaboradores, verificou-se a reducéo de inflamag&o quando
utilizado um agonista (GP1la) do receptor CB2, principalmente através da diminuicdo dos
neutrofilos e macréfagos em feridas de ratos. Porém, constatou-se também, que houve
diminuicdo dos fibroblastos, e essa divergéncia de resultados do atual estudo com o do
Wang e colaboradores, pode estar envolvido tanto pela diferenca de agonista utilizado e



29

dessa forma mecanismos de ativacdo diferentes que causam efeitos diferentes. Quanto
pelo fato da reducdo do processo inflamatério uma vez que, os neutréfilos foram
minimamente reduzidos enquanto que os macrofagos foram reduzidos pela metade, sendo
eles os principais reparadores das feridas, tendo a acdo de fagocitar tecidos mortos,
patdgenos e estando envolvido em citocinas e fatores de crescimento importantes para a
cicatrizagéo, sendo esses fatores: TGF-1 e VEGF. Desse modo, evidencia-se que a fase
mais importante que orquestra todo processo de cicatrizacdo, € a fase de inflamacdao.
Portanto, € evidente que a ativagdo do receptor CB2 tem o potencial de regular a inflamacé&o,
porém mais estudos devem ser feitos indicando qual a melhor concentracdo do agonista
para obter melhor resposta de cicatrizagao (Wang, 2016).

A ativacdo do receptor CB2 também foi capaz de promover a reepitelizacdo em
determinadas concentracdes do agonista do estudo de Wang, onde o mesmo foi capaz de
induzir a proliferacdo e migracdo de queratindcitos. Esse acontecimento se deve ao fato
gue o agonista foi capaz de regular a expressao de proteinas de adesdo como involucrina
e E-caderina, alterando sua morfologia, através da ativagcdo do receptor CB2. A
problematica dessa fase de reepitelizacéo € justamente a sobrevivéncia dessas células que
dependem dessas proteinas e uma vez que elas sédo reguladas erroneamente, esse
processo pode induzir as células a morte, e esse efeito € causado pelo aumento da
expressao de caspase 3 (Wang, 2016). Como citado acima, o beta-cariofileno possui um
efeito protetor e este pode atuar reduzindo a ativagdo das caspase 3, melhorando

significativamente o processo de migracao e proliferacdo de queratindcitos.
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8 CONCLUSOES

Considera-se, portanto, que o B-cariofileno ndo € capaz de causar danos as células,
tendo um potencial de induzir a proliferagéo celular. O experimento, contudo, mostrou um
efeito bioldégico em U invertido, que € caracteristico dos canabindides e isso pode acontecer
devido a diferentes receptores, alvos e até mesmo em relacdo a concentracdo do
tratamento, esses fatores de forma conjunta controla esse efeito sob as células.

Esses achados sobre a curva em U invertido enfatizam a importancia de encontrar
a melhor faixa de dose do potencial efeito terapéutico do B-cariofileno, podendo assim obter
o melhor efeito dose-resposta para o tratamento. Esse efeito traz pontos positivos, pois este
pode modular de forma que a necessidade biolégica seja atendida, e a cicatrizacdo de
modo geral ndo seja prejudicada.

Por fim, compreende-se que o B-cariofileno esta envolvido na ativacdo do sistema
canabindide, tendo um efeito proliferativo e anti-inflamatoério podendo melhorar de forma
significativa as fases de inflamacgao, proliferacéo e reepitelizacdo, destacando-se assim

como um possivel efeito cicatrizante.
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