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Efeito antialérgico e imunomodulador dos alcaloides warifteina e metilwarifteina em
modelo murino de Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS)
CAVALCANTI, R. F. P.

Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Dissertacao/CCS/UFPB (2019)

RESUMO

A Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) é caracterizada por
inflamacdes cronicas das vias aéreas superior e inferior e pela resposta imune celular
adaptativa tipo 2 (Tw2), com aumento sérico de IgE-alérgeno especifica, infiltracdo
eosinofilica, além da hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes. A farmacoterapia da
CARAS é baseada em principios ativos que apresentam uma vasta quantidade de efeitos
colaterais e adversos relevantes. Dessa forma, visando a busca por novas alternativas
terapéuticas, avaliou-se os possiveis efeitos dos tratamentos com a warifteina ou com a
metilwarifteina, alcaloides da Cissampelos sympodialis, planta com potencial anti-inflamatorio,
em modelo murino de CARAS induzida por ovalbumina (OVA). Os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFPB (CEUA
N° 2518050618) e os dados analisados por ANOVA One-way com significaAncia estatistica
quando p<0,05. Os camundongos BALB/c foram separados em grupos (n=5) com animais
saudaveis (Basal), sensibilizados e desafiados com OVA (OVA), sensibilizados, desafiados e
tratados, via intranasal, com warifteina (War 2 mg/kg), metilwarifteina (Mwar 2 mg/kg) ou
budesonida (BUD 0,9 mg/kg) apés o ultimo desafio alergénico. Os animais tratados com
warifteina ou metilwarifteina apresentaram diminui¢cao (p<0,05) dos sinais clinicos, espirros e
friccdes nasais e reducéo (p<0,05) na hiper-reatividade nasal induzida por histamina a partir
da dose de 1nmol. As células do Fluido do Lavado Nasal (NALF) e do Fluido do Lavado
Broncoalveoar (BALF) dos diferentes grupos experimentais foram quantificadas e se observou
reducéo (p<0,05) no numero de células totais e diferenciais, principalmente de eosindfilos nos
grupos tratados com warifteina ou metilwarifteina quando comparados com o grupo OVA. No
contexto sistémico, apenas a metilwarifteina reduziu a eosinofilia. Os niveis séricos de de IgE-
OVA especifica foram reduzidos (p<0,05) nos grupos de animias tratados com ambos 0s
alcaloides. A analise histoldgica revelou que os grupos War e Mwar apresentaram diminuicdo
da infiltracdo de células inflamatérias na regido subepitelial e perivascular na cavidade nasal
e na regido peribronquiolar e perivascular no tecido pulmonar corado em hematoxilina eosina.
A hiperplasia e a hipertrofia das células caliciformes nasais e pulmonares, ressaltadas apés
coloracdo do PAS, foram reduzidas nos grupos War e Mwar. Os alcaloides néo alteraram o
namero de mastdcitos nos tecidos nasal e pulmonar apos coloracao com o Azul de Toluidina.
Em contraste, a quantidade de fibras colagenas nos grupos War e Mwar, observadas apos
coloracdo com o Tricomo de Gomori, foi reduzida. Em adi¢&o, os tratamentos com a warifteina
ou com a metilwarifteina diminuiram (p<0,05) os niveis de citocinas do perfil Tn2 (IL-4, IL-13
e IL-5) e do perfil Th17 (IL-17A) com aumento nos niveis de IFN-y (perfil Tyl), indicando um
efeito imunomodulador de ambos alcaloides em dire¢é&o ao perfil Thl em detrimento ao perfil
Tu2. A expressao do fator de transcricao NF-kB foi analisada em granulécitos e em linfocitos
do BALF e foi observado que os grupos War e Mwar apresentaram reducdo na expressao de
NF-kB em ambas as populacdes. A integracdo de vias que favorecem a transcricdo de
citocinas do perfil Th2 via NF-kB pode estar subjacente a alteracéo da expressao desse fator
em granulécitos e linfocitos. Esses dados sugerem que a warifteina e a metilwarifteina
apresentam efeito antialérgico e imunomodulador em modelo murino de CARAS.

Palavras chave: 1. Cissampelos sympodialis. 2. Warifteina. 3. Metilwarifteina. 4. Alcaloides. 5. CARAS.
6.Rinite 7.Asma.
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Antiallergic and immunomodulatory effect of alkaloids warifteine and methylwarifteine
on the murine model of Combined Allergic Rhinitis and Asthma Syndrome (CARAS)
CAVALCANTI, R. F. P.

Pés-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos

Dissertacao/CCS/UFPB (2019)

ABSTRACT

Combined Allergic Asthma and Rhinitis Syndrome (CARAS) is characterized by chronic
inflammation of upper and lower airway and type 2 adaptive cellular immune response (Th2),
with serum IgE-allergen-specific elevation, eosinophilic infiltration, and hyperplasia and
hypertrophy of goblet cells. The pharmacotherapy of CARAS is based on active drugs that
have a wide range of relevant side and adverse effects. Thus, the aiming at the search for new
therapeutic alternatives, we evaluated the possible effects of treatment with warifteine or
methylwarifteine, Cissampelos sympodialis alkaloids, a plant with anti-inflammatory potential,
in murine model of ovalbumin (OVA)-induced CARAS. The experimental procedures were
approved by the Animal Use Ethics Committee of UFPB (CEUA N°. 2518050618) and, the
data were analyzed by ANOVA one-way with statistical significance of p<0.05. BALB/c mice
were separated into groups (n = 5) with normal animals (Basal); sensitized and challenged
with OVA (OVA) animals; sensitized, challenged and treated intranasally with warifteine (War
2 mg/kg), methylwarifteine (Mwar 2 mg / kg) or budesonide (BUD 0.9 mg / kg) animals after
the last allergen challenge. Animals treated with warifteine or methylwarifteine showed a
decrease (p<0.05) in clinical signs, sneezing and nasal friction, and reduction (p <0.05) in
histamine-induced nasal hyperreactivity from the 1nmol dose. Nasal lavage fluid (NALF) and
Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) cells from the different experimental groups were
guantified and there was a reduction (p<0.05) in the number of total and differential cells, main
eosinophils in the groups in warifteine or methylwarifteine treatments when compared to the
OVA group. In the systemic context, only methylwarifteine reduced eosinophilia. Serum levels
of OVA-specific IgE were reduced (p<0.05) in the groups treated with both alkaloids.
Histological analysis revealed that the War and Mwar groups showed decreased infiltration of
inflammatory cells in the subepithelial and perivascular region in the nasal cavity and the
peribronchiolar and perivascular region in hematoxylin-eosin-stained lung tissue. Nasal and
pulmonary goblet cell hyperplasia and hypertrophy, highlighted after PAS staining, were
reduced in the War and Mwar groups. Alkaloids did not change the number of mast cells in the
nasal and pulmonary tissues after Toluidine Blue staining. In contrast, the number of collagen
fibers in the War and Mwar groups observed after staining with Gomori's Trichome was
reduced. Besides, treatments with warifteine or methylwarifteine decreased (p<0.05) the
cytokine levels of Tu2 (IL-4, IL-13 and IL-5) and Tw17 (IL-17A) profiles with increased levels of
IFN-y (Tul profile), indicating an immunomodulatory effect of both alkaloids towards the Tul
profile over the Tu2 profile. The expression of the transcription factor NF-kB was analyzed in
granulocytes and lymphocytes of BALF and we observed that the groups War and Mwar
showed reduction in NF-kB expression in both populations. The integration of pathways that
favor the transcription of T2 profile cytokines via NF-kB may underlie the alteration of the
expression of this factor in granulocytes and lymphocytes.These data suggest that warifteine
and methylwarifteine have antiallergic and immunomodulatory effects in CARAS murine
model.

Keywords: 1. Cissampelos sympodialis. 2. Warifteine. 3. Metilwarifteine. 4. Alkaloids. 5. CARAS.
6.Rhinits 7.Asthma.
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1. INTRODUCAO

A terminologia CARAS (Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas) vem
sendo utilizada para descrever pacientes que apresentam manifestacoes
concomitantes de rinite e de asma alérgicas devido a alta frequéncia de coexisténcia
de ambas as doencas (TANG et al., 2019). A rinite e a asma alérgicas sao disturbios
cronicos das vias aéreas e compartilham mecanismos fisiopatolégicos semelhantes,
como a resposta imune celular adaptativa tipo 2 (TH2), aumento nos niveis séricos de
imunoglobulinas alérgeno-especificas (IgE), com predominio de infiltracdo eosinofilica
além da hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes, sendo classificadas como
uma doenca Unica das vias aéreas (BROZEK et al.,, 2017). A incidéncia dessas
doencas vem aumentando mundialmente interferindo na qualidade de vida dos
individuos que as possuem e gerando um impacto clinico e financeiro significativo
(WHO, 2018).

Como opgdes farmacoterapéuticas para a CARAS estdo os anti-histaminicos,
anticolinérgicos, corticosteroides, antileucotrienos, estabilizadores de mastdcitos além
dos imunobiolégicos (CARLSON, 2019). Os principios ativos dessas classes
farmacoldgicas podem causar efeitos colaterais e adversos relevantes incluindo
sedacdo, comprometimento da aprendizagem, hiperglicemia, arritmias cardiacas além
do uso crdénico, em certas situacdes, induzir a tolerancia. Além disso, a refratariedade
dos episddios alérgicos, aliada a preferéncia da utilizacdo de produtos naturais pela
populacdo, em razdo do resgate e da valorizagdo do conhecimento popular,
contribuem para a busca de novas alternativas para o tratamento da CARAS
(CODEVILLA; CASTILHOS; BERGOLD, 2013). Portanto, novas moléculas com
potencial terapéutico e que induzam menos efeitos colaterais devem ser estudados.

As plantas medicinais apresentam destaque pelo papel que assumem em nossa
sociedade, constituindo um recurso biolégico e cultural, além do seu aspecto
etnofarmacologico (GUO et al.,, 2017). No Brasil, com sua vasta flora, torna-se
importante a pesquisa por novas moléculas bioativas e consequentemente opcdes
terapéuticas inovadoras. Nessa busca, a espécie Cissampelos sympodialis Eichl.
(Menispermaceae) vem ganhando destaque. Essa planta é popularmente conhecida
como “jarrinha”, “orelha de onga”, “abuteira” e “milona” € endémica no Nordeste e

Sudeste do Brasil. A infusdo das folhas e o decocto das raizes sdo utilizados
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popularmente no tratamento de asma, bronquite, resfriado e reumatismo, além de
outras doencas inflamatérias (CORREA, 1984; BARBOSA-FILHO, AGRA, THOMAS,
1997).

Estudos cientificos demonstraram que o extrato hidroalcoolico das folhas (AFL) da
Cissampelos sympodialis e o0s seus alcaloides warifteina e metilwarifteina
apresentaram atividade antialérgica, anti-inflamatoria e imunomoduladora em modelo
experimental de alergia alimentar e inflamag&o pulmonar (PIUVEZAM et al., 1999;
BEZERRA-SANTOS et al., 2004; BEZERRA-SANTOS et al., 2006 e 2012; COSTA et
al., 2008; VIEIRA et al., 2012). Além disso, recentemente, foi demonstrado que a
warifteina atua como imunomodulador em modelo de rinite alérgica crénica
experimental (VIEIRA et al., 2018). Entretanto, ndo ha estudos do efeito dos alcaloides
da planta em um modelo experimental da CARAS.

Diante do exposto, o tratamento com C. Sympodialis emerge como fonte potencial
para o tratamento da CARAS. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
dos alcaloides da C. sympodialis, warifteina e metilwarifteina, em modelo experimental

da Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS).
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Sistema respiratério

A conducéao do ar, sua filtrag&o e trocas gasosas sao as trés fungdes principais
do sistema respiratorio. Além disso, a passagem de ar pela laringe é responsavel pela
producao da fala, originando a funcéo de fonacéo e a passagem do ar pela mucosa
olfatéria nas cavidades nasais exerce estimulos para o olfato. O sistema respiratorio
também participa, em menor proporcao, das funcdes enddcrinas, bem como da

regulacdo da resposta imune a antigenos inalados (CARLSON, 2019).

2.1.1 Vias aéreas superiores

Anatomicamente, o nariz pode ser definido em nariz externo e cavidade nasal.
O nariz externo € a por¢ao do nariz que surge na face apresentando formato piramidal
composto por um esqueleto osteofibrocartilagineo. A abertura da via aérea ocorre pelo
atrio ou vestibulo nasal, recoberto por pele e vibrissas que atuam como primeira
barreira de filtracéo do ar inspirado (GUIBAS et al., 2014).

O septo nasal subdivide a cavidade em direita e esquerda. A parede nasal
lateral apresenta inUmeras saliéncias conhecidas como conchas que podem ser
superiores, médias e inferiores (Figura 1). As conchas dividem cada cavidade nasal
em camaras de ar e desempenham um duplo papel. Elas aumentam a area de
superficie e causam turbuléncia no fluxo de ar para permitir um condicionamento do
ar inspirado. As conchas inferiores apresentam rica rede vascular submucosa que
permitem variacdo de seu volume importante para fisiologia nasal. Nas porcdes
superiores do septo e da parede lateral encontra-se a mucosa olfatoria, regido
especializada que inter-relaciona o bulbo olfatério com estimulos gustativos. Sendo
comum em situacdo de congestdo nasal, decorrente de rinite alérgica e ndo alérgica,
observar alteracdes de olfato e do paladar (CARLSON, 2019).

O epitélio que reveste a cavidade nasal desempenha um papel critico na sua
fisiologia. Com excecao do vestibulo e da regido préxima a faringe, a cavidade nasal
€ composta por um epitélio colunar pseudoestratificado ciliado altamente
especializado (epitélio respiratorio) (Figura 1). As superficies externas da maioria

dessas células epiteliais sdo cobertas por um grande namero de cilios microscépicos.
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Espalhadas entre essas células estédo outras células que formam e secretam muco.
Por causa de sua aparéncia sob o microscopio, eles sdo chamados de células
caliciformes. As células caliciformes, junto com pequenas glandulas localizadas
abaixo do epitélio, produzem uma fina camada de muco nasal que cobre toda a
superficie das camaras nasais. Além do muco, algumas das células das glandulas
mucosas sdo especializadas para produzir uma secrecdo aquosa (serosa) que
penetra nas camaras nasais e desempenha um papel importante na umidificagéo do
ar. Na mucosa e submucosa encontramos células basais, colunares, linfécitos T e B,
mastocitos e eosinofilos (SAKANO et al., 2018).

Figura 1- Cavidade nasal definida em trés regides: o vestibulo nasal, a regido respiratéria e a
regido olfatoria.
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Fonte: adaptado de CARLSON, 2019.
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2.1.2 Vias aéreas inferiores

De forma complementar a porcdo das vias aéreas condutora, o
condicionamento do ar (aquecimento e umidificacdo) também acontece nas vias
aéreas inferiores (traqueia, brénquios e bronquiolos). Mais internamente observam-se
as estruturas respiratorias que sao os bronquiolos respiratorios, ductos e sacos
alveolares (Figura 2). A extensa superficie do trato respiratorio inferior facilita a
remocao de patdgenos, a producéo e transporte de muco auxilia nesse processo de
remocao (MANDHANE et al., 2011).

A traqueia e os brdonquios apresentam varios tipos celulares, como, células
basais, células caliciformes, células ciliadas, células em escova e células
neuroenddcrinas. Células transitorias em situacéo de migracao celular também podem
estar presentes no epitélio, tais como, linfdcitos, neutrdfilos, eosindéfilos, macréfagos e
mastocitos (ROSS; PAWLINA, 2012). Nos bronquiolos terminais, o epitélio é
composto por células ciliadas e células de clara. O epitélio alveolar contém dois tipos
de células: pneumacito tipo | e pneumdcito tipo Il. As células pavimentosas tipo |
compdem a parede alveolar e revestem 80% da area de superficie alveolar; as células
cubicas tipo Il recobrem a area restante e sdo responsaveis pela sintese e secrecao
de moléculas surfactantes que diminuem a tenséo superficial e regulam o equilibrio
de fluidos no epitélio alveolar (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011).

No espaco extracelular e extravascular, denominado de intersticio pulmonar, e
entre as células do tecido, hd uma variedade de células como, linfécitos, plasmécitos,
fibroblastos, miofibroblastos, além de colageno, fibras elasticas e fluido intersticial. Os
vasos linfaticos compdem a principal via de drenagem para o fluido intersticial entre o

epitélio e a membrana basal endotelial (TRONDE et al., 2007).
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Figura 2 - Arvore respiratéria das vias aéreas inferiores com fotomicrografias de regibes

caracteristicas: traqueia, brénquios, bronquiolos e alvéolos.
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Fonte: adaptado de CARLSON, 2019.
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2.2 Rinite

A Rinite Alérgica (RA) é definida como uma inflamacdo da mucosa nasal
caracterizada pelos sintomas: congestdo, rinorreia, prurido, espirros e hiposmia
(MANDHANE et al., 2011). A Organizac¢do Mundial de Saude estima que cerca de 500
milndes de pessoas apresentem a RA (GOMEZ et al., 2015). No Brasil, estudos
populacionais avaliaram a prevaléncia a partir do protocolo clinico Internacional Study
of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) e quantificaram cerca de 12,8% de
adolescentes (13 - 14 anos) e 18,0% de criancas em fase escolar (6 - 7 anos)
(SAKANO et al., 2018).

O seu impacto vai desde o ponto de vista financeiro como também afeta
individualmente e de forma negativa a qualidade de vida, desempenho escolar,
produtividade laboral além de interferir na vida social dos seus portadores
(ZUBERBIER et al., 2014).

2.2.1 Classificacéo fenotipica e endotipos da rinite

A classificacdo fenotipica da rinite foi proposta pela Academia Europeia de
Alergia e Imunologia baseada na avaliacdo clinica, padrdo temporal, gravidade,
duracdo, resposta terapéutica e, principalmente no agente etioldgico. E constituida
por quatro fendtipos: a) rinites infecciosas do tipo aguda, causada por virus ou
bactérias; b) rinite alérgica, a forma mais comum induzida por aeroalérgenos em
individuos sensibilizados; c) rinite ndo alérgica nédo infecciosa ou heterogénea (rinite
do idoso, hormonal, idiopética e outro; e d) rinite mista quando ha mais de um agente
etiologico (HELLINGS et al., 2017).

A classificacdo do endotipo visa identificar os mecanismos envolvidos na
génese da doenca. Estes endotipos sdo baseados em complexas respostas celulares
e moleculares, além da presenca caracteristica de biomarcadores (MURARO et al.,
2016). Identificam-se quatro endotipos da rinite: a) com resposta imune tipo Tn2
caracterizada por resposta alérgica imediata mediada por IgE especifica, com influxo
de eosindfilos; b) com resposta imune nédo tipo T2 com presenca de um influxo
neutrofilico em resposta a um agente infeccioso; c) rinite neurogénica caracterizada

pelo aumento da expressdo de receptores transcientes (TRP) e aumento da
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concentracdo de substancia P, relacionada a rinite gustativa, do idoso e idiopatica; d)
disfuncéo epitelial decorrente de uma inflamacéao primaria (resposta tipo Tnl ou Th2)
tendo como consequéncia a disfuncao ciliar ou disfuncdo da barreira oclusional
(ocludina-1), facilitando assim, a migracdo subepitelial de moléculas
imunoestimulatorias (HELLINGS et al., 2017).

Atualmente, estudos afirmam que ha uma complexidade em se definir os
endotipos da doenca e o entendimento dos processos celulares e moleculares. A
definicdo do endotipo determina um fenoétipo da doenga, entretanto ha necessidade
maior entendimento envolvendo o papel de moduladores, ambiente, microbioma e

anatomia nasal (SAKANO et al., 2018) para se definir o endotipo correto.

2.3 Asma

A asma é uma doenga inflamatoria crénica das vias aéreas de natureza
complexa, cujos fatores genéticos e ambientais podem contribuir para seu
desenvolvimento (MASLAN; MIMS, 2014). Atualmente, ha cerca de 300 milhdes de
asmaticos no mundo (OMS, 2018). Nos ultimos 25 anos, a taxa de prevaléncia da
doencga dobrou mundialmente. Diariamente, sé no Brasil, trés pessoas morrem em
decorréncia da doenca (GINA, 2017). Segundo o Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (DATASUS), a asma é considerada um grave problema de
saude publica, sendo a quarta maior causa de hospitalizagdo no pais, com cerca de
300 mil internacBes por ano, com um custo anual de cerca de R$ 537 milhdes para os
cofres publicos.

Os mapas de prevaléncia costumam ser divididos por faixa etaria como

mostram as figuras 3 e 4 a sequir.
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Figura 3 - Mapa da prevaléncia mundial da asma em adolescentes entre 13 e 14 anos.
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Fonte: adaptado GINA, 2017.

Figura 4 - Mapa da prevaléncia mundial da asma em adultos entre 18 e 45 anos.
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Fonte: adaptado TO et al., 2012.

2.3.1 Classificacao fenotipica e endotipos da asma

Os fendtipos da asma mais frequentemente descritos na literatura

compreendem: a) asma tipo 2; e b) asma nao tipo 2. J4 os endotipos descritos séo: a)
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inflamatério tipo 2 ou T2 high (TH2") e b) inflamatério ndo tipo 2 ou TH2 low (TH2 ')
(WENZEL, 2016).

A asma tipo 2 é caracterizada por uma inflamacdo dependente da
sensibilizacdo de mastécitos pela IgE alérgeno especifica e um influxo eosinofilico no
tecido pulmonar. Os niveis de citcinas IL-4, IL-5 e IL-13 bem como a quantidade de
eosindfilos no sangue e no tecido pulmonar diferenciam os endotipos da asma. Altos
niveis desses biomarcadores caracterizam o Tu2 high, ja quando os niveis de linfocitos

Th2 sdo reduzidos, caracteriza-se o Tu2 low (CHENG et al., 2014).

2.4 Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS)

Um estudo com aproximadamente 3.000 adolescentes quantificou a propor¢ao
de asmaticos com rinite alérgica e sitou em torno de 50%. Por outro lado, estudos
refletem a alta frequéncia de hiper-responsividade brénquica entre pacientes com
rinite (SOLE et al., 2015).

Além dessa associacao clinico-epidemioldgica, estudos comprovam uma
intima ligacdo da rinite e asma alérgicas no que se refere a génese patoldgica e ao
desenvolvimento de ambas as doencas. Ambas acometem o sistema respiratorio,
podem ser desencadeadas pelos mesmos agentes etioldgicos, apresentam o mesmo
perfil celular predominante que medeia os processos inflamatérios, e compartilham o
mesmo raciocinio farmacoterapéutico (LI et al., 2016).

Diante dessa relacdo, a Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas
(CARAS - Combined Allergic Rhinitis and Asthma Syndrome) se caracteriza por ser
uma unica doenca das vias aéreas. Sendo de extrema importancia pesquisas
experimentais que, ao desenvolver em animais a CARAS, contribuam na construgéo
e atualizacdo do entendimento da patogénese e tragam ao mercado farmacéutico
novas moléculas, provaveis candidatas a serem utilizadas como farmacos para as
duas doencas e contribuam para o arsenal terapéutico no tratamento dessa sindrome
alérgica (BOUSQUET et al., 2016)

Uma busca realizada na base de dados Science direct constatou a existéncia
de apenas oito artigos (2015-2019) que desenvolveram protocolo da CARAS e
analisaram o efeito de substancias promissoras para o tratamento dessa sindrome.

No Brasil, o laboratorio de Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba
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/Jodo Pessoa/PB é pioneiro no estudo da CARAS e se empenha na busca de novas

opcOes terapéuticas a partir de produtos naturais e sintéticos bioativos.

2.5 Fisiopatologia da Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas
(CARAS)

A Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) é caracterizada
pela resposta imune tipo Il (Th2) mediada pela imunoglobulina E (IgE) especifica para
o alérgeno. Essa resposta imunolégica ocorre quando os individuos atopicos,
geneticamente predisponentes, entram em contato com alérgenos encontrados
facilmente dispersos no ar e que sdo provenientes de baratas, fungos, pelos de
animais e, principalmente, os acaros do p6 domiciliar sendo o Dermatophagoides
pteronyssinus, D. fariane e Blomia tropicalis os principais agentes etiolégicos da
CARAS (RUBINI et al., 2017).

Na fase da sensibilizacdo, o alérgeno entra em contato com o epitélio
respiratorio sendo reconhecido por Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRR)
como, por exemplo, os Receptores Semelhantes ao Toll (TLR), ativando as células
epiteliais que passardo a secretar moléculas sinalizadoras do tipo alarminas (IL-33,
IL- 25 e TSLP - Linfopoetina do Estroma Timico) (EIFAN; DURHAM, 2016). Na regiao
da submucosa, essas moléculas sinalizadoras irdo atuar nas Células Linfoides Inata
do tipo 2 (ILCs 2) ativando a producao de citocinas classicas da resposta imune tipo
2como alL-13 e alL-5 (NASR et al., 2018).

Além disso, as Células Apresentadoras de Antigenos (APCSs), principalmente
as células dendriticas (DCs), também sao ativadas por citocinas e alarminas epiteliais
gue induzem a expressao do ligante OX40 (OX40L). As DCs reconhecem o alérgeno
e se direcionam para o linfonodo de drenagem onde ap0s 0 processamento do
antigeno havera a apresentagdo do peptideo antigénico, via molécula do Complexo
Maior de Histocompatibilidade de classe Il (MHC Il) para o receptor de célula T (TCR)
presente na membrana dos linfocitos T CD4* virgens. Apos a apresentacao antigénica
ocorre a polarizacdo para o perfil T2, caracterizado pela ativacdo dos fatores de
transcricdo GATA-3 e STAT-6. Os linfocitos Th2 produzem as citocinas classicas do
perfil de resposta tipo 2 (IL-4, IL-13 e IL-5), a partir da acdo de fatores de transcricao
como o NF-kB (Figura 5) (HOLGATE et al., 2011).
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O Fator Nuclear-kappaB (NF-kB) estad envolvido em um amplo espectro de
redes inflamatdrias que regulam a producéo de citocinas. A sinalizagao intracelular via
NF-kB na CARAS ¢ evidenciada pelo aumento da localiza¢do nuclear de NF-kB ou
ligacdo ao DNA, fosforilacdo ou degradacéo de IkB e expressao de IKK-3 nas células
presentes nas vias aéreas de asmaticos. O aumento da ligacdo ou coloracao nuclear
do NF-kB também é detectado nas células inflamatdrias do escarro induzido de
asmaticos (MIYAKE et al., 2016).

As citocinas IL-4 e IL-13 compartilham os receptores celulares e atuam ativando
os linfécitos B, os quais se diferenciam em plasmadcitos produtores de anticorpos
especificos do tipo IgE para o determinado alérgeno. A IgE especifica para o alérgeno
se ligara aos seus receptores de alta afinidade | (FceRl) presentes na membrana
citoplasmatica de mastocitos teciduais, baséfilos e eosinodfilos circulantes. Esse
processo € denominado de sensibilizacdo alérgica (EVANS et al., 2015).

No momento da subsequente exposic¢ao do individuo sensibilizado ao alérgeno,
esse se ligara a IgE-FceRI presente na membrana dos mastécitos, basofilos e
eosindfilos. A ligacdo cruzada ira ativar essas células ocasionando a liberacdo dos
granulos contendo mediadores pré-estocados, como a histamina e, formacédo de
outros mediadores como prostagladinas e leucotrienos (BOULET, 2018). A histamina,
nas vias aéreas superiores, possui um papel fundamental nas terminacdes nervosas
sensoriais, na estimulacao reflexa parassimpatica das secre¢fes glandulares e na
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade capilar, sendo responsavel por
desencadear os sintomas nasais da rinite (prurido nasal, espirros, rinorreia). Nas vias
aéreas inferiores, a histamina promove vasodilatacdo local, aumento da
permeabilidade vascular e edema, além da migracdo de células inflamatérias e
broncoconstricao (XU; ZHANG; WANG, 2007).

O processo inflamatorio € mantido pela agdo de diversos mediadores que
formam o microambiente da resposta alérgica. A IL-4 atua em feedback positivo na
manutengao da resposta tipo 2 (WYNN, 2014). Juntamente com a IL-13 ativam 0s
macrofagos tipo 2 (M2), os quais passam a produzir a citocina TGF-B (Fator de
crescimento e transformacdo — B) que ativa os fibroblastos a produzirem fibras
colagenas, as quais se depositam nas vias aéreas, levando um quadro de fibrose e

remodelamento tecidual. Em células musculares lisas, essas duas citocinas
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desencadeam o processo de hipertrofia e hiperplasia muscular, levando a um quadro
de hiper-reatividade das vias aéreas (HOLGATE et al., 2011).

A IL-13 ativa o processo de hiperplasia, hipertrofia e metaplasia de células
ciliadas epiteliais que se diferenciam em células produtoras de muco (GOUR; WILLS-
KARP, 2015). Promove ainda a hipersecrecdo de muco (agua, glicoproteinas,
enzimas e imunoglobulinas) pelas células caliciformes presentes no epitélio colunar
pseudoestratificados ciliado das vias aéreas (Figura 5) (SAKANO et al., 2018).

A IL-5 esta relacionada ao processo de eosinopoese. O recrutamento de
eosinofilos decorre da atuacdo de quimiocinas, como eotaxina 1, 2 e 3. Além disso,
eosinofilos ativados nas vias aéreas geram quimiocinas pro-inflamatérias e enzimas
citoliticas, incluindo a Proteina Catiénica Eosinofilica (ECP) e Proteina Bésica
Principal (MBP) que participam da inflamacéo persistente das vias aéreas, e tém sido
associadas a exacerbac0des e declinio da funcao pulmonar. Os eosindfilos ainda séao
capazes de liberar o TGF- provocando o espessamento da membrana basal reticular
contribuindo para o remodelamento das vias aéreas presente na CARAS (Figura 5)
(ELTBOLI et al., 2015).
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Figura 5 - Mecanismo fisiopatologico da Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas
(CARAS) mediado pela resposta imune Tn2
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Fases da fisiopatologia da CARAS. a) Primeira fase (sensibilizacdo). Os alérgenos
estimulam as células epiteliais a liberarem as alarminas como TSLP, IL-33 e IL -25
que estimulam as ILCs2 a produzirem IL-13 e IL-5. As alarminas estimulam as APCs
(DCs) a migrarem para o linfonodo de drenagem para ativar THO via MHC-II e polarizar
para o perfil Th2 com a producéo de IL-4, IL-5 e IL-13. IL-5 € uma importante indutora
de eosinofilia atuando na medula 6ssea e provocando a produgdo, maturacdo e
migracao de eosindfilos para o local de inflamacéo. IL-4 e IL-13 estimulam a producao
de IgE pelas células B que se ligam aos receptores FceRl na membrana dos
mastocitos, basdfilos e eosindfilos circulantes, conferindo o primeiro estagio de
sensibilizacdo a alérgenos. b) Segunda fase da reacéo alérgica (fase de desafio). A
reexposicdo aos alérgenos resulta em ligacao cruzada alérgeno-IgE em mastocitos
gue ativa o processo de degranulacdo com a liberacdo de mediadores pré-estocados
como aminas vasoativas histamina e mediadores neoformados como prostaglandinas
(PGs) e cisteinil-leucotrienos (CysLTs). Esses mediadores serdo responsaveis pela
reacao de fase imediata que atua nos nervos aferentes, causando sinais clinicos de
espirros e friccdo nasal (rinite), nas células endoteliais, promovendo aumento da
permeabilidade vascular com extravasamento de liquidos e formacéo de edema, nos
musculos lisos promovem broncoconstricdo (asma). ¢) Terceira fase tardia da reacao
alérgica (manutencédo do perfil Tn2). A polarizagédo do perfil TH2 é mantida pela
producdo constante de IL-4 e IL -13. Essas citocinas atuam nas células caliciformes,
promovendo a hiperproducdo de muco, a hiperplasia das células musculares lisas e a
hipertrofia e a hiper-responsividade das vias aéreas (AHR). Além disso, ativam
macréfagos (M2), que produzem fator de crescimento e renovacdo B (TGF-B),
associado a hiperproducao de fibroblastos. Os eosindéfilos sédo as células efetoras do
processo inflamatério crénico, liberando mediadores como a Proteina Catidnica
Eosinofilica (ECP) e a Proteina Principal Basica (MBP), que atuam diretamente na
destruicdo epitelial, na remodelacéo de tecidos e na hiper-responsividade das vias
aéreas. TSLP (Linfopoetina do Estroma Timico), IL (interleucinas), ILC (Célula Linfoide
Inata), APC (Célula Apresentadora de Antigeno), DC (Células Dendriticas), MHC-II
(complexo principal de histocompatibilidade da classe 2), IgE (imunoglobulina E),
FceRI (receptor de Alta afinidade para a por¢éo Fc da IgE).
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2.6 Mecanismos imunoregulatorios da CARAS

As células T regulatérias caracterizam o perfil Treg, €las produzem a citocina IL-
10 cuja acao € supressora sobre outras células T CD4*. A IL-10 se destaca por suas
propriedades anti-inflamatérias oferecendo assim perspectivas terapéuticas para o
manejo de alergia como observado no estudo que utilizou uma molécula murina
recombinante IL-10 para o tratamento de camundongos sensibilizados com
ovallbumina (AYAKANNU, et al., 2019).

Estudos recentes sugerem que durante a doenca, juntamente com o aumento
da resposta Tn2, desequilibrios ocorrem nas respostas imunes Tul7 e T regulatério
marcada com altos niveis da IL-17 e diminui¢do da citocina IL-10 (SHI et al., 2011).
Outros estudos corroboram indicando que as células Tnl7, produtores de IL-17,
podem recrutar neutréfilos para o pulméo contribuindo para o agravamento da doenca
(ANATRIELLO et al., 2019).

Outra populacao de célula T capaz de modular a resposta imune tipo 2 na
CARAS ¢ a populacgéo celular do tipo TH1 com a producéo das citocinas IL-2, IFN-y, e
TNF-a. O IFN-y impede a ativacao do fator de transcricdo GATA 3 responsavel pela
diferenciacdo das células Th2. Estudos comprovam que o processo alérgico pode ser
suprimido pela inducdo de células Tl ou pela administracdo de IL-12, citocina
responsavel pela ativacdo do fator de transcricdo T-bet que induz a producao das
citocinas do perfil de resposta Thl (LAMBRECHT; HAMMAD, 2015). Além disso, um
tratamento eficaz para a asma pode ser induzindo a resposta imune Thl e
simultaneamente inibindo a resposta imune Tu2 / TH17 para restaurar o equilibrio THl
/ Tv2 (ANATRIELLO et al., 2019).

2.7 Diagnéstico darinite e asma

O diagnostico da rinite alérgica é baseado na historia clinica, antecedentes
pessoais e familiares de atopia, exames fisicos e exames complementares. O
diagndstico € essencialmente clinico, com detec¢cédo dos sintomas cardinais: espirros,
prurido nasal intenso, coriza clara e abundante e obstrucdo nasal e da identificacao
do possivel alérgeno desencadeante pelo teste cutdneo de hipersensibilidade
imediata ou IgE especifica (OKUBO et al., 2017).
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Para um diagnostico preciso, os marcadores de endotipos devem idealmente
ser complementados por avaliacdo da funcdo nasal, como a permeabilidade e fluxo
nasal, para confirmar a obstrugcdo nasal e provocacdo nasal com ar frio para
determinacao da hiperreatividade nasal. Assim como a medi¢éo do Oxido nitrico para
medir a inflamacdo nasal e provocacdo nasal com o alérgeno para confirmar a
relevancia dos alérgenos, e a avaliacdo do olfato em pacientes que relatam a reducao
da capacidade olfativa (RUBINI et al., 2017).

A obstrucdo nasal € a queixa mais frequente, podendo ser intermitente ou
persistente, bilateral ou unilateral. Em casos mais graves, a congestdo nasal pode
interferir com a aeracdo e com a drenagem dos seios paranasais e da tuba auditiva,
resultando em cefaleia ou otalgia, com queixas de diminuicdo da acuidade auditiva.
Podem ocorrer relatos de respiracdo oral, roncos, voz anasalada e alteragcdes no
olfato. Astenia, irritabilidade, diminuicdo da concentracdo, anorexia, alteracdo do
sono, nauseas e desconforto abdominal podem ocorrer (SAKANO et al.,2018).

Fisicamente caracteristicas faciais tipicas estdo presentes em grande ndmero
de pacientes com rinite alérgica, tais como: olheiras, dupla linha de Dennie-Morgan e
prega nasal horizontal causada pelo frequente habito de cocar a narina com
movimento para cima. O exame das cavidades nasais é essencial, mostrando uma
mucosa nasal geralmente palida, edemaciada e com abundante secre¢do clara ou
mucoide. Em casos cronicos observa-se hipertrofia importante de conchas inferiores
(BOUSQUET et al.,2016).

A intensidade e a frequéncia dos sintomas, assim como a sua evolucdo e
fatores desencadeantes e agravantes (tabagismo ativo/passivo, natacao),
medicamentos em uso, presenca de comorbidades (sinusites e otites de repeticao) e
outras doencas alérgicas (asma, conjuntivite alérgica e eczema atépico) devem fazer
parte da anamnese (GINA, 2018).

Quanto a asma, o diagnostico clinico é sugerido por um ou mais sintomas: tosse
cronica, desconforto toracico, dispneia e sibilancia principalmente a noite ou nas
primeiras horas da manh&, considerado os horarios de temperaturas amenas
resposaveis pela ativacdo de terminagfes nervosas sensitivas (WENZEL, 2016). O
exame fisico € inespecifico uma vez que nem todos 0s pacientes seguirdo uma regra
de sintomas apresentados, como por exemplo o sibilo, indicativo de obstrucao do fluxo

aéreo, pode nao ocorrer em todos os pacientes. Considerando os sinais e sintomas
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nao exclusivos da asma, a confirmacdo diagndstica deve ser feita por um método
objetivo e padronizado. Os testes diagnésticos disponiveis na clinica s&o:
espirometria, testes de broncoprovocacdo e medida de pico do fluxo expiratério
(GINA, 2018).

2.7 Tratamento CARAS

2.7.1 Tratamento ndo farmacoldgico

As proposicoes de medidas nao farmacaldgicas para o controle das doencas
alérgicas se baseiam em consensos de asma e rinite 0s quais recomendam as
medidas de afastamento de alérgenos como uma etapa da estratégia terapéutica
(BOUSQUET et al., 2016).

As principais medidas para o controle do ambiente sdo: optar por dormir em
qguarto bem ventilado e ensolarado. Evitar travesseiro e colchdo de paina ou pena, do
contrario, optar pelos de espuma, fibra ou latex; afastar o individuo do ambiente
enquanto se faz limpeza, evitar uso de vassouras e espanadores, optar por passar
pano umido ou usar aspiradores de p6 com filtros especiais; Dar preferéncia as pastas
e sabbes em pd para limpeza de banheiro e cozinha. Evitar talcos, perfumes,
desodorantes, principalmente na forma de sprays; ndo fumar e nem deixar que fumem
dentro da casa ou do automével do paciente. O tabagismo pré-natal, perinatal e pos-
natal estd associado a problemas respiratérios futuros na prole; evitar banhos
extremamente quentes e oscilacdo brusca de temperatura. A temperatura ideal da
agua varia em torno 37°C (temperatura corporal); dar preferéncia a vida ao ar livre.
Esportes podem e devem ser praticados, evitando-se dias com alta exposi¢cdo aos

poléns ou poluentes em determinadas areas geograficas (RUBINI et al., 2017).

2.7.2 Tratamento farmacoldgico

Os anti-histaminicos (anti-H1) sdo considerados medicamentos de primeira
escolha para o tratamento dos sintomas nasais evidentes na rinite alérgica. Eles
atuam sobre receptores de histamina subtipo 1 acoplado as proteinas Gquu,

interferindo na agéo da histamina sobre as terminagdes nervosas sensoriais, na
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estimulacao reflexa parassimpatica das secrecdes glandulares, na vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade, alivando assim, o prurido nasal, espirros, rinorreia e
sintomas oculares. Ainda, sdo capazes de regular o processo inflamatério por meio
da reducé@o da expressdo de citocinas inflamatérias, de moléculas de adeséo, da
ativacao de células epiteliais, mastocitos, linfocitos T e eosinofilos (MANDAHANE et
al., 2011). Os anti-H1 classicos ou de primeira geracado apresentam alta lipofilicidade
e facil penetracdo na barreira hematoencefalica, além da baixa seletividade pelo
subtipo do receptor, essas caracteristicas resultam em sedacdo e potenciais efeitos
adversos guando se ligam a outros tipos de receptores, como diminui¢cao da cognicéo
e desempenho psicomotor. J4 os anti-H1 ndo classicos ou de segunda geracao
apresentam baixa capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, alta
poténcia, longa duracéo de acgéo e alta afinidade para os receptores H1 apresentando
pouca ou henhuma interacdo com outros receptores (SAKANO et al., 2018).

Os descongestionantes pertencem a classe dos simpaticomiméticos cuja acao
se baseia na ativagao de adrenorreceptores a1 e azem células endoteliais promovendo
a vasoconstricdo e alivio da obstrucdo nasal. Os descongestionantes orais como a
pseudoefedrina devem ser utilizados com cautela devido a sua acdo psicotrépica e
efeitos colaterais cardiovasculares. Ja os de uso tépico como a nafazolina devem ser
usados por no maximo 7 dias, pois seu uso prolongado pode desencadear a rinite
medicamentosa de rebote, efeitos centrais e cardiovasculares importantes
(MANDAHANE et al., 2011).

Os corticosteroides sdo agentes anti-inflamatdrios esteroidais de primeira linha
para o controle da CARAS. Quando utilizado na forma tépica alivia a congestéo, a
hiposmia, a coriza, os espirros e o prurido. Sua administracéo sistémica € vantajosa
por atingir tanto as vias aéreas superiores quanto as inferiores, util naqueles pacientes
com sintomais mais intensos. No entanto, os efeitos adversos sistémicos dos
corticosterdides sempre foram uma preocupacao. A inibicdo do crescimento em
criancas, os disturbios do metabolismo, o glaucoma e a formacdo de catarata, a
imunossupressao e a supressao do eixo Hipotalamo-Pituitario-Adrenal sdo exemplos
desses efeitos adversos. Seu mecanismo de agéo se baseia na inibicao da transcricéo
de proteinas pro-inflamatdrias mediada pelo NF-kB e na ativagdo da transcrigao de
proteina anti-inflamatorias (IL-10) (MATERA et al., 2019).
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Estabilizadores de mastocitos constituem uma importante intervencao
terapéutica no tratamento da CARAS. A reexposi¢ao a um alérgeno leva a sua ligagcéo
aos anticorpos IgE especificas para os alérgenos ligados aos receptores FceRI nos
mastocitos. Isso provoca a ligacdo cruzada desencadeando a sintese e degradacéo
de mediadores como histamina, triptase, leucotrienos e proteases. Este é 0 passo
mais crucial na cascata alérgica. O cromoglicato dissodico possui acao estabilizadora
sobre a membrana de mastécitos e, consequentemente, impede a liberacdo dos
mediadores quimicos (TAUR; PATIL, 2011).

Os sintomas pulmonares da CARAS sédo controlados pelas seguintes classes:
agonistas B-adrenérgicos, antagonistas do receptor muscarinico Ms, e inibidores de
fosfodiesterase (MATERA et al., 2019).

Os antagonistas de receptores de leucotrienos como o montelucaste de sodio
tém sido apontados como alternativa eficaz para os pacientes com asma e rinite
alérgica concomitante, seus efeitos vao desde inibicdo da vasodilatacdo, da
exsudacao plasmatica, da secre¢do de muco, além de inibir a inflamacao eosinofilica.
Entretanto, efeitos adversos como dor abdominal, cefaleia e agitacdo podem ser
observados (ADCOCK et al., 2008).

A introducéo de anticorpos monoclonais no tratamento da CARAS surge como
alternativa de uma terapia mais especifica, ja que agentes biolégicos séo sintetizados
por organismos vivos e direcionados a um mediador especifico como citocina ou
receptor. Atualmente ja foram desenvolvidos imunobiolégicos contra os seguintes
alvos: IgE, citocinas da resposta Tw2 como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-31 e TSLP,
receptor para quimiocinas CCR4 e moléculas de adesdo CD2, CD25, CD52 e ligante
OX40. Embora raramente, podem ocorrer reacdes adversas a terapia imunobiolégica
como infecgdes do trato respiratério inferior e do trato urinério, faringite, dor de cabeca,
congestédo nasal, dor abdominal, eczema, dor nas costas e reac¢des no local da injecéo
(BUSSE, 2019).

2.8 Produtos naturais

Ao longo da histéria, os produtos naturais, obtidos de plantas, animais ou
minerais foram a principal fonte de preparacdes medicinais. Ainda hoje, eles

continuam presentes em ensaios clinicos e nao clinicos ou fornecem compostos para
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realizacdo desses. A principal justificativa para utilizacdo de compostos naturais se
baseia na grande diversidade de organismos produtores de metabdlitos secundarios,
apresentando as mais diversas estruturas exercendo grande importancia no processo
de descoberta e desenvolvimento de novas drogas (GUO, 2017).

Nessa perspectiva, ha exemplos importantes de substancias isoladas de
plantas como a atropina isolada da Atropa beladona, a digoxina, isolada da Digitalis
lanata, a cafeina obtida da Coffea arabica, além do acido salicilico, obtido da Salix
alba (STICHER, 2014).

O Brasil é um pais dotado de uma das maiores biodiversidades do planeta e
desta forma ocupa uma posicao privilegiada, tendo em vista que 20% de todas as
espécies vegetais encontram-se no pais. As plantas medicinais da flora nativa
brasileira séo utilizadas devido ao grande respaldo no conhecimento popular que
permite assim uma longa aceitacdo dessas espécies, no entanto é importante
destacar que apesar do seu amplo uso, ha pouca comprovacéo de suas propriedades
farmacolégicas (VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008).

Nesse sentido, a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares
em saude foi implantada no Brasil em 2006. O seu objetivo é fortalecer as pesquisas
com plantas medicinais nativas e garantir a acessibilidade dessa pratica aos servicos
de saude. No ano de 2009, o Ministério da Saude publicou a Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), uma lista com 89 espécies que
estdo sendo priorizadas em pesquisas e investimentos garantindo assim seguranca e
eficacia de suas utilizacbes (CARVALHO, 2011).

Além da validacédo do conhecimento popular, o estimulo a pesquisa, producéo
e comercializacdo de espécies vegetais brasileiras gera trabalho, renda,
desenvolvimento e integracdo regional, ou seja, possibilidades econdmicas
importantes ao desenvolvimento do pais, visando a sustentabilidade (BRASIL, 2011).
Dessa forma, os produtos naturais oferecem grandes oportunidades para obtencao
de moléculas potencialmente ativas que levem a novos farmacos uteis no tratamento

de diversas afecces, entre elas os disturbios das vias aéreas como a rinite e asma.

2.9 Cissampelos sympodialis Eichler (Menispermaceae)

Cissampelos sympodialis € popularmente conhecida como "jarrinha”, "milona”,

“orelha de oncga” e “abuteira”. Esta distribuida pelo no Nordeste e Sudeste do Brasil,
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sendo facilmente distinguida pelo formato deltoide de sua folha (Figura 6). Pertence a
familia Menispermaceae, descrita por AL de Jussieu (1789), bem conhecida pela
producdo de vérios tipos de alcaldides, como bisbenzilisoquinolinicos e
morfinandiendnico (BARBOSA-FILHO; CUNHA; GRAY, 2000). Popularmente, o
infuso das folhas e raizes da Cissampelos sympodialis € amplamente utilizado para
tratar varias doencas inflamatorias, como asma, bronquite, artrite e reumatismo
(BARBOSA-FILHO et al., 1997).

Figura 6 — Fotos da espécie Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae).

Fonte: Cavalcanti, 2006.

Trabalhos néo-clinicos anteriores, realizados no Laboratério de
Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB)/Jodo Pessoa, PB,
demonstraram que o extrato hidroalcoolico das folhas (AFL) da C. sympodialis e seus
alcaloides apresentaram atividade anit-inflamatéria em modelo agudo, antialérgica em
modelo de alergia alimentar, antiasmatica e imunomoduladora (BEZERRA-SANTOS
et al., 2006; COSTA et al., 2008; PIUVEZAM et al., 1999; VIEIRA et al., 2013).

O estudo fitoquimico realizado no Laboratério de Fitoquimica do Programa de
Pos-graduacédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/UFPB/Jodo Pessoa, PB,
a partir do extrato da C. sympodialis levou ao isolamento de metabdlitos secundarios
dessa espécie, sendo os flavonoides e os alcaloides os metabdlitos mais estudados.
Seis marcadores quimicos e bioativos, quatro destes alcaloides sdo terciarios:
warifteina (Figura 7A), metilwarifteina (Figura 7B), simpodialina 3, N-0xido (Figura 7C)

(bisbenzilisoquinolinicos), milonina (Figura 7D) (morfinamico), e um quaternario, do
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tipo aporfinico: a laurifolina (Figura 7E) (CORTES, 1995; FREITAS et al., 1996). A
warifteina foi o alcaloide isolado em maior quantidade e é encontrada nas raizes com
um alto rendimento, correspondente a 1,4%, permitindo assim seu estudo
farmacoldgico (BARBOSA-FILHO; AGRA; THOMAS, 1997). Na raiz da mesma planta,
além destes cinco alcaloides ocorreu o isolamento e a elucidacéo estrutural de outro

alcaloide bisbenzilisoquinolinico, denominado de roraimina (Figura 7F).

Figura 7 - Estruturas quimicas dos alcaloides isolados da Cissampelos sympodialis Eichl.:
warifteina (A) metilwarifteina (B) simpodialina B, N-6xido (C) milonina (D) laurifolina (E) e
roraimina (F)

Fonte: SALES, 2014.

2.9.1 Alcaloides: warifteina e metilwarifteina

Os alcaloides sdo metabdlitos secundarios nitrogenados e com baixo peso
molecular majoritariamente derivados de aminoacidos. Estima-se que estes
metabdlitos possam ser encontrados em 20% de todas as espécies vegetais estando
envolvidos na defesa das plantas contra herbivoros e patdogenos. Os alcaloides
bisbenzilisoquinolinicos séo conhecidos por terem varias atividades farmacologicas
inclusive atividade antiparasitaria, em particular contra Leishmania sp. (FOURNET et
al., 1993), Trypanossoma cruzi (ROJAS DE ARIAS et al., 1994) e Plasmodium sp.
(ANGERHOFER et al., 1999; WRIGHT et al., 2000).

Ensaios de toxicidade aguda com a warifteina em camundongos demonstraram

que a DLso, via intraperitoneal, € 511 mg/kg. Entretanto, por via oral, doses de até
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1000 mg/kg néo induziram mortalidade nos animais durante o tempo de avaliacéo
(CORTES, 1995).

A warifteina inibiu a produgdo de cistenil-leucotrienos e a migragdo de
eosindfilos para o lavado bronco alveolar (BALF) e os niveis da citocina IL-13 apds
desenvolvimento do processo alérgico asmatico em camundongos da linhagem
BALB/c (BEZERRA-SANTOS et al., 2006; BEZERRA-SANTOS et al., 2012). Em outro
trabalho de alergia alimentar, a warifteina reduziu a resposta de linfocitos T e a
producéo de IgE especifia para o alérgeno (COSTA et al., 2008). Recentemente, em
modelo experimental de rinite alérgica, apdés administracdo intranasal, a warifteina
reduziu o infiltrado inflamatoério na cavidade nasal, bem como a quantidade de muco
no tecido pulmonar (VIEIRA et al., 2018)

Em relagdo a metilwarifteina, outro alcaloide de interesse no presente estudo,
foi demonstrado sua acdo no aumento dos niveis de AMPc em homogenato de
musculo liso com poténcia superior a warifteina (THOMAS et al., 1997). Em quadros
de asma alérgica experiemental, o tratamento por instilacdo nasal com a
metilwarifteina inibiu a migragéo celular no BALF, reduziu o infiltrado celular e sintese
de muco no epitélio pulmonar, influenciando diretamente no processo alérgico
induzido por OVA (VIEIRA et al., 2013).

Considerando as relevantes atividades ja apresentadas pelos alcaloides,
warifteina e metilwarifteina, o presente trabalho deteve-se a investigar o seu efeito em
modelo de CARAS.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos imunofarmacolégicos dos alcaloides warifteina e
metilwarifteina em camundongos BALB/c com a Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas
Combinadas (CARAS) induzida por ovallboumina (OVA).

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito dos alcaloides nos sinais clinicos relacionados a rinite
experimental tais como friccdo nasal e esprirro e na hiper-reatividade nasal
induzida por histamina;

e Investigar o efeito dos alcaloides na migracdo de células inflamatérias para as
cavidades nasal (Fluido do Lavado Nasal - NALF) e pulmonar (Fluido do
Lavado Broncoalveolar - BALF) e a nivel sistémico;

¢ Quantificar o nivel sérico de IgE OVA-especifica;

e Analisar os cortes histologicos das fossas nasais e pulmdes corados com:
Hematoxilina-eosina (HE, parametros inflamatorios); Acido Periédico de Shiff
(PAS, producao de muco); Azul de Toluidina (AT, presenca de mastocitos);
Tricomo de Gomori (TG, presenca de fibras colagenas);

e Investigar o potencial imunomodulador dos alcaloides quanto aos niveis de
citocinas no BALF:

o Do perfil Tul (INF-y);

o Do perfil Th2 (IL-4; IL-13; IL-5.);
o Das células epiteliais (IL-33);

o Do perfil TH17 (IL-17);

o Do perfil Treg (IL-10).

e Avaliar o efeito dos alcaloides na expressdao do NF-kB em granulécitos e
linfcitos do BALF.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material

4.1.1 Material botanico

Os alcaloides warifteina e metilwarifteina foram isolados do extrato
hidroalcoolico das folhas e raizes da Cissampelos sympodialis e cedidos pelo
professor Dr. José Maria Barbosa Filho/CCS/UFPB/Jodo Pessoa/PB/Brasil. Os
alcaloides foram identificados a partir de analises dos espectros de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C (CERQUEIRA-LIMA et al., 2010). A
quantificacdo dos alcaloides foi feita por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) com deteccédo no Ultra-Violeta (UV). A dose de 2 mg/kg de cada alcaloide foi
utilizada baseada em estudos anteriores (COSTA et al., 2008; VIEIRA et al., 2013).
As solucdes de warifteina e metilwarifteina foram preparadas dissolvendo a
quantidade do cristal equivalente a 2 mg/kg em 50 puL de HCI 1 N e 800 pL de salina.
O pH foi ajustado para aproximadamente 7,0 com NaOH 1 N e o volume foi
completado para 1000 pL. O volume referente a cada dia foi alicotados em tubos

eppendorfs em seguida, congelados.

4.1.2 Animais

Camundongos isogénicos fémeas BALB/c com idade 6 a 8 semanas, pesando
entre 20 e 25 g, e ratas Wistar fémeas, na mesma idade, pesando em média 250 g
foram utilizados nos experimentos e obtidos da Unidade de Producao Animal (UPA)
da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) / Jodo Pessoa, PB/Brasil. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno (41x34x16 cm,) a uma temperatura de 25
+ 2 °C e submetidos a um ciclo de claro e escuro de 12 horas (6:00 as 18:00 claro e
de 18:00 as 6:00 escuro) com livre acesso a a4gua e a uma dieta balanceada a base
de racédo do tipo pellets (Labina®) durante todo o periodo de experimentacdo. A
manipulacdo dos animais foi realizada de acordo com o guia de cuidado animal
(SHERWIN et al., 2003) e os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA N° 2518050618) / UFPB (Anexo
A). A eutanasia dos animais foi realizada por overdose de solugéo anestésica (xilazina

30 mg/kg + quetamina 300 mg/kg) diluida em solugdo salina (NaCl 0,9%) e
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administrada via intraperitoneal, conforme a Resolucdo Normativa N° 13, de
20.09.2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA.
Para avaliar o efeito dos alcaloides, os animais foram distribuidos em cinco

grupos experimentais (n=5) (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuigcdo dos grupos experimentais

Basal Animais saudaveis, nao sensibilizados e
nao desafiados com OVA.
Ovalbumina (OVA) Animais doentes, sensibilizados e
desafiados com OVA e nao tratados.
Budesonida (BUD) Animais doentes e tratados,

sensibilizados e desafiados com OVA e
tratados com 0,9 mg/kg de budesonida
(via intranasal).

Warifteina (War) Animais doentes e tratados,
sensibilizados e desafiados com OVA e
tratados com 2 mg/kg de warifteina (via
intranasal).

Metilwarifteina (Mwar) Animais doentes e tratados,
sensibilizados e desafiados com OVA e
tratados com 2 mg/kg de metilwarifteina
(via intranasal).

Fonte: CAVALCANTI, 20109.

4.1.3 Substancias e reagentes

O &cido cloridrico (HCI), o &cido fosfotunguistico (HsP12040), 0 acido orto-
periédico (HslOs), 0 balsamo do Canad4, o carvdo ativado, os corantes para
elaboracao das laminas histolégicas, o corante azul de Evans, o hidroxido de aluminio
(Al(OH)3), o xilol (CsH4(CHs)2) e o etanol (CH2HsOH) foram adquiridos da Vetec®
(Brasil). O acido etilenodiamino tetra-acético (CioH16N20s), 0 aldeido férmico (CH20),
o bissulfito de sodio (NaHSOs), o cloreto de sédio (NaCl), o fosfato de sodio
monobasico (NaH2POa), o fosfato de sédio dibasico (NazHPO4), 0 metabissulfito de
sédio (Naz2S205), a OVA grade Il, a OVA grade V e a histamina foram provenientes da
Sigma-Aldrich®. Os dois tipos de OVA foram conservados sob refrigeragéo e diluidos
em solucdo salina. O cloridrato de ketamina foi obtido da Vetbrands® (Brasil). O
hidroxido de sodio (NaOH) foi obtido da Reagen®. A parafina para histologia foi

adquirida da Isofar®. Os Kits para dosagem de citocinas murinas (INF-y, IL-10, IL-13
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e IL-17) foram obtidos da eBioscience®. Ja os Kits para citometria de fluxo foram

provenientes da eBioscience®.

4.1.4 Solugodes

Em um recipiente estéril, as substancias anestésicas foram diluidas em
quantidade relatada de salina obtendo a solucdo esperada apos homogeneizagéo

conforme mostra a tabela 2.

Tabela 2 - Composicéo da solugéo anestésica

Quantidade (mL)

Xilasina 1
Quetamina 3
Salina 8

A solucdo descalcificadora foi preparada a partir do sal diluido no tampéao
(Tabela 3). A amostra (cavidade nasal) foi introduzida no liquido descalcificador com
o volume igual ou superior a vinte vezes o volume da peca. A solugéo foi renovada
diariamente e mantida em agitacédo e o pH aferido diariamente. O teste mecanico da
amostra (teste da agulha) a fim de se verificar a eficiéncia do processo de

descalcificacao foi realizado.

Tabela 3 - Composicdo da solugéo descalcificadora EDTA (&cido etilenodiaminotetracético)
em tampéao fosfato 0,1 M

Quantidade
Tampao fosfato 0,1 M

Solugéo A

Fosfato de s6dio monobasico 13,79

Agua destilada 1000 mL

Solugéo B

Fosfato de sddio dibasico 35,89
Agua destilada 1000 mL

Solugéo de uso

EDTA 100 g
Tampaéo fosfato 0,1 M 1000 mL
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As amostras para procedimento histologico foram conservadas em solucao de
formalina tamponada (Tabela 4). Para o preparo da solugéo foram dissolvidos os sais
em agua destilada com auxilio do agitador magnético. O volume de aldeido férmico,
previamente aferido, foi adicionado a solugédo tamponada atingindo o volume final.
Apés o preparo, as amostras permaneceram 24 horas sob fixacdo O preparo de
solucdes fixadoras foi feito em capela de exaustdo. Por serem muito volateis e
sensiveis a luz, as solugdes contendo formaldeido foram em vidro &mbar firmemente

fechado.

Tabela 4 - Composicao da formalina tamponada

Aldeido formico 37% 100 mL
Agua destilada 900 mL
Fosfato de s6dio monobasico 49
Fosfato de sodio dibasico 459
4.2 Métodos

4.2.1 Modelo da Sindrome de Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS)

O modelo experimental de CARAS induzido por ovalbumina (OVA) foi
desenvolvido tendo como base a adaptacéo do protocolo experimental de LI et al.,
2015. Os camundongos BALB/c fémeas foram sensibilizados, no primeiro e no décimo
segundo dia do protocolo experimental, com uma suspensao de 50 pg/mL de OVA
(grade V Sigma) e 10 mg/mL de hidroxido de aluminio (VETEC®) em solugao salina.
Essa suspenséo foi administrada via intraperitoneal na dose de 100 uL/10 g do animal.
Apés a sensibilizacdo, os animais foram desafiados com aerossol de OVA grade Il a
5% em solugéo salina com intervalos de 24h por 5 dias consecutivos. Os desafios
foram realizados durante 30 minutos diarios em uma camara fechada, sob um fluxo
continuo de aerossol, com o auxilio de um nebulizador ultrassénico.

Os camundongos foram distribuidos em cinco grupos (n=5) (Tabela 1): o grupo
basal representou 0os animais em seus estados fisiologicos; o grupo OVA representou
0s animais sensibilizados e desafiados com ovallbumina; o grupo BUD representou

0s animias sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com budesonida (0.9
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mg/kg, por via intranasal); os grupos War e Mwar representaram 0S animias
sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com warifteina ou metilwarifteina (2
mg/kg, por via intranasal).

Apés 24 horas do ultimo desafio com OVA (dia 36) os animais foram eutanasiados
com solucdo anestésica de quetamina e xilasina, por via intramuscular em uma das
patas posteriores, para coleta da cabeca e pulméo e seu posterior processamento

histoldgico (Figura 8).

Figura 8 - Esquema representativo do modelo experimental da Sindrome de Asma e Rinite
Alérgicas Combinadas (CARAS)

24 h
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4.2.2 Quantificacdo dos sinais clinicos

Fonte: Pereira, 2017

Os sinais clinicos nasais, friccdo nasal e espirro, foram quantificados em cada
camundongo por 15 minutos no ultimo dia de desafio (36°) imediatamente apés o
desafio com OVA. A contagem foi realizada apds filmagem dos camundongos
previamentes isolados em cubas de vidro espelhadas para melhor observacgao
(KUYAMA et al., 2010).

4.2.3 Avaliacao da hiper-reatividade nasal induzida pela histamina

A hiper-reatividade nasal a histamina foi determinada pela quantificacdo dos
sinais clinicos: espirro e friccdo nasal, durante 10 minutos, ap0s a administracéo de
doses crescentes de histamina diluida em solucédo salina, na cavidade nasal. No dia

36°, uma hora apos o desafio com o alérgeno, quatro microlitros de doses crescentes
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de histamina (0,1, 1, 10, 100 e 1000 nmol/ camundongo) foram instilados na cavidade

nasal de forma consecutiva em intervalos de 60 minutos (KUYAMA et al., 2010).

4.2.4 Quantificacdo celular nos Fluidos do Lavado Nasal (NALF) e
Broncoalveolar (BALF)

Para a coleta dos fluidos, primeiramente, os camundongos foram
eutanasiados com solucdo anestésica e em seguida foi feita a assepsia do térax e
pescoco do animal com &lcool a 70°. A traqueia foi isolada com auxilio de instrumental
cirargico (pinga e tesoura). Uma cénula de poliestireno foi introduzida na traqueia do
animal no sentido traqueia-cavidade nasal para coleta do NALF e posteriormente
traqueia-pulméao para o BAL. Para obter cada lavado foi administrado, por uma céanula,
1,0 mL de Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) na cavidade. O liquido apés lavar a
cavidade foi coletado em tubo tipo coOnico. Os fluidos foram mantidos em baixa
temperatura (6°C) para conservagado da viabilidade celular (WANG et al., 2013) e
posteriormente foram utilizados para contagem total e diferencial das células.

A contagem do numero total de células nos lavados foi realizada em camara de
Neubauer, utilizando uma aliquota da amostra previamente homogeneizada e diluida
em Solucédo de Turk na proporcéo 1:2 para o NALF e 1:4 para o BAL. A leitura foi feita
no microscopio Optico em objetiva de 40x. Apds contagem foi realizado o calculo do
numero de células = n x d x 104, no qual n: média do nimero de células contadas nos
quatro quadrantes, d: diluicdo da amostra e 10* diluicdo padrdo da camara de
Neubauer.

Para contagem diferencial das células, 150 a 200 puL de cada lavado foram
distribuidos igualmente por lamina nos dois pogos de uma cito centrifuga (cytospin®).
O material foi centrifugado a 1500 RPM por 10 min. Apos a cito centrifugacédo, as
laminas foram coradas por Pandético (Panoptic methods / Auto-Hemacolor®) com
auxilio de uma cuba de coplin. Terminada a etapa de coloracdo, as laminas foram
lavadas em adgua destilada e secadas a temperatura ambiente. A contagem diferencial
de células foi realizada por microscopia Optica. Cada lamina foi observada até a
contagem de 100 células, utilizando para isso a objetiva de imerséo (100x).
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4.2.5 Quantificacao celular no sangue periférico

Para contagem de células no sangue periférico foi realizada a técnica do
esfregaco sanguineo ou lamina de extensao sanguinea. Uma gota de sangue obtida
da veia caudal foi posta na lamina de microscopia e distendida, formando assim, uma
camada fina de sangue. As laminas obtidas foram reservadas para secagem. Apéos
essa etapa, as laminas foram coradas com o kit rapido panético® e submetidas a uma
nova secagem. A leitura foi realizada com auxilio de microscopia Optica de forma a

permitir que as diferentes células do sangue sejam quantificadas (DORIA et al., 2016).

4.2.6 Quantificacdo do titulo de IgE OVA-especifica

O teste de anafilaxia cutanea passiva foi realizado para a determinacéo do titulo
de IgE-OVA-especifica. As amostras de soro de camundongos dos cinco grupos de
animais (basal, OVA, War e Mwar) obtidas apés centrifugacdo do sangue do plexo
braquial foram descongeladas e submetidas a diluicbes (razdo 2) em solugéo salina
0,9%. Em seguida foram administrados 50 L de cada soro por via intradérmica, em
oito diferentes sitios do dorso de ratas Wistar (n=5). As dilui¢cBes testadas foram 1:32,
1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048 e 1:2096. Cada soro foi testado em ratos
diferentes, os quais foram previamente depilados e anestesiados com 500 pL da
solucéo de gquetamina e xilasina por via intraperitoneal.

ApGs 24 h foi realizado o desafio antigénico. Para o desafio, foi administrado
na veia da calda 0,5 mL de uma solucdo contendo o corante azul de Evans a 1% e
2,0 mg de OVA grade Il. Decorridos 30 min da inje¢cdo na veia da calda, os animais
anestesiados foram sacrificados por deslocamento cervical e os diametros das
manchas formadas nos dorsos mensurados com o auxilio de uma régua milimétrica.
O titulo do soro fornece, portanto, uma medida indireta da concentragéo de IgE-OVA-
especifica nos grupos de animais testados. O titulo foi determinado pela maior diluicao

capaz de promover mancha mensuravel (= 5 mm).
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4.2.7 Analises histoldgicas

4.2.7.1 Cavidade pulmonar

Para a coleta do pulméo, os camundongos foram eutanasiados e, em seguida,
no limite das costelas com o diafragma, a cavidade toracica do animal foi aberta e
realizada a perfusdo cardiaca. A perfusdo consistiu na administracdo de 20 mL de
solucdo salina no coracdo para retirada do sangue da circulacdo sanguinea e a
lavagem do pulméo possibilitando sua coleta. Imediatamente ap0s a coleta, as
amostras foram submetidas a fixacdo em formalina tamponada por no minimo 24 h e
em seguida lavadas em agua corrente. Apés a coleta, o material foi registrado no livro
de protocolo. Por meio desse registro, o material foi identificado por um nimero, tipo
de experimento, datas, 6rgdos que o acompanhou durante todos os procedimentos
da técnica histolégica. Cada oOrgdo foi inserido em um cassete devidamente

identificado para facilitar o manuseio durante o processo evitando possiveis trocas.

4.2.7.2 Cavidade nasal

As cabecas dos animais foram coletadas apos a coleta do pulméao e submetidas
a uma rapida lavagem com soluc¢éo salina possibilitando sua fixacdo. Posteriormente
a fixacao, o excesso de pele das cabecas foi retirado, a mandibula inferior e os olhos
foram removidos e o cranio seccionado na regido posterior, entre o terceiro dente
superior e a abertura posterior do ducto faringeo (nasofaringe) (GUIBAS et al., 2014).
Em seguida, os narizes foram submetidos a descalcificacdo quimica pelo auxilio de
um agente quelante, o EDTA, durante uma média de 15 dias. Os narizes foram
suspensos no liquido descalcificador, com o volume igual ou superior a vinte vezes o
volume da peca. A solucdo descalcificadora foi trocada diariamente e, quando
possivel, o frasco foi submetido a agitacdo. Apds 10 dias foi feito o teste fisico da
agulha para assegurar que ocorreu a descalcificacdo. Uma vez obtida a completa
descalcificagcao das amostras, elas foram lavadas para retirada do fixador e era dado

prosseguimento ao processamento histolégico.
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4.2.7.3 Processamento histoldgico

O material histologico foi inicialmente desidratado por imersdes de 1 hora numa
série crescente de alcool etilico a 70, 80, 90 e 100%. A desidratacéo evita a retracao
do tecido e, consequentemente, as lesdes estruturais da célula de carater irreversivel.
(MOLINARO et al., 2010). Em seguida, foi feita a diafaniza¢do, na qual o material foi
imerso duas vezes em xilol com duragéao de 1 h cada imersé&o. O xilol funciona nesta
etapa como desalcolizante. Em sequéncia a diafanizacdo, a impregnacao do material
foi realizada em parafina. Na impregnacédo, as amostras foram submetidas a dois
banhos sucessivos em parafina, cada banho com duracao de 1 h. Apés impregnacao,
o material histolégico foi emblocado em formas de parafina. Quando o material foi
totalmente imerso, cada forma foi deixada ao ar livre para solidificacdo da parafina.
Os blocos formados foram retirados das formas e, em seguida, foram realizados os
cortes histol6gicos no micr6tomo.

Os cortes histolégicos foram realizados com espessura de 5 ym. Apés a
microtomia, as fitas de parafina obtidas foram colocadas em banho-maria (38 — 40 °
C). Com auxilio das laminas, os cortes foram “pescados” do banho-maria. Em seguida,
as laminas foram reservadas para secagem. Com os cortes aderidos as laminas,
foram realizadas coloractes diferentes: hematoxilina eosina (HE) para visualizacéo e
andlise do corte histolégico e da migracéo celular; Acido Periddico de Schiff (PAS)
para observacao das células caliciformes produtoras de muco; Azul de toluidina (AT)
para andlise do processo alérgico mediada por mastdcitos; Tricrémico de Gomori (TG)
para analise de fibrose na matriz extracelular. Em seguida, era realizada a montagem
das laminas com insercdo de laminulas. Como meio de montagem (selante) era
utilizado o balsamo do Canada (VIERA, 2008).

4.2.7.4 Fotomicrografias

As fotografias digitais foram capturadas pela camera Moticam 5.0 MP acoplada
a um microscopio optico. As imagens foram calibradas no programa MOTIC PLUS em
definicdes especificas conforme a objetiva utilizada: 10x ou 40x. A analise histolégica
foi realizada por um operador capacitado, o qual analisava qualitativamente os

parametros histolégicos para em seguida quantifica-los estatisticamente
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4.2.8 Quantificacao de citocinas no BALF

O BALF de cada grupo experimental foi congelado a -20°C para posterior
quantificacdo das seguintes citocinas: IL-4, IL-13, IL-5, IL-33, IL-17, IL-10, IFN-y. Essa
quantificacdo foi realizada pelo ensaio imunoenzimatico, de acordo com o protocolo
da técnica ELISA sanduiche especificado no Kit do fabricante (eBioscience®, Inc.
Science Center Drive, San Diego, CA-USA).

4.2.9 Andlise da expresséao do fator de transcricdo NF-kB (p65)

Para avaliacdo da expressdo da subunidade p65 (porcéo ativa) do fator de
transcricdo NF-kB foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. A analise celular por
citometria de fluxo permite a distincdo de populacdes celulares pelo tamanho (difracéo
da luz) e granulosidade (difusdo da luz). A amostra utilizada foi o BALF, o qual foi
centrifugado, retirou-se o sobrenadante e o ressuspendeu em um volume pré-
calculado para se obter 2x10° células/mL de PBS. A amostra foi submetida ao
protocolo descrito no kit. A leitura dos resultados foi realizada em citdmetro de fluxo
(FACSCanto Il). Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do software Flow
Jo.

4.2.10 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro padréo da média (S.E.M.)
e analisados estatisticamente utilizando analise de variancia (ANOVA one-way),
seguido de pos-teste de Tukey para comparagcdo multipla entre os grupos
experimentais. Os valores foram considerados significativos quando os valores de p
<0,05. Todos os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism® versao 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, E.U.A.). Os dados das andlises histoldgicas
foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis e os parametros considerados para o
calculo da pontuacéo (escore histolégico) foram infiltracdo celular, producdo de muco,
quantidade de fibras colagenas e numero de mastdcitos, conforme as coloracdes

utilizadas (Tabela 5).
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Tabela 5 - Parametros analisados no escore histologico.

Escore Infiltrado, muco e fibras colagenas

Auséncia de alteragfes histologicas
Grau leve: menos de 25% do campo microscépico
Grau moderado: de 25 a 49% do campo microscépico
Grau acentuado: de 50 a 75% do campo microscépico
Grau muito acentuado: mais de 75% do campo
microscopico

Escore Mastocitos

0 Menos de 5 células por campo

De 5 a 15 células por campo microscépico
De 16 a 25 células por campo microscépico
De 26 a 35 células por campo microscépico
Mais de 35 células por campo microscoépico

A WNELO

A WDNPRP

Fonte: adaptado Ponikau et al., 2003



Resultados



Cavalcanti, R. F. P. 61
Resultados

5. RESULTADOS

5.1 Efeito do tratamento com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) nos

sinais clinicos da rinite em camundongos com CARAS

O tratamento com os alcaloides warifteina e metilwarifteina na dose de 2 mg/kg
reduziu significativamente os sinais clinicos da rinite, nimero de espirros e friccoes
nasais, quantificados por 15 minutos apdés o ultimo desafio com OVA via aerossol. Os
nameros de espirros (11,6 £ 1,6, p < 0,001) (Gréafico 1A) e de fric¢cdes nasais (11,0
1,0, p < 0,001) (Grafico 1B) aumentaram no grupo OVA quando comparados com 0s
animais do grupo basal (1,6 + 0,2; 1,4 + 0,2; respectivamente). Os tratamentos com a
War (4,2 £ 0,9, p <0,001) ou com a Mwar (5,4 £ 0,2, p < 0,001) diminuiram o niamero
de espirros quando comparado ao grupo OVA (11,6 = 1,6) (Gréafico 1A) bem como o
namero de friccées nasais (War - 5,2 £ 0,9, p < 0,001 e Mwar - 6,8 +0,3, p < 0,01) em
comparacdo ao grupo OVA (11,0 + 1,0) (Gréfico 1B). A droga padrdo budesonida
(BUD) diminuiu significativamente os nameros de esprirros e friccdes nasais como
esperado. Nao houve diferencas estatisticas nos nimeros de espirros e friccdes
nasais entre os grupos BUD (4,8 £ 0,3), War (4,2 £ 0,9) e Mwar (5,4 £ 0,2).
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Gréfico 1 - Quantificacdo de espirros (A) e friccbes nasais (B) de camundongos com CARAS.
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do poés-teste de Tukey (grupos vs. numero de espirros (A) ou fricgBes nasais (B)). Os
camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos: Basal (animal no estado
fisiolégico); OVA (animais doentes por ovalbumina); BUD (droga padrdo, budesonida 0,9
mg/kg); War (animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com
metilwarifteina 2 mg/kg). *#p < 0,001 (OVA vs. basal); ***p < 0,001(OVA vs. BUD, War e Mwar)
e **p < 0,01 (OVA vs. Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.2 Efeito do tratamento com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) na hiper-

reatividade nasal induzida por histamina em camundongos com CARAS

O tratamento com a War foi capaz de reduzir o nimero de espirros logo apos a
administragao da histamina nas doses de 1 nmol (3,7 = 0,4; p < 0,001), 10 nmol (5,2
+ 0,6; p <0,001), 100 nmol (6,5 + 0,8; p < 0,001) e 1000 nmol (8,2 £ 0,5; p < 0,001)
quando comparado ao grupo OVA (11,0 £ 0,2; 12,0 £ 0,3; 13,2 + 0,4; 16,0 + 1,2),
respectivamente (Grafico 2A). Resultados semelhantes foram obtidos com o
tratamento com a Mwar reduzindo o numero de espirros apés a administracdo das
doses de histamina: 1 nmol (4,2 = 0,3; p < 0,001), 10 nmol (5,5 + 0,4; p < 0,001), 100
nmol (7,2 + 0,5; p < 0,001) e 1000 nmol (8,0 = 0,6; p < 0,001) em comparacao ao
grupo OVA. O grupo BUD apresentou resultados semelhantes aos dos alcaloides em
analise (Gréfico 2A). Quanto ao numero de friccbes nasais, a War reduziu esse
parametro apos a administracdo da histamina nas doses de 1 nmol (3,7 + 0,2; p <
0,05), 10 nmol (5,0 £ 0,2; p < 0,001), 100 nmol (5,2 £ 0,2; p < 0,001) e 1000 nmol (6,7
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+ 0,2; p < 0,001) em comparacao aos animais do grupo OVA nas respectivas doses
(6,0+£0,3;8,7+0,2;9,0+0,2; 10,0 + 0,2) (Gréfico 2B). A Mwar reduziu o numero de
friccbes nasais apds a administracdo de histamina nas doses de 10 nm (5,7 £ 0,1; p
<0,001) e 1000 nm (7,2 £ 0,2; p < 0,01) em relacao ao grupo OVA. A budesonida foi
eficaz em reduzir o nimero de friccbes nasais em todas as doses de histamina

administradas (Gréfico 2B).

Grafico 2 - Quantificacdo de espirros (A) e friccdes nasais (B) de camundongos com
Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) ap6s administracdo de doses
crescentes de histamina.
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do poés-teste de Tukey (dose da histamina vs. numero de espirros (A) ou friccbes
nasais (B)). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos: Basal (animais no
estado fisiol6gico); OVA (animais doentes por ovalbumina); BUD (droga padréo, budesonida
0,9 mg/kg); War (animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com
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metilwarifteina 2 mg/kg). ##p < 0,001 (OVA vs. basal); #p < 0,01 (OVA vs. basal); ***p <
0,001(OVA vs. BUD, War e Mwar); **p < 0,01 (OVA vs. Mwar) e *p < 0,05 (OVA vs. War).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.3 Efeito do tratamento com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) na
migracdo de células inflamatorias para o Fluido do Lavado Nasal (NALF) de

camundongos com CARAS

Os tratamentos com a War (0,15 + 0,0; p < 0,001) ou com a Mwar (0,13 = 0,0;
p < 0,001) reduziram a migracdo de células inflamatdrias para o NALF quando
comparado ao grupo OVA (0,4 + 0,0) de forma semelhante ao efeito observado pela
budesonida (0,06 + 0,01; p <0,001) (Gréafico 3A). Em adi¢do, a War reduziu a migracao
de macréfagos (0,02 + 0,00; p < 0,05) (Grafico 3C), neutrdfilos (0,05 + 0,00; p < 0,05)
(Grafico 3D) e eosindfilos (0,05 + 0,00; p < 0,001) (Grafico 3E), no NALF, quando
comparado ao grupo OVA (0,07 = 0,00; 0,07 + 0,00; 0,09 £ 0,00, respectivamente). O
namero de linfécitos ndo alterou no grupo War (0,03 £ 0,00) quando comparado ao
grupo OVA (0,03 = 0,00) (Grafico 3B). O grupo BUD apresentou resultados
semelhantes ao grupo War no perfil de migracéo celular para o NALF.

O tratamento com o a Mwar néo alterou o niumero de macroéfragos (0,04 + 0,01)
(Grafico 3C) e linfdcitos (0,06 + 0,00) (Grafico 3B) quando comparado ao grupo OVA
(0,07 £ 0,00; 0,03 £ 0,00, respectivamente). O numero de neutrofilos (0,06 + 0,00; p <
0,05) (Grafico 3D) e eosindfilos (0,04 + 0,00; p < 0,001) (Gréfico 3E) foram reduzidos
pela Mwar em relacao ao grupo OVA (0,07 = 0,00; 0,09 £ 0,00, respectivamente).

Grafico 3 - Efeito do tratamento com warifteina ou metilwarifteina no nimero de células totais
(A) linfocitos, (B) macréfagos, (C) neutroéfilos, (D) e eosindfilos (E) no Fluido do Lavado Nasal
(NALF) de camundongos com CARAS.
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do pés-teste de Tukey (nimero de células totais (A) linfocitos (B) macréfagos (C)
neutrofilos (D) eosindfilos (E) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n=5) foram
distribuidos em grupos: Basal (animais no estado fisiol6gico); OVA (animais doentes por
ovalbumina); BUD (droga padrdo, budesonida 0,9 mg/kg); War (animais tratados com
warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com metilwarifteina 2 mg/kg). *#p < 0,001 (OVA
vs. basal); ***p < 0,001(OVA vs. BUD, War e Mwar) e *p < 0,05 (OVA vs. BUD,War e Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.4 Efeito do tratamento com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) na

migracao celular para o Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) de
camundongos com CARAS.

A guantidade de células totais no BALF foi reduzida pelos tratamentos com War
(5,5+0,6; p <0,05) ou Mwar (4,7 £ 0,7; p < 0,01) guando comparada a do grupo OVA
(8,4 + 0,8) (Gréfico 4A). Em relacdo ao numero de linfocitos ndo foi observado
diferencas entre os grupos estudados (Gréfico 4B). Entretanto, a War foi capaz de
reduzir o numero de macréfagos (0,43 £ 0,04; p < 0,05) (Grafico 4C) e eosindfilos

(1,29 £ 0,14; p < 0,001) (Grafico 4E) no BALF em comparacédo ao grupo OVA (0,95 +



Cavalcanti, R. F. P. 66
Resultados

0,18, Gréfico 4C; 3,15 * 0,35, Grafico 4E, respectivamente). O niumero de neutrofilos
nao foi alterado pelo tratamento com a War (0,86 + 0,18) em relacdo ao grupo OVA
(1,06 + 0,06) (Grafico 4D).

O tratamento com Mwar nado alterou a populacéo de linfécitos (2,54 + 0,58)
(Grafico 4B), macrofagos (0,71 + 0,12) (Gréfico 4C) e neutrofilos (0,89 + 0,18) (Grafico
4D) em comparacao ao grupo OVA (1,18 + 0,15, Grafico 4B; 0,95 £ 0,18, Gréfico 4C;
1,06 £ 0,06, Gréfico 4D, respectivamente). No que tange a populacéo eosindfilica, a
Mwar (0,91 + 0,13; p < 0,001) (Grafico 4E) reduziu a migracédo dessas células para o
BALF quando comparado ao grupo OVA (3,15 * 0,35) (Grafico 4E). Na populacéo de
eosindfilo observou-se reducdo semelhante entre os alcaloides War (1,29 £ 0,14; p <
0,001), Mwar (0,91 + 0,13; p < 0,001) e a droga padrao budesonida (0,69 £ 0,12; p <
0,001) em relagéo ao grupo OVA (3,15 + 0,35) (Grafico 4E).

Gréfico 4 - Efeito do tratamento com a warifteina ou metilwarifteina no niamero de células
totais (A) linfocitos (B) macrofagos (C) neutrdéfilos (D) e eosindfilos (E) no Fluido do Lavado
Broncoalveolar (BALF) de camundongos com CARAS.
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do pés-teste de Tukey (nimero de células totais (A) linfocitos (B) macréfagos (C)
neutrofilos (D) eosindfilos (E) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n=5) foram
distribuidos em grupos: Basal (animais no estado fisiol6gico); OVA (animais doentes por
ovalbumina); BUD (droga padrdo, budesonida 0,9 mg/kg); War (animais tratados com
warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com metilwarifteina 2 mg/kg). *#p < 0,001 (OVA
vs. basal); ***p < 0,001(OVA vs. BUD, War e Mwar); **p < 0,01(OVA vs. BUD, War e Mwar) e
*p < 0,05 (OVA vs. BUD e War).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.5 Efeito do tratamento com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) no perfil
celular sistémico de camundongos com CARAS

O tratamento com a Mwar (18,6 + 0,8; p < 0,05) foi capaz de reduzir
significantemente o nimero de eosindfilos na corrente sanguinea quando comparado
ao grupo OVA (34,5 £ 4,0) (Grafico 5D). No entanto, a Mwar nao alterou o nimero de
linfocitos (Grafico 5A), mondcitos (Grafico 5B) e neutrdfilos (Grafico 5C) quantificados.

Em relacdo aos animais do grupo War, ndo foram observadas diferencas na
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porcentagem de linfocitos (Grafico 5A), mondcitos (Grafico 5B), neutrofilos (Grafico

5C) e eosindfilos (Grafico 5D) no sangue periférico de camundongos com CARAS.

Grafico 5 - Efeito do tratamento com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina no nimero de
linfécitos (A) mondcitos (B) neutréfilos (C) e eosindfilos (D) no sangue periférico de
camundongos com CARAS.

>
w

80+ 15-
(O] Q
> >
o (@]
S 604 T §
7]
10+
(@]
2 #H# L c T
»n 404 n
o 2
S S
Ne) O 54
= 20- é
S <
T T T 0
Basal OVA BUD WAR Mwar Basal OVA BUD WAR Mwar
C D
o 607 o 507
5 >
5 Say
%] 204 %]
2 - g 304
%) - %)
o o *
= = 20- fll
2 o S
3 3 104
[ (0]
X 0 X

T 0- T

Basal OVA BUD WAR Mwar Basal OVA BUD WAR Mv:/ar

As colunas e barras verticais representam a meédia e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do pos-teste de Tukey ((% de linfocitos (A) % de mondcitos (B) % de neutréfilos (C)
% de eosindfilos (D) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram
distribuidos em grupos: Basal (animais no estado fisiol6gico); OVA (animais doentes por
ovalbumina); BUD (droga padrédo, budesonida 0,9 mg/kg); War (animais tratados com
warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com metilwarifteina 2 mg/kg). *p < 0,01 (OVA
vs. basal) *#p < 0,001 (OVA vs. basal); *p < 0,05 (OVA vs. Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.
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5.6 Efeito do tratamento com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) na
concentracao sérica de IgE-OVA especifica em camundongos com CARAS

O titulo de IgE-OVA especifica foi reduzido apds os tratamentos com War
(460,8 + 51,2; p < 0,01) ou Mwar (281,6 + 62,7; p < 0,01) quando comparado ao titulo
do grupo OVA (2970,0 £+ 731,3) (Gréfico 6).

Gréfico 6 - Efeito do tratamento com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina no titulo de

IgE OVA especifica no soro de camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas
Combinadas (CARAS).
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do pés-teste de Tukey (titulo de IgE-OVA especifica vs. grupo experimental). Os
camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos: OVA (animais doentes por
ovalbumina); War (animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com
metilwarifteina 2 mg/kg). **p < 0,01 (OVA vs. War e Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.7 Andlise histoldégica da cavidade nasal de camundongos com CARAS e

tratados com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar).

A analise histolégica do compartimento nasal de camundongos com CARAS
pela coloracdo Hematoxilina Eosina (HE) permitiu avaliar aspectos morfolégicos como
estrutura dos vasos sanguineos, migracao celular e integridade do tecido. Em objetiva

de 40x, o grupo OVA apresentou alteragdes histologicas como congestéo por infiltrado
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celular () nas regibes perivascular e subepitelial caracterizando o processo
inflamatoério quando comparado ao grupo basal (Figura 9-HE). Os tratamentos com a
War (1,7 £ 0,2; p <0,01) ou a Mwar (1,7 £ 0,2; p < 0,01) reduziram o infiltrado celular
(7)) nas regiBes perivasculares em comparacdo com os tecidos nasais do grupo OVA
(3,7 £0,2) (Figura 9-HE e Gréfico 7). O grupo BUD mostrou diminui¢cdo (2,0 £ 0,4; p <
0,01) do infiltrado () em relacdo ao grupo OVA (3,7 £ 0,2) (Figura 9-HE e Grafico 7).

A avaliacdo histologica do tecido nasal pelo corante Acido Periodico de Shiff
(PAS) possibilita a observacédo da presenca de mucopolissacarideos nas células do
epitélio. O grupo OVA demonstrou hipertrofia e hiperplasia das células produtoras de
muco pela presenca de mucopolissacarideos produzidos pelas glandulas exdocrinas
unicelulares (células caliciformes) do epitélio (C) em comparagdo ao grupo basal
(Figura 9-PAS e Gréfico 7). Em contraste, os tratamentos com a War (2,2 £ 0,2; p <
0,01) ou com a Mwar (2,2 £ 0,2; p < 0,01) reduziram a quantidade de muco (C) na
cavidade nasal quando comparado com o grupo OVA (3,7 = 0,2) (Figura 9-PAS e
Grafico 7). O tratamento via intranasal com budesonida (1,7 + 0,2; p < 0,001) reduziu
a quantidade de muco (C) em relacdo ao grupo OVA (3,7 £ 0,2) (Figura 9-PAS e
Grafico 7).

A andlise histoldgica do tecido nasal pela coloracdo com Azul de Toluidina (AT)
proporciona a marcacdo de mastdcitos por metacromasia possibilitando sua
visualizacdo na andlise histolégica. O grupo OVA apresentou aumento de mastoécitos
(M) no tecido nasal em comparacédo com o grupo basal (Figura 9-AT). No entanto, ndo
foi observado diferenca entre o nimero de mastdcito (M) da cavidade nasal dos
grupos War (1,0 + 0,2), Mwar (1,0 + 0,2) e BUD (0,5 £ 0,2) uma vez comparados ao
grupo OVA (1,2 + 0,2) (Figura 9-AT e Gréfico 7).

A analise histolégica do tecido nasal pelo corante Tricromo de Gomori (TG)
permite a avaliacdo estrutural dos componentes da matriz extracelular como o
colageno. Os tecidos oriundos dos animais do grupo OVA demonstraram aumento de
fibras colagenas (L) na regido perivascular subepitelial em compara¢do com os dos
animais do grupo basal (Figura 9-TG). Nos grupos tratados com War (1,2 £ 0,2; p <
0,05) ou Mwar (1,2 = 0,2; p < 0,05) houve reducéo da quantidade de fibras colagenas
(L) em comparacdo com o grupo OVA (2,7 + 0,4) (Figura 9-TG e Grafico 7). O grupo
budesonida (BUD) (1,2 £ 0,2; p < 0,05) apresentou reducao na quantidade de fibras
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colagenas (L) quando comparado ao o grupo OVA (2,7 £ 0,4) (Figura 9-TG e Gréafico
7) como esperado.

Figura 9 - Fotomicrografias representativas do tecido nasal dos camundongos tratados com
warifteina ou metilwarifteina e corados com Hematoxilina Eosina (HE), Acido Periédico de
Shiff (PAS), Azul de Toluidina (AT) ou Tricromo de Gomori (TG).

Basal OVA BUD War Mwar

=

As colunas representam os grupos basal; OVA (OVAlbumina); BUD (budesonida 0,9 mg/kg);
War (warifteina 2 mg/kg) e Mwar (metilwarifteina 2 mg/kg). As linhas horizontais representam
a coloracdo utilizada: Hematoxilina Eosina (HE), Acido Periodico de Shiff (PAS), Azul de
Toluidina (AT) e Tricromo de Gomori (TG). Aumento total 400x (150 um). As letras indicam o
parametro avaliado:  (infiltrado celular); C (células caliciformes); M (mastocitos) e L (fibras
colagenas).

Fonte: Cavalcanti, 2020.
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Gréfico 7 - Escore qualitativo das alteragdes morfolégicas na cavidade nasal dos

camundongos tratados warifteina ou metilwarifteina.
El OVA
5+ =3 BUD
o) B War
o 44
= O Mwar
o
O 3
ﬁ 2_ *% *% *kk
6 * * *
?
0- T T T T
Migracdo celular Muco Mastécitos Fibras colagenas

As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do teste de de Kruskal-Wallis (Alteragdo morfologica vs. escore). Os camundongos
BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos: OVA (animais doentes por ovalbumina); BUD
(budesonida 0,9 mg/kg); War (animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais
tratados com metilwarifteina 2 mg/kg). ***p < 0,001(OVA vs. BUD); **p < 0,01 (OVA vs. BUD,
War e Mwar); *p < 0,05 (OVA vs. BUD, War e Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.8 Andlise histolégica de pulmbes de camundongos com CARAS e tratados

com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar)

Os pulmdes dos animais do grupo OVA (3,80 = 0,20) apresentaram aumento
na migracao de células inflamatérias () na regido perivascular e peribronquiolar em
relacdo ao grupo basal (Figura 10-HE). Os camundongos tratados com War (2,0 + 0,4;
p <0,01) ou Mwar (2,2 + 0,2; p < 0,05) apresentraram diminui¢ao da infiltracao celular
(7)) nas regides perivasculares e peribronquiolar quando comparado ao grupo OVA
(3,7 £ 0,2) (Figura 10-HE e Gréfico 8). O grupo BUD (2,2 + 0,2; p < 0,05) reduziu o
infiltrado celular (=) comparando-se ao grupo OVA (3,7 £ 0,2) (Figura 10-HE e Grafico
8).

Em relacdo a atividade das células produtoras de muco avaliadas pela
coloracgéo do Acido Periodico de Shiff (PAS), nos tecidos pulmonares dos animais do
grupo OVA observou-se hipertrofia e hiperplasia das células caliciformes no epitélio
(C) em comparagéo com os animais do grupo basal (Figura 10-PAS). No entanto, 0s

tratamentos com War (2,0 £ 0,4; p < 0,01) ou Mwar (1,7 £ 0,2; p < 0,01) reduziram a
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guantidade de muco (C) quando comparados com os animais do grupo OVA (3,7 *
0,2). Os camundongos tratados com budesonida (1,2 + 0,2; p < 0,001) apresentram
diminuicdo na producdo de muco no epitélio pulmonar quando comparado ao grupo
OVA (3,7 £ 0,2) (Figura 10-PAS e Grafico 8).

Os tecidos pulmonares dos camundongos do grupo OVA corados com Tricromo
de Gomori (TG) apresentaram aumento na quantidade de fibras colagenas (L) na
regido perivascular quando comparado a quantidade de fibras (L) nos animais do
grupo basal (Figura 10-TG). O tratamento com War (2,2 £ 0,2; p < 0,05) induziu
diminiucdo na quantidade de fibras em relacdo ao grupo OVA (3,5 £ 0,2) (Figura 10-
TG e Grafico 8). Em adi¢do, o tratamento com a Mwar (1,7 £ 0,4; p < 0,01) reduziu a
quantidade de fibras colagenas (L) em compara¢do com o grupo OVA (3,5 + 0,2)
(Figura 10-TG e Grafico 8). Resultado semelhante foi observado no grupo BUD (1,7 +
0,4; p<0,001) com reducdo de fibras coldgenas (L) quando comparado ao grupo OVA
(3,5 +£0,2) (Figura 10-TG e Grafico 8).

Figura 10 - Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar dos camundongos tratados
com warifteina ou metilwarifteina nas coloragdes Hematoxilina Eosina (HE), Acido Peri6dico
de Shiff (PAS) ou Tricromo de Gomori (TG).
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As colunas representam os grupos basal; OVA (ovalbumina); BUD (budesonida 0,9 mg/kg);
War (warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (metilwarifteina 2 mg/kg). As linhas horizontais representam
a colorac&o utilizada: Hematoxilina Eosina (HE), Acido Periddico de Shiff (PAS) e Tricromo de
Gomori (TG). Aumento total 100x (600 um) ou 400x (150 pm). As letras indicam o parametro
avaliado: (infiltrado celular); C (células caliciformes) e L (fibras colagenas).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

Grafico 8 - Escore qualitativo das alteragdes morfoldégicas no tecido pulmonar dos

camundongos tratados warifteina ou metilwarifteina.
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do teste de de Kruskal-Wallis (Alteracdo morfoldgica vs. escore). Os camundongos
BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos: OVA (animais doentes por ovalbumina); BUD
(budesonida 0,9 mg/kg); War (animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais
tratados com metilwarifteina 2 mg/kg). ***p < 0,001(OVA vs. BUD); **p < 0,01 (OVA vs. BUD,
War e Mwar); *p < 0,05 (OVA vs. BUD, War e Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.9 Efeito do tratamento com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) nos
niveis das citocinas IL-4, 1L-13, IL-5, IL-10, IL-17, IL-33 e IFN-y no BALF de

camundongos com CARAS

O tratamento com War reduziu os niveis de IL-4 (16,7 £ 0,5; p < 0,001 - Grafico
9A), IL-13 (25,9 + 4,1; p < 0,001 - Gréfico 9B), IL-5 (19,9 + 1,5; p < 0,05 - Grafico 9C)
e IL-17 (62,6 £ 19,5; p < 0,01 - Grafico 9E) quando comparado ao grupo OVA (61,4 +
9,2 - Grafico 9A; 64,2 + 7,4 -Gréfico 9B; 34,0 + 5,1 - Gréfico 9C; 153,1 £ 5,3 - Gréfico
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9E, respectivamente). Os niveis de IFN-y aumentaram nos animais do grupo War
(175,8 + 18,5; p < 0,05) em comparacao ao grupo OVA (102,6 + 15,4) (Grafico 9F). O
tratamento com a War nao interferiu nos niveis de IL-33 (Gréfico 9D) e de IL-10
(Grafico 9G).

Quanto ao tratamento com Mwar, 0s animais apresentaram reducéo nos niveis
de IL-4 (16,0 £ 0,7; p < 0,001 - Grafico 9A), IL-13 (24,8 + 1,0; p < 0,001 - Gréfico 9B),
IL-5 (17,2 £ 0,4; p < 0,01 - Grafico 9C), IL-17 (46,8 + 20,2; p < 0,001 - Gréfico 9E) e
aumento nos niveis de IFN-y (174,8 £ 12,6; p < 0,05 - Gréfico 9F) quando comparados
ao grupo OVA (61,4 £ 9,2 - Grafico 9A; 64,2 + 7,4 - Gréfico 9B; 34,0 + 5,1 - Gréfico
9C; 153,1 + 5,3 - Gréfico 9E; 102,6 + 15,4 - Gréfico 9F, respectivamente). A Mwar

nao interferiu nos niveis das citocinas IL-33 e IL-10 dos camundongos com CARAS.

Gréfico 9 - Efeito do tratamento com warifteina ou metilwarifteina nos niveis das citocinas IL-
4 (A) IL-13 (B) IL-5 (C) IL-33 (D) IL-17 (E) IFN-y (F) IL-10 (G) no BALF de camundongos com
Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS).
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrdo da méda (e.p.m.)
respectivamente. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way
seguido do poés-teste de Tukey (IL-4 (A) IL-13 (B) IL-5 (C) IL-33 (D) IL-17 (E) IFN- y (F) IL-10
(G) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuidos em grupos:
Basal (animais no estado fisiol6gico); OVA (animais doentes por ovalbumina); BUD
(budesonida 0,9 mg/kg); War (animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais
tratados com metilwarifteina 2 mg/kg). #*p < 0,001 (OVA vs. basal); ***p < 0,001 (OVA vs.
BUD, War e Mwar); **p < 0,01 (OVA vs. War); *p < 0,05 (OVA vs. BUD, War e Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

5.10 Efeito dos tratamentos com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) na
expressdo do fator de transcricdo NF-kB (p65) nas células do BALF de

camundongos com CARAS

As células do BALF foram analisadas quanto a expressao intracelular do fator
de transcricdo NF-kB (p65). Os resultados foram separados conforme a populacéo

celular: granulécitos (Grafico 10 e 11) e linfocitos (Gréfico 12 e 13).
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O grupo OVA (70,31 £+ 12,28; p < 0,01) apresentou aumento da frequéncia
relativa de expressao do NF-kB (p65) em cerca de 99,27% em granuldcitos quando
comparado ao grupo basal (0,51 £ 0,51). O tratamento com a warifteina (21,03 + 2,84,
p < 0,05) reduziu a frequéncia relativa de expressao do NF-kB (p65) em granuldcitos
em cerca de 70,08%. J& o tratamento com a metilwarifteina (27,24 + 4,97; p < 0,05)
reduziu a frequéncia de relativa do fator em cerca de 61,25% quando comparado ao
grupo OVA (70,31 + 12,28) (Grafico 11).

Grafico 10 - Efeito dos tratamentos com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina sobre a

frequéncia de expressao do fator de transcricdo NF-kB (p65) em granuldcitos do BALF de
camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS).
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O eixo vertical representa o tamanho (FSC-H) das células e o eixo horizontal a intensidade de
fluorescéncia. As linhas superiores demonstram os grupos: Basal; OVA (ovalbumina); War
(warifteina 2 mg/kg) e Mwar (metilwarifteina 2 mg/kg). Foi realizado um gate na populacdo de
granulécitos dessa populagdo foi analisado a porcentagem de células NF-kB"" As médias
das porcentagens de expressdo de NF-kB (p65) em cada grupo estéo inseridas nos dotplot:
Basal (0,39%); OVA (38%); War (9,36%) e Mwar (13%).

Fonte: Cavalcanti, 2020.
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Gréfico 11 - Efeito dos tratamentos com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina sobre a
frequéncia de expresséo relativa do fator de transcricdo NF-kB"" (p65) em granulécitos do
BALF de camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS).
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As colunas e barras verticais representam a média das porcentagens e o erro padréo da méda
(e.p.m.), respectivamente. A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizdo pelo ANOVA
one-way seguido do pés-teste de Tukey. Frequéncia relativa de expressdo do NF-kB (p65) em
granuldcitos vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuidos em
grupos: Basal (animais no estado fisioldgico); OVA (animais doentes por ovalbumina); War
(animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com metilwarifteina 2
mg/kg). #p < 0,01 (OVA vs. basal); **p < 0,01 (OVA vs. War e Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.

Em relacdo a populagéo de linfécitos, o tratamento com a warifteina (18,83 +
6,47; p < 0,05) reduziu a frequéncia relativa de expresséo do fator de transcricdo NF-
KB (p65) em 72,52% quando comparado ao grupo OVA (68,54 + 15,14; p < 0,05). O
outro alcaloide, a metilwarifteina (16,49 + 2,54; p < 0,01) reduziu a frequéncia relativa
de expressao do fator em cerca de 75,94% nessas células do BALF de camundongos
com CARAS quando comparado ao grupo OVA (68,54 + 15,14; p < 0,05) (Gréfico 13).
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Grafico 12 - Efeito dos tratamentos com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina sobre a
frequéncia de expressdo do fator de transcricdo NF-kB"9" (p65) em linfocitos do BALF de
camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS).
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O eixo vertical representa o tamanho das células e o eixo horizontal a intensidade de
fluorescéncia. As linhas superiores demonstram os grupos: Basal; OVA (ovalbumina); War
(warifteina 2 mg/kg) e Mwar (metilwarifteina 2 mg/kg). Foi realizado um gate na populacéo de
linfocitos dessa populacéo foi analisado a porcentagem de células NF-kB"9" As médias das
porcentagens de expresséo de NF-kB (p65) em cada grupo estéo inseridas nos dotplot: Basal
(4%); OVA (19%); War (3,77%) e Mwar (4,59%).

Fonte: Cavalcanti, 2020.
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Grafico 13 - Efeito dos tratamentos com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina sobre a
frequéncia relativa de expresséo do fator de transcrigdo NF-kB"9" (p65) em linfocitos do BALF
de camundongos com Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS).
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As colunas e barras verticais representam a média do percentual de expresséo e o erro padrdo
da méda (e.p.m.), respectivamente. A analise estatistica dos dados obtidos foi realizdo pelo
ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. Frequéncia relativa de expressdo do NF-
kB"9" (p65) em linfocitos vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram
distribuidos em grupos: Basal (animais no estado fisiol6gico); OVA (animais doentes por
ovalbumina); War (animais tratados com warifteina 2 mg/kg) ou Mwar (animais tratados com
metilwarifteina 2 mg/kg). #p < 0,05 (OVA vs. basal); *p < 0,05 (OVA vs. War); **p < 0,01 (OVA
vs. Mwar).

Fonte: Cavalcanti, 2020.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo os alcaloides da planta Cissampelos sympodialis Eichl.,
warifteina e metilwarifteina, demonstraram efeito imunomodulador no processo
inflamatério no modelo experimental da CARAS. No processo inflamatorio
desencadeado nas vias aéreas superiores, semelhante a rinite descrita em humanos,
os alcaloides reduziram os sinais clinicos tais como espirros e friccdo nasal além da
hiper-reatividade nasal desencadeada com histamina. Em adicdo, os alcaloides
inibiram a migracdo de eosinodfilos tanto para o tecido nasal como para o tecido
pulmonar. Ainda, em relacdo a anadlise tecidual, as quantidades de muco e fibras
colagenas foram reduzidas apés os tratamentos com os alcaloides. A concentracéo
sérica de IgE-Ovalbumina especifica nos animais com CARAS e tratados com 0s
alcaloides foi reduzida. Os tratamentos com os alcaloides apresentraram
imunomodulagédo negativa para as respostas imunes Tu2 e THl7 com diminuicdo na
producdo das citocinas IL-4, IL-13, IL5 e IL17, em contrapartida, houve uma
modulacao positiva para a resposta imune Tnul com aumento nos niveis de IFN-y. Tais
efeitos imunomoduladores podem estao relacionados com a inibicdo do fator de
transcricdo NF-kB.

As doencas alérgicas respiratorias sdo consideradas como problema de saude
mundial resultante de uma interagcdo complexa entre fatores genéticos e ambientais.
Doencas alérgicas respiratérias sdo desordens inflamatorias cronicas caracterizadas
por alteracdes das vias aéreas, tais como producao de muco, inflamacéao eosinofilica,
hiper-responsividade brénquica, fibrose e remodelamento de tecidos (LEE et al., 2017,
TRONDE et al., 2007). Pesquisadores alergologistas ressaltam a inter-relagao entre
doencas alérgicas como a asma, rinite, eczema e urticaria e o potencial risco de
cronicidade em casos de tratamentos inadequados. A Sociedade Portuguesa de
Alergologia estima que em 2025, a asma sera a doencga crénica mais prevalente na
infancia e uma das maiores causas de gastos em saude (SPAIC, 2017).

A inflamagé&o nas vias aéreas superiores caracteriza a rinite e das inferiores, a
asma alérgica. Ambas as doencas tém mostrado uma correlacdo na sua génese e no
seu desenvolvimento, apresentam o mesmo perfil celular inflamatério e compartilham
das mesmas opcdes terapéuticas. Apoiado nessa ideia, a Sindrome da Asma e Rinite

Alérgica Combinada (CARAS), surge como um conceito de uma “doenca unificada
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das vias aéreas”, trazendo uma proposta inovadora tanto do ponto de vista clinico-
diagnéstico quanto terapéutico (FERREIRA et al., 2019).

Atualmente, ndo ha uma terapia Unica disponivel para minimizar os sintomas
da CARAS entretanto, os corticoides é a principal escolha terapéutica para os
pacientes que apresentam a sindrome. Embora os corticosteroides demonstrem
eficacia farmacologica, os efeitos colaterais, se usados em altas doses ou por longos
periodos de tempo, limita seu uso. Além disso, alguns pacientes tém resisténcia aos
efeitos terapéuticos e em altas doses resultam em um aumento do risco de efeitos
colaterais sistémicos (WILLIAMS, 2018). Para pacientes com esses problemas, ha
uma necessidade urgente de desenvolver novas terapias anti-inflamatérias com
atividade imunomoduladora para fornecer tratamentos alternativos e adequados da
CARAS.

Ha relatos na medicina popular da utilizacdo de infusdo das folhas e decocto
das raizes da planta Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae),
popularmente conhecida por milona ou orelha de onca, para o tratamento de
desordens inflamatérias como a asma, bronquite e reumatismo. Nesse contexto, a
espécie vem sendo objeto de estudos farmacolégicos néo clinicos e clinicos no
Programa de PoOs-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, UFPB,
Jodo Pessoa, PB, Brasil, hd mais de 20 anos. Tanto o extrato das raizes como o
extrato hidroalcoolico das folhas (AFL) apresentaram acdo espasmolitica, pelo
aumento de AMPc em cultura de células musculares lisas de traqueia, além de inibir
a sintese das enzimas fosfodiesterases (PDE) IV e V em pulmdo de cobaias
(THOMAS et al., 1997). O AFL inibiu tanto o broncoespasmo induzido por histamina
em cobaias normais como a resposta anafilatica em cobaias sensibilizadas com
ovalbumina (THOMAS et al., 1997).

Além disso, estudos imunofarmacoldgicos com o AFL demonstraram seu efeito
antialérgico por diminuir os niveis de IgE e aumentar a resposta Treg (IL-10), além de
modular positivamente a resposta Tul pelo aumento da citocina IFN- y (BEZERRA-
SANTOS et al., 2004). Outros estudos corroboram a elucidacéo do efeito antiasmatico
e imunomodulador do extrato e alcaloides da C. sympodialis (PIUVEZAM et al., 1999;
BEZERRA-SANTOS et al., 2006; COSTA et al., 2008). Recentemente, Vieira et al.

(2018) verificaram o efeito antialérgico da warifteina em modelo experimental de rinite
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alérgica crbnica, tornando-se dessa forma, alvo de varios estudos e revelando ser uma
espécie promissora para o desenvolvimento de um fitoterapico para CARAS.

Neste estudo, avaliamos o efeito dos alcaloides da C. sympodialis, warifteina e sua
forma metilada a metilwarifteina, com tratamento, por via intranasal, de animais no
modelo da Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) desenvolvido
em camundongos BALB/c sensibilizados e desafiados com ovalbumina.

Como verificado na literatura até o presente momento, apenas oito artigos
utilizaram o modelo experimental de CARAS, configurando um cenario favoravel para
entender a fisiopatologia dessa sindrome, além de servir como estimulo para ensaios
farmacoldgicos de novas drogas para o tratamento da sindrome. Somado a isso, no
Brasil, o laboratério de Imunofarmacologia (LIMFA) da UFPB/Jodo Pessoa/PB é
pioneiro na implantacdo do modelo experimental para o estudo dessa sindrome
(FERREIRA et al., 2019).

Estudos revelaram que 70-90% dos pacientes asmaticos sofrem de rinite alérgica
e, quase 40% dos pacientes com rinite alérgica apresentam sintomas asmaticos,
sugerindo uma estreita relacao entre ambas as desordens (PAWANKAR et al., 2009).
Portanto, a CARAS foi definida para indicar sintomas concomitantes de rinite e asma
em pacientes (TARAMARCAZ; GIBSON, 2004). Apesar da CARAS ser cada vez mais
reconhecida por pesquisadores clinicos e ndo clinicos, o tratamento dessa sindrome
ainda nao recebeu atencéo consideravel (WANG et al., 2016).

Na fisiopatologia da CARAS os sinais clinicos caracteristicos durante a resposta
da fase inicial como espirros, prurido, secrecdo e obstrucdo nasal sdo mediados por
histamina, liberada pricipalmente por mastécitos ou outras células inflamatérias apos
a ligagéo da IgE, ligada ao receptor FceRI da célula, ao alérgeno (DJUKANOVIC et
al., 2016.). Para averiguar a hipétese de que a warifteina e ou a metilwarifteina
poderiam estar atuando na fase inicial da CARAS, os sinais clinicos, espirros e
friccdes nasais, foram quantificados apds desafio alergénico (OVA). O tratamento com
a warifteina ou metilwarifteina reduziu o nimero de espirros e friccbes nasais,
comprovando assim, a atuacdo de ambos os alcaloides na fase inicial da sindrome.
Outro estudo utilizando protocolo semelhante de CARAS demonstrou redugao dos
sinais clinicos da rinite apds tratamento com oligonucleotideos (LI et al., 2016). A

substéancia sintética, o antagonista do receptor do Fator Indutor de Hipoxia-a (HIF), o
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YC-1, também diminuiu os sinais clinicos da rinite de camundongos com CARAS
(WANG et al., 2016).

Uma vez que a histamina esta envolvida no processo da fase inicial da rinite,
verificamos a hiper-reatividade nasal dos camundongos com CARAS apés a
administracdo de doses crescente da histamina para entdo avaliar o efeito dos
alcaloides nesse parametro. Ambos os alcaloides foram capazes de diminuirem a
hiper-reatividade nasal a histamina demonstrando que os alcaloides administrados
localmente apresentam o efeito anti-histaminico. Esse resultado colabora com outros
resultados obtidos com o alcaloide isolado da C. Sympodialis, a milonina, a qual foi
capaz de inibir a liberacdo de histamina em mastocitos ativados (ALVES et al., 2017).

A manutencgédo do processo inflamatério observado na resposta imune tipo 2 (TH2)
da CARAS é oriunda da intensa acdo de células inflamatérias que migram para as
vias aéreas e uma vez ativadas, liberam mediadores responsaveis em configurar o
ambiente alérgico. Neste trabalho, a analise do BALF (Fluido do Lavado
Broncoalveolar) e do NALF (Fluido do Lavado Nasal) dos animais com CARAS
demonstrou aumento na migracao celular, mais especificamente eosinoéfilos para os
tecidos nasal e pulmonar. Esse recrutamento celular pode ser explicado pela indugéo
da resposta imune TH2 e ativacdo de ceélulas inflamatorias teciduais com producéo
aumentada das IL-4, IL-13 e IL-5 e consequentemente eosinopoiese, eosinofilia e
migracao dessa para os tecidos das vias aéreas (BISSET; SCHMID, 2005).

Em relacdo aos linfocitos, esses compreendem de 70 a 80% da contagem
diferencial de leucocitos no sangue periférico em camundongos, podendo apresentar
contagens acima de 80% em animais jovens (HEDRICH, 2004; WEISS, 2010). As
células linfoides auxiliam na resposta imune inata do organismo, mas a maioria delas
€ responsavel por mediar a imunidade adaptativa (linfécitos T e B) (TURGEON, 2005).
Estudos anteriores de nosso grupo demonstraram que o AFL e a forma metilada da
warifteina (metilwarifteina) administrada em modelo de asma atenua a reposta
alérgica das vias respiratérias pela reducéo de linfocitos pulmonares T CD3* (VIEIRA
et al., 2013).

Uma outra populagéo celular de leucécitos, os neutréfilos sédo encontrados em
menor percentual do que os linfécitos nos camundongos e representam a primeira
linha de defesa contra a invasédo de micro-organismos, trauma nos tecidos ou algum

sinal inflamatoério. Os neutrdéfilos apresentam como mecanismo de agao a fagocitose
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e lise celular via mecanismos enzimaticos ou dependentes de oxigénio (SOUZA et al.,
2006). Além disso, quando estimulados pela IL-8 podem induzir a migracdo de
eosindfilos através da membrana basal mesmo na auséncia de agentes quimiotéaticos
para eosinofilos, podendo levar ao acumulo de eosindfilos nas vias aéreas de
pacientes alérgicos (KIKUCHI et al., 2006). A metilwarifteina reduziu a migracao de
neutrofilos para o NALF. Esse efeito tem relacédo direta com a reducédo da migracao
de eosindfilos. Esse resultado também foi observado com o extrato hidroalcoolico das
folhas (AFL) da Cissampelos sympodialis, o qual, ao ser inalado reduziu o nimero de
neutrofilos recrutados para a cavidade pleural de camundongos asmaticos (VIEIRA et
al., 2013).

A inflamagéo alérgica nas vias aéreas induz a degranulacdo dos eosindfilos e a
liberacdo de proteases e agentes quimiotaticos mediada pelo receptor CD52 via
sistema complemento (ZHANG et al., 2007). A warifteina e a metilwarifteina foram
capazes de reduzir a migracdo de células inflamatérias no NALF e no BALF
dependente do numero de eosindfilos. Outros alcaléides que apresentam o nucleo
isoquinolinico, como a curina e R8 (analogo da vasicina), demonstraram que a ap6s
serem administrados via oral também séo eficazes na reducdo da migracdo de
eosinofilos para o BALF (RIBEIRO-FILHO et al., 2013; RAYEES et al., 2015).

Em continuidade ao estudo postulou-se a hipétese de que os alcaloides
atuariam modulando a resposta celular alérgica de forma sistémica. A partir da
reducdo do percentual de eosinofilos no sangue periférico pela metilwarifteina se
comprovou a veracidade da hipotese para esse alcaloide. Estudo realizado
anteriormente relatou que a eosinofilia € um sinal marcante de desordens alérgicas,
correlacionando as proteinas dos granulos de eosindfilos e mediadores de derivados
lipidicos com a hiperresponsividade e danos ao tecido. Outro alcaloide isoquinolinico,
a quelidonina, administrado via oral, apresentou efeito redutor no numero de
eosindfilos quantificados no sangue de camundongos com inflamacdo pulmonar
alérgica (KIM et al., 2015). O efeito redutor da eosinofilia observado neste trabalho
pode ser proveniente da metilacdo do alcaloide, uma vez que o outro alcaloide néao
metilado, a warifteina, nesse e nos demais estudos demonstrou efeitos redutores
apenas na prépria cavidade pulmonar, sugerindo um efeito local. O resultado
encontrado soma-se ao estudo realizado com a fragdo aquosa das folhas da C.

Sympodialis em modelo de inflamagdo alérgica, o qual demonstrou a relacdo na
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diminuicdo dos sintomas alérgicos a reducdo da eosinofilia apds tratamento via oral
(BEZERRA-SANTOS et al., 2006).

Na CARAS ¢ possivel observar o aumento no nimero de células inflamatorias
no tecido nasal e pulmonar entre elas os eosinofilos, linfocitos, macréfagos e
mastocitos. A andlise histolégica dos tecidos das vias aéreas superior e inferior
demonstrou a instalacdo da inflamacao pela migracédo de células inflamatorias nas
regides perivascular subpetielial na cavidade nasal e perivascular e peribronquiloar no
pulmao nos animais doentes (grupo OVA). O efeito inibitério na migracao celular para
cavidade nasal e pulmonar foi observado apds tratamento com a warifteina ou com a
metilwarifteina. Corroborando a esse resultado, Ferreira e col. (2018) demonstraram
que o alcaloide sintético denominado MHTP reduziu o nimero de células inflamatorias
na cavidade pulmonar de camundongos com asma alérgica. Outros alcaloides da
Alstonia scholaris, escolaricina e 19-epi-escolaricina, apresentaram reducédo do
recrutamento de células inflamatérias em modelo de inflamacédo alérgica das vias
aéreas (ZHAO et al., 2017).

No epitélio das vias aéreas, o papel das células caliciformes em doencas
alérgicas vem sendo cada vez mais estudado devido a producéo exacerbada de muco
gue promove a obstrucdo das vias aéreas de pacientes alérgicos. O epitélio das vias
aéreas desses pacientes se apresenta com um numero aumentado de células da
mucosa (hiperplasia), com depdsito excessivo de muco nas vias aéreas
caracterizando hipertrofia em decorréncia da metaplasia epitelial. Ainda no epitélio
desses pacientes, esta presente uma membrana basal mais espessa que contém
varios fatores de matriz extracelular como o nidogénio, condronectina, osteonectina e
a tenascina, em comparacao com epitélios de individuos normais (WADSWORTH et
al., 2011).

O aumento do numero de células caliciformes (hiperplasia) bem como o
aumento da quantidade de muco (hipertrofia) foi observado nos animais doentes (com
CARAS). Ambos alcaloides, warifteina e metilwarifteina, foram eficazes em reduzir o
indice de muco no epitélio da cavidade nasal e pulmonar. Outra pesquisa demonstrou,
pela analise histolégica pulmonar de camundongos asmaticos, reducédo na producao
de muco quando os animais foram tratados com o alcaloide quelidonina, principal

alcaloide da Chelidonium majus (KIM et al., 2015).
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A hipersecrecdo de muco no contexto das sindromes alérgicas € um processo
complexo nao totalmente esclarecido. A metaplasia das células produtoras de muco,
envolve a indugao de genes de mucina como o0 MUC5AC, armazenamento de mucina
nos granulos pré-formados, liberacdo de mucina dos granulos para o interior do limen
das vias aéreas e, alteracdes na viscosidade do muco. Em adicdo, a producéo da IL-
13 por células do epitélio das vias aéreas bem como por células Th2 exerce
importancia fundamental na hiper-responsividade (GOUR et al., 2015). Portanto,
dessa forma, as células de clara sofrem uma transicdo fenotipica para células
caliciformes por acao de varios fatores de transcricao incluindo Spdef (ETS) e FoxaZ2.
A IL-13 induz a expressao do Spdef (ETS), mediado por STAT6 (PARK et al., 2007).
O fator Spdef, por sua vez, inibe a transcricdo de Foxa2, que € necessario para a
manutencdo da diferenciacdo do epitélio das vias aéreas (CHEN et al., 2009). A
inibicdo de Foxa2 acarreta a metaplasia de células caliciformes e a producdo de
mucinas e outros fatores necessarios para funcéo (ALEVY et al., 2012).

Os resultados do presente estudo demonstram que os alcaloides reduziram os
niveis da IL-13 no BALF dos animas com CARAS sugerindo que esteja ocorrendo
diminuicdo do muco em consequencia da diminuicdo dos efeitos da IL-13. Somado a
dimunuicéo da producédo de IL-13, também houve diminui¢do na producéo de IL-4 e
reducdo do nivel sérico especifico de IgE ovalbumina especifica, indicando
claramente a modulagéo negativa da resposta imune do tipo 2 (Tn2) pelos alcaloides
warifteina e metilwarifteina. Em outro estudo que analisou o alcaloide MHTP em
modelo de asma alérgica também foi observado diminui¢cdo da producdo de muco
pelas células caliciformes, em virtude da diminuicdo da IL-13, uma citocina que
promove a hiperproducdo de muco, hiperplasia, hipertrofia e metaplasia dessas
células (FERREIRA et al., 2018).

Outra célula efetora na resposta alérgica sdo 0s mastocitos. A resposta imune
em doencas alérgicas é caracterizada pelo perfil Th2 mediado pela IgE alérgeno
especifica que se liga, via os receptores FceRIl, nos mastocitos teciduais ou aos
basofilos circulantes. A ligagdo cruzada entre no minimo duas IgE ligadas na
membrana do mastocitos e o alergrno induz a ativacdo da célula levando a
movimentagcdo dos granulos intracelulares para membrana celular e
consequentemente a liberacdo dos mediadores inflamatorios como histamina e

producdo de leucotrienos, caracteristicos das doencas alérgicas como asma, rinite,



Cavalcanti, R. F. P. 89
Discussao

urticaria e dermatite de contato (BROIDE et al., 2011). A histamina é responsavel por
inUmeras respostas celulares, incluindo neurotransmisséo, vasodilatacdo e aumento
da permeabilidade vascular além de estar envolvida no inicio das reacdes alérgicas e
inflamatorias. Os efeitos da histamina sdo mediados por receptores do tipo H1, H2,
H3 e H4 que séo acoplados a proteina G. Os receptores H1 e H2 sédo responsaveis
pela maioria das acfes inflamatorias induzidas pela histamina (JONES; KEARNS,
2011).

A andlise histoldgica dos tecidos das vias aéreas pelo corente Azul de Toluidina
(AT) possibilitou a observacdo de mastdcitos ativados nos tecidos dos animais do
grupo OVA, entretanto, ndo houve alteracdo do niumero dessas células nos tecidos
dos animais tratados com a warifteina e a metilwarifteina corroborando aos resultados
de Vieira e col (2018) que analisaram o efeito do alcaloide warifteina em modelo de
rinite alérgica cronica.

O aumento nas concentracbes de mediadores inflamatérios como
consequéncia do quadro persistente esta associado as alteracdes estruturais das vias
aéreas, denominadas remodelamento das vias aéreas (MANSO et al., 2012) que inclui
a perda da integridade epitelial, a fibrose subepitelial e a deposicdo de colageno,
hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas, aumento da producao de muco
e glandulas submucosas e espessamento da parede das vias aéreas (LEE et al.,
2017).

Com a coloracéo Tricromica de Gomori (TG), foi possivel evidenciar as fibras
colagenas nos tecidos das vias aéreas de camundongos do grupo OVA (animais
doentes). Os alcaloides reduziram a quantidade de fibras colagenas na cavidade nasal
e pulmonar dos camundongos com CARAS. Vieira e col. (2013) demonstram que, em
modelo de asma, o AFL (extrato hidroalcodlico de C. sympodialis), reduziu a
guantidade de fibras colagenas na cavidade pulmonar. Em outro estudo, utilizando a
mesma coloragéo, tanto o extrato da C. sympodialis quanto o alcaloide warifteina
foram capazes de reduzir a deposicdo de colageno no tecido de camundongos
asmaticos, sugerindo ainda, uma relacéo proporcional entre infiltracdo eosinofilica e
deposicdo de colageno (BEZERRA-SANTOS et al.,, 2012). O TGF-B liberado por
células incluindo os eosindfilos ativa fibroblastos que liberam proteinas da matriz,
causando espessamento da membrana basal reticular, associada a inflamacéo
eosinofilica na asma (GEORGE; BRIGHTLING, 2016). Portanto, a diminuicdo de
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eosinofilos no tecido pulmonar inflamado melhora a complacéncia das vias aéreas.
No presente estudo os alcaloides, warifteina e metilwarifteina, podem atenuar o
remodelamento das vias aéreas em virtude da diminuicdo no nimero de eosinofilos e
seus mediadores.

O mecanismo do remodelamento das vias aéreas envolve interacdes entre
varias células, como eosindfilos, linfécitos T, mastocitos, células musculares lisas,
células epiteliais e fibroblastos (GIRODET et al.,, 2011). As fibras colagenas,
ressaltadas pela coloracdo TG, estdo envolvidas em situacdes de remodelamento
tecidual em modelos de desordens respiratorias (PONIKAU et al., 2003). Neste caso,
guantidades elevadas de colageno, fibronectina e tenascina-C sédo depositados na
lamina reticular sob o epitélio das vias aéreas (TAKAYAMA et al., 2006). Mudancga nos
parametros fibrosos via IL-13 e estimulacao epitelial s&o importantes em situacdes de
cronicidade. Estudo sugere que a IL-13 induz a hiper-responsividade das vias aéreas
independente da quantidade de fibras (KUPERMAN et al., 2002).

Com intuito de direcionarmos o estudo para elucidar o mecanismo de acéo dos
alcaloides em questdo no modelo de CARAS foi analisado quatro diferentes perfis das
respostas imunes entre eles Tu2, Tul, THl7 e Treg, além do envolvimento de células
epiteliais secretoras de IL-33 que ativa células linfoides inatas do tipo 2 (ILCs2).

Estudos recentes sugerem que durante a sindrome h& o aumento da resposta
Tu2 e um desequilibro da reposta imune regulatoria Treg com diminuigdo da citocina
IL-10 bem como a Twl17, caracterizada por altos niveis de IL-17. O desequilibrio da
resposta TH1/Tu2 e Tul7/Treg fOi caracterizado em pacientes com asma alérgica. Além
disso, um tratamento efetivo para respostas alérgicas pode ser baseado em aumentar
a resposta imune Twl e simultaneamente inibir a resposta Tw2/Tul7 para
reestabelecer o balanco Thul/TH2 (ANATRIELLO et al., 2019). Nosso estudo
demonstrou gue os alcaloides warifteina e metilwarifteina diminuiram a resposta Th2
(IL-4, IL-5, IL-13) e TH17 (IL-17) e aumentou a resposta Tul (INF-y) no BALF. Sem
interferir nos niveis da citocina do perfil Treg (IL-10).

O processo imunoregulatério na asma e/ou rinite ocorre com a producao de
citocinas, como IFN-y e / ou IL-10, provenientes majoritariamente de células Tl e
células Treg, respectivamente. Estudo anterior demonstrou eficacia do extrato da C.
sympodialis administrado via oral em modelo de asma com aumento nos niveis das
citocinas THl e Treg (BEZERRA-SANTOS et al., 2004). Outra pesquisa corrobora aos



Cavalcanti, R. F. P. 91
Discussao

resultados encontrados nesse trabalho que demonstraram o efeito imunomodulador
do alcaloide sintético MHTP via aumento da citocina IFN-y (FERREIRA et al., 2018).

A IL-4 e IL-13 compartilham o mesmo receptor celular e atuam na amplificacéo
da resposta inflamatéria na CARAS. Ambas ativam macrofagos do tipo 2 (M2) que
passam a produzir TGF-@3, ativando fibroblastos e aumentando a quantidade de fibras
colagenas, cujo depdsito nas vias aéreas configura o remodelamento (VARRICHI et
al., 2016). A inibicdo dos niveis de IL-4 e IL-13 pelos alcaloides warifteina e
metilwarifteina age sinergicamente para reduzir a quantidade de fibras coldgenas
devido provavelmente a diminuicdo na ativacdo de macrofogas do tipo M2. Outro
estudo corrobora aos resultados encontrados nesse estudo onde foi avaliado o efeito
do alcaloide quelidonina em modelo de inflamagé&o alérgica pulmonar. A quelidonina
reduz a inflamacgao pulmonar em virtude da diminuigcdo da expresséo de IL-4 (KIM et
al., 2015).

A IL-5 produzida pelos linfocitos é uma importante citocina envolvida no
desenvolvimento da eosinofilia in vivo (WILSON et al., 2011). Eosinéfilos ativos
sintetizam quimiocinas pré-inflamatérias e enzimas cataliticas como a Proteina
Catibnica Eosinofilica (PCE) e Proteina Basica Principal (MBP) que ocasionam a
ruptura da integridade epitelial acentuando a hiper-reatividade das vias aéreas
(BARNES, 2016). Os glicocorticoides inibem as citocinas IL-5 e o Fator Estimulador
de Colbnias de Granulécitos e Macrofagos (GM-CSF), diminuindo a meia-vida dessas
células. Assim, a administracao de glicocorticoides reduz a eosinofilia observada nos
fluidos nasais de animais doentes e em humanos com rinite alérgica. A reducéo da IL-
5 foi observada apés o tratamento dos animais doentes com a warifteina e
metilwarifteina corroborando com a diminuicdo do nimero de eosinoéfilos observado
nos fluidos nasal e pulmonar, sangue periférico e tecidos. Em outro estudo, cujo
modelo de CARAS é semelhante ao apresentado, os niveis de IL-5 reduziram apés
administracéo intranasal de oligonucleotideos (LI et al., 2015).

Estudos recentes demostraram que a IL-17, o principal produto das células
Trnl7, desempenha um papel importante na regulacédo da expressdo de mediadores
inflamatorios, bem como no recrutamento de células. O aumento na expressao de IL-
17A observada na asma, comprova o envolvimento desta interleucina na fisiopatologia
da doenca (MANISE et al., 2013). A citocina IL-17 promove a eosinofilia e neutrofilia

das vias aéreas pela inducdo de quimiocinas e fatores de crescimento (AYAKANNU
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et al., 2019). A citocina IL-17 também contribui para o remodelamento das vias aéreas
na asma, sugerindo que esta citocina, se inibida, poderia ajudar no controle da fibrose.
Além disso, especialmente a IL-17A, mas ndo a IL-17F ou a IL-22, pode contribuir para
a asma aumentando diretamente as respostas contrateis das células musculares lisas
das vias aéreas por meio de uma via que envolve o fator de transcricdo NF-kB,
ativacao e inducao da expressdo de RhoA e ROCK2 (MIYAKE et al., 2016). A reducéo
nos niveis de IL-17 apés o tratamento com a warifteina ou metilwarifteina colabora
com os resultados apresentados anteriormente com inibicdo da migracdo de
eosinofilos bem como diminuicdo no remodelamento das vias aéreas e ainda
corrobora aos estudos de Kim e col. (2015) que demonstraram o efeito do alcaloide
isoquinolinico, a quelidonina, em moduladar negativamente o perfil T17.

A IL-33 é uma citocina pro-inflamatoéria produzida pelas células endoteliais e
epiteliais ativadas apds a exposicao e penetracdo do alérgeno no epitélio respiratorio.
Esse contato resulta na ativacdo de células epiteliais que secretam citocinas,
alarminas, Linfopoetina do Estroma Timico (TSLP), IL-33 e IL-25. Esses mediadores
sdo respostaveis por diferenciar células linfoides inatas no tipo 2. A warifteina e a
metilwarifteina ndo alteraram os niveis dessa citocina, sugerindo ndo atuar nas etapas
iniciais que envolvem as células epiteliais (LIEW et al., 2010) mas sim modular a
resposta alérgica em virtude da ativacao e diferenciacao de perfis celulares mediados
por linfocitos.

A polarizacdo para diferentes perfis de resposta imune € caracterizado por
diferentes fatores de transcricdo. A expressao T-bet estd associada a diferenciacdo
em células Tul produtoras das citocinas IFN-y, IL-2 e TNF; O GATA-3 e 0 STAT-6
estdo associados a diferenciacédo em células Tn2 produtoras das citocinas IL-5, IL13;
O RORVyt esta associado a diferenciacéo em células Tul7 produtoras das citocinas IL-
17A, IL-22; e foxp3 estd associado a diferenciacdo em células Treg produtoras das
citocinas IL-10 e TGF- (ROBINSON et al., 2010). Os linfécitos produzem citocinas a
partir das vias de ativacéo envolvendo principalmente os fatores transcricionais, Fator
Nuclear kappa B (NF-kB) e Apoproteina-1 (AP-1).

O Fator Nuclear-kappaB (NF-kB) esta envolvido em um amplo espectro de
redes inflamatdérias que regulam a producao de citocinas. A sinalizacao intracelular via
NF-kB na CARAS é evidenciada pela via canbdnica desse fator de transcricéo,

principalmente pela associacao heterodimérica da subunidade p50 com a subunidade
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p65 (RelA). Ha o aumento da expressdo de NF-kB (p50/p65), fosforilacdo ou
degradacéo de IkB e expressao de IKK- nas células presentes nas vias aéreas de
asmaticos. O aumento da expressdo nuclear do NF-kB também é detectado nas
células inflamatoérias do escarro induzido de asméaticos (MIYAKE et al., 2016). Em
camundongos recombinantes deficientes em intermediarios da sinalizacao de NF-kB,
incluindo NF-kB e IkBa, a inflamacdo das vias aéreas induzida por alérgenos é
atenuada. Além disso, a ativagdo do NF-kB nas vias aéreas de camundongos
desafiados por alérgenos € atenuada pela delecdo dos genes que codificam os
receptores do tipo toll - TLR2 ou TLR4 presentes nas células da imunidade inata
envolvidas na perpetuacdo do processo inflamatério das vias aéreas, demonstrando
a participacao desses receptores na sinalizacao via NF-kB na asma (LI et al., 2014).
Li e col. (2016) demonstraram que o NF-kB também esta envolvido na indugéo de
GATAS, além de ser capaz de se ligar em dois principais sitios no locus de transcri¢ao
da IL-4, participando assim, na inducdo da producéo de dessa citocina.

A expressao de NF-kB também pode ser observada em células como linfocitos
e granulécitos. Os linfécitos tém um importante papel imunorregulador na CARAS. As
células T virgens se diferenciam em células Tu2 que produzem IL-4, IL-5 e IL-13, de
maneira dependente do NF-kB, que estimulam a producédo de IgE nos linfocitos B
alérgeno especifico (SCHULIGA, 2015). Em adicao as células Tul7 produtoras de IL-
17 e IL-22 tambem envolvem a sinalizacdo via NF-kB (DRAGON et al., 2014) e, esse
perfil de resposta imune, estd claramente aumentada nas vias aéreas de individuos
gue desenvovem a asma grave refrataria a esteroides. (PELAIA et al., 2015).

Quanto aos granuldcitos, o contato de eosindéfilos com as células epiteliais das
vias aéreas estimula a producao de moléculas de adeséao celular dependente de NF-
kKB (NAKAYAMA et al., 2017) que consequentemente facilita a entrada e permanéncia
do eosindfilo nas vias aéreas. Em adigdo, a sinalizacdo via de NF-kB nos eosinofilos
mantem a sobrevida dessas células no tecido mediada pelo efeito antiapoptotico do
TNF-a autécrino (SCHULIGA, 2015).

A warifteina e a metilwarifteina reduziram a expressao de NF-kB (p65) nas
células do BALF especificamente em granuldcitos e linfécitos. Esses resultados
claramente demonstram o efeito modulador negativo de ambos os alcaloides em
células mediadoras do processo alérgico como os eosindfilos e linfécitos. Além disso,

a reducao da expressao de NF-kB nas populacdes celulares estudadas corrobora aos
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resultados moleculares de diminuicdo dos niveis das citocinas do perfil TH2, uma vez
que o NF-kB é responsavel pela ativacdo e transcricdo de diversas citocinas e,
consequentemente, modulard negativamente o perfil Th2 via diminui¢cdo dos niveis de
IL-4 e IL-13, efeito também observado no presente estudo. Outros alcaloides, como a
beberina (Coptis chinensis) e a aloperina, demonstraram atividade inibitéria na via de
sinalizacado de NF-kB em um modelo de inflamacéo alérgica das vias aéreas induzido
por ovalbumina em ratos (LI et al., 2016; WANG et al., 2018).

O respaldo cientifico de componentes de uma planta que é utilizada na
medicina popular para o tratamento das afeccBes do trato respiratorio, apresentado
nesse trabalho, tem grande importancia para sociedade e é um retorno do
investimento dado a ele, pois as desordens respiratérias estdo ressaltadas no ranking
das principais causas da procura pela atencdo primaria e, principalmente, o
acometimento diario da qualidade de vida de quem as possui, além de episédios
refratarios em virtude do tratamento inadequado.

Portanto, esse trabalho avaliou o efeito da warifteina e da metilwarifteina,
alcaloides da Cissampelos sympodialis Eichl (Menispermaceae), em modelo
experimental da Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) e os
resultados obtidos fornecem subsidios comprobatorios do efeito antialérgico e
imunomodulador de ambos os alcaloides, via modulacdo negativa dos sinais clinicos,
da migracao celular nos fluidos e tecidos, das citocinas do perfil Tu2, THl7, da IgE-
alérgeno especifica e do fator de transcricdo NF-kB, além da modulacao positiva do
perfil TH1. Esses dados incentivam a continuidade do estudo com essas moléculas na
perspectiva de ser um protétipo farmacoldgico ou um fitofarmaco para o controle do

processo inflamatorio das vias aéreas em doengcas como asma e rinite alérgicas.
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7. CONCLUSOES

Os alcaloides warifteina e metilwarifteina da Cissampelos sympodialis Eichl. em
modelo experimental da Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS)

apresentaram efeito inibitorio:

e Nos sinais clinicos da rinite;
e Na hiper-reatividade nasal induzida por histamina;
¢ Na migracdo de células inflamatérias para as cavidades nasal e pulmonar
reduzindo a eosionofilia tecidual;
e Na eosinofilia sistémica;
e Na producéo de IgE OVA-especifica;
¢ No perfil histolégico nasal e pulmonar tais como:
o Reduziu os parametros inflamatorios;
o Reduziu produgéo de muco;
o Reduziu a producéao de fibras colagenas,
o Entretanto, ndo alterou o nimero de mastocitos;
¢ Nos niveis de citocinas os alcaloides apresentaram efeitos inibitorios:
o Nas citocinas do perfil T2 (IL-4; IL-13; IL-5);
o Nas citocinas do perfil Th17 (IL-17);
o Entretanto, ndo alteraram os niveis da citocina IL-33 e da citocina do
perfil Treg (IL-10);
o Nos niveis da citocina do perfil THl os alcaloides apresentaram efeito
modulador positivo com aumento de IFN-y
e Os alcaloides reduziram a expressdo do NF-kB (p65) em granulécitos e

linf6citos.
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Figura 13 - Mapa conceitual do mecanismo de ag&do imunomoduladora da warifteina e
metilwarifteina em modelo de Sindrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS).
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O tratamento com os alcaloides warifteina e metilwarifteina diminuiu a expresséo do fator de
transcricdo NF-kB e consequentemente a transcrigdo de citocinas do perfil Tu2 (IL-4, IL-13 e
IL-5), contribuindo, assim, para diminuicdo dos niveis de IgE. Em contraste, aumentou a
secrecao da citocina IFN-y do perfil Ty1l. Os alcaloides também atuaram em células do BALF,
reduzindo a quantidade de, principalmente, eosindéfilos. No tecido nasal e pulmonar
diminuiram o processo inflamatério, a quantidade de muco e a deposicao de fibras colagenas.
WAR- warifteina; MWAR- metilwarifteina; MHCII- Complexo Principal de Histocompatibilidade
II; TCR- Receptor de Célula T; APC- Célula Apresentadora de Antigeno; LTwO- Linfocito T
virgem; LTny1/2/17 — Linfocito T helper 1/2/17; IFN-y- Interferon gama; TGF-B- Fator de
crescimento e renovacao beta.
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ARTICLE INPFOD ABSTRACT
At hisrary. Clszampelos spmpadiotis Eichler, Menispermareae, a Brazilian medicinal plane and its alkalosd wari freine
Recefed 28 June 2017 present immunomodulabory activity an asthma experimental madel by reducing amtigen-specfic 1gE
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lwirls, eosinaphil infittragion and | hyperactiviny. All rhilmtis s a chronic inflam dizarder
Available onling 14 December 2017 BEE 4051 0GP " nel lung hyperaciiry. Allrgie #l=a chrenle ey Clsards

of the nasal tisswe that affect the quality of life and it is a risk factor for asthma exacerbation. This study
vl d ohee effect of inhaled warilteing in an allergi ovalbamin rhinits model, Inhaled warifteine

"“'Mm":_ . [2mg/ml] treatment of ovalbumin:sensitized BALB(c mice significant decreased total and differential
g‘:m‘;;g‘"““ iinber of cells oi the tasal cavity and decredsed ovalbismin-specific 1ZE seram levels. Hematosylin &
. ensin staining of histodogical preparations of pvalbumin nasal tissues showed changes such as conges-
Masal Tissuis tion and a massive cell infiltration in the perivascular and subepithelial regions characterizing the nasal
st pells Iinflammarary prosess. However, inhaled wanfreine or dexamethasone rreamment decreased cell infilira-
Wanfpine tion into the perivascular regions amd it was observed an intact nasal tisswe. Periodic acidic staining of
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and inhaled warifteine ar dexamethasone ireatment modulated the muoas production. in addition, i
idins Islue staiming of the nasal epithelium ol cvalbumin animals demanseraied an increase of mast cells
o the tissue and inhaled warifteine or dexamethasone treatment decreased inaverage of 1.4 times the

pumber of Chese cells om Che nasal epathelivm. Taken Chese data togetber we postolate thal warilteine an

immunsmodulatory alkalosd, can be 2 medicingl moleculs profotype ta ameliorate the allergic thimiris

conditions.
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Intreduction asthma, bronchitis, colds and rheumatism [Barbosa-Filhe et al,

19497 ).

Medicinal plants and their bisactive components are alternative Menispermaceae family is well knowmn for producing different

optiens to theraples for many diseases. In Brazil, with its enormous
hindiversity, the search for new natural products and bioactive
malecules is an impartant goal. Clssampelos sympodialis Eichler
Mlenispermaceae, popularly known as “jarrinba”™ or “milona” is
found in Mortheastern and Southeast of Brazil and a hot water
infusdon ol ins roor bark is largely used by indigenous and northexst-
cm population to treat several inflammatory disorders, including

fpite bir (MU Piwezam ).

types of alkalodds (De Freitas et al., 1996; Barbosa-Filho et al., 20007
In general, alkaloids present a variety of biological activities sechas
apoptosis and NFKB signaling inhibition in macraphages ( The et al.,
19490; Thomas et al, 1957 ), anti-inllammatory and analgesic eMecs
{Costa et al., 2008) and anti-albergic effect (Bezerra-Santos ef al.,
20012 Veeira et al, 2013 Ribeiro-Fillse a1 al, 2013 Phytochemi-
cal analysis of C sympodialis root extracts leads to isolated several
alkaloids including warifteine that showed pharmacological effects
such as decreasing the allergic process on the experimental model
of asthma (Bezerra-5antos et al., 20061

Warifteine showed to present immunomodulatory  effect
(Costa et al., 2008) by reducing the plasma levels of toral and
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Anexo A — Certificado de aprovacéo do projeto na Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFPB)

Comisséo de Etica no
Uso de Animais

Reitoria

Universidade
Federal da
Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "AVALIACAO DO EFEITO DOS ALCALOIDES WARIFTEINA E METILWARIFTEINA EM MODELO
MURINO DE CARAS (SINDROME DA ASMA E RINITE ALERGICAS COMBINADAS)", protocalada sob o CEUA n2 2518050618 (o 000292),
sob a responsabilidade de Marcia Regina Piuvezam e equipe; Raquel Fragoso Pereira - que envolve a producdo, manutencao
efou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem
como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 17/07/2018.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE EFFECT OF ALKALOIDS WARIFTEINE AND METILWARIFTEINE IN MURINE MODEL
OF CARAS (COMBINED ALLERGIC RHINITIS ANDA ASTHNA SYNDROME)", utilizing 65 Isogenics mice (65 females), 65 Heterogenics
rats (65 females), protocol number CEUA 2518050618 (1o o00292), under the responsibility of Marcia Regina Piuvezam and team;
Raquel Fragoso Pereira - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Parafba
(CEUA/UFPB) in the meeting of 07/17/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2019 a 01/2020 Area: Ciéncias Farmacéuticas

Origem: Unidade de Produgao Animal - IPeFarM

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Fémeas idade: 6 a 8 semanas N: 65
Linhagem: Mus musculus - Balb/C Peso: 20a25g

Origem: Unidade de Produgao Animal - IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Fémeas idade: 6 a 8 semanas N: 65
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 200a250g

Local do experimento: Quanto a EXEQUIBILIDADE do experimento, o Laboratdrio de Imunologia dispde de infraestrutura que
possibilite a realizagao dos testes especificados no presente projeto, ao longo da sua execugéo. Além disso, o discente responsavel
por execucdo dispde de experiéncia obtida ao longo de trés vigéncias e meia de iniciagao cientifica na mesma area experimental.
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