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Resumo



Efeito antialérgico e imunomodulador dos alcaloides warifteina e metilwarifteina em 
modelo murino de Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS)  

CAVALCANTI, R. F. P. 
Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

Dissertação/CCS/UFPB (2019) 

 

 
 

RESUMO 
 

A Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) é caracterizada por 
inflamações crônicas das vias aéreas superior e inferior e pela resposta imune celular 
adaptativa tipo 2 (TH2), com aumento sérico de IgE-alérgeno específica, infiltração 
eosinofílica, além da hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes. A farmacoterapia da 
CARAS é baseada em princípios ativos que apresentam uma vasta quantidade de efeitos 
colaterais e adversos relevantes. Dessa forma, visando à busca por novas alternativas 
terapêuticas, avaliou-se os possíveis efeitos dos tratamentos com a warifteina ou com a 
metilwarifteina, alcaloides da Cissampelos sympodialis, planta com potencial anti-inflamatório, 
em modelo murino de CARAS induzida por ovalbumina (OVA). Os procedimentos 
experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UFPB (CEUA 
Nº 2518050618) e os dados analisados por ANOVA One-way com significância estatística 
quando p<0,05. Os camundongos BALB/c foram separados em grupos (n=5) com animais 
saudáveis (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) após o último desafio alergênico. Os animais tratados com 
warifteina ou metilwarifteina apresentaram diminuição (p<0,05) dos sinais clínicos, espirros e 
fricções nasais e redução (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 
redução (p<0,05) no número de células totais e diferenciais, principalmente de eosinófilos nos 
grupos tratados com warifteina ou metilwarifteina quando comparados com o grupo OVA. No 
contexto sistêmico, apenas a metilwarifteina reduziu a eosinofilia. Os níveis séricos de de IgE-
OVA específica foram reduzidos (p<0,05) nos grupos de animias tratados com ambos os 
alcaloides. A análise histológica revelou que os grupos War e Mwar apresentaram diminuição 
da infiltração de células inflamatórias na região subepitelial e perivascular na cavidade nasal 
e na região peribronquiolar e perivascular no tecido pulmonar corado em hematoxilina eosina. 
A hiperplasia e a hipertrofia das células caliciformes nasais e pulmonares, ressaltadas após 
coloração do PAS, foram reduzidas nos grupos War e Mwar. Os alcaloides não alteraram o 
número de mastócitos nos tecidos nasal e pulmonar após coloração com o Azul de Toluidina. 
Em contraste, a quantidade de fibras colágenas nos grupos War e Mwar, observadas após 
coloração com o Tricomo de Gomori, foi reduzida. Em adição, os tratamentos com a warifteina 
ou com a metilwarifteina diminuíram (p<0,05) os níveis de citocinas do perfil TH2 (IL-4, IL-13 
e IL-5) e do perfil TH17 (IL-17A) com aumento nos níveis de IFN-γ (perfil TH1), indicando um 
efeito imunomodulador de ambos alcaloides em direção ao perfil TH1 em detrimento ao perfil 
TH2. A expressão do fator de transcrição NF-кB foi analisada em granulócitos e em linfócitos 
do BALF e foi observado que os grupos War e Mwar apresentaram redução na expressão de 
NF-кB em ambas as populações. A integração de vias que favorecem a transcrição de 
citocinas do perfil TH2 via NF-кB pode estar subjacente a alteração da expressão desse fator 
em granulócitos e linfócitos. 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. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 



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. 
Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

Dissertação/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 No. 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 

quantified 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 TH2 (IL-4, IL-13 and IL-5) and TH17 (IL-17A) profiles with increased levels of 

IFN-γ (TH1 profile), indicating an immunomodulatory effect of both alkaloids towards the TH1 

profile over the TH2 profile. The expression of the transcription factor NF-кB was analyzed in 

granulocytes and lymphocytes of BALF and we observed that the groups War and Mwar 

showed reduction in NF-кB expression in both populations. The integration of pathways that 

favor the transcription of TH2 profile cytokines via NF-кB 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. INTRODUÇÃO 
 

A terminologia CARAS (Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas) vem 

sendo utilizada para descrever pacientes que apresentam manifestações 

concomitantes de rinite e de asma alérgicas devido à alta frequência de coexistência 

de ambas as doenças (TANG et al., 2019). A rinite e a asma alérgicas são distúrbios 

crônicos das vias aéreas e compartilham mecanismos fisiopatológicos semelhantes, 

como a resposta imune celular adaptativa tipo 2 (TH2), aumento nos níveis séricos de 

imunoglobulinas alérgeno-específicas (IgE), com predomínio de infiltração eosinofílica 

além da hiperplasia e hipertrofia das células caliciformes, sendo classificadas como 

uma doença única das vias aéreas (BROZEK et al., 2017). A incidência dessas 

doenças vem aumentando mundialmente interferindo na qualidade de vida dos 

indivíduos que as possuem e gerando um impacto clínico e financeiro significativo 

(WHO, 2018). 

Como opções farmacoterapêuticas para a CARAS estão os anti-histamínicos, 

anticolinérgicos, corticosteroides, antileucotrienos, estabilizadores de mastócitos além 

dos imunobiológicos (CARLSON, 2019). Os princípios ativos dessas classes 

farmacológicas podem causar efeitos colaterais e adversos relevantes incluindo 

sedação, comprometimento da aprendizagem, hiperglicemia, arritmias cardíacas além 

do uso crônico, em certas situações, induzir à tolerância. Além disso, a refratariedade 

dos episódios alérgicos, aliada à preferência da utilização de produtos naturais pela 

população, em razão do resgate e da valorização do conhecimento popular, 

contribuem para a busca de novas alternativas para o tratamento da CARAS 

(CODEVILLA; CASTILHOS; BERGOLD, 2013). Portanto, novas moléculas com 

potencial terapêutico e que induzam menos efeitos colaterais devem ser estudados. 

As plantas medicinais apresentam destaque pelo papel que assumem em nossa 

sociedade, constituindo um recurso biológico e cultural, além do seu aspecto 

etnofarmacológico (GUO et al., 2017). No Brasil, com sua vasta flora, torna-se 

importante a pesquisa por novas moléculas bioativas e consequentemente opções 

terapêuticas inovadoras. Nessa busca, a espécie Cissampelos sympodialis Eichl. 

(Menispermaceae) vem ganhando destaque. Essa planta é popularmente conhecida 

como “jarrinha”, “orelha de onça”, “abuteira” e “milona” é endêmica no Nordeste e 

Sudeste do Brasil. A infusão das folhas e o decocto das raízes são utilizados 
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popularmente no tratamento de asma, bronquite, resfriado e reumatismo, além de 

outras doenças inflamatórias (CORRÊA, 1984; BARBOSA-FILHO, AGRA, THOMAS, 

1997). 

Estudos científicos demonstraram que o extrato hidroalcoolico das folhas (AFL) da 

Cissampelos sympodialis e os seus alcaloides warifteina e metilwarifteina 

apresentaram atividade antialérgica, anti-inflamatória e imunomoduladora em modelo 

experimental de alergia alimentar e inflamação 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 crônica 

experimental (VIEIRA et al., 2018). Entretanto, não há 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 Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS). 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 

2.1 Sistema respiratório 

 

A condução do ar, sua filtração e trocas gasosas são as três funções principais 

do sistema respiratório. Além disso, a passagem de ar pela laringe é responsável pela 

produção da fala, originando a função de fonação e a passagem do ar pela mucosa 

olfatória nas cavidades nasais exerce estímulos para o olfato. O sistema respiratório 

também participa, em menor proporção, das funções endócrinas, bem como da 

regulação da resposta imune a antígenos inalados (CARLSON, 2019). 

2.1.1 Vias aéreas superiores 

 

Anatomicamente, o nariz pode ser definido em nariz externo e cavidade nasal. 

O nariz externo é a porção do nariz que surge na face apresentando formato piramidal 

composto por um esqueleto osteofibrocartilagíneo. A abertura da via aérea ocorre pelo 

átrio ou vestíbulo nasal, recoberto por pele e vibrissas que atuam como primeira 

barreira de filtração do ar inspirado (GUIBAS et al., 2014).  

O septo nasal subdivide a cavidade em direita e esquerda. A parede nasal 

lateral apresenta inúmeras saliências conhecidas como conchas que podem ser 

superiores, médias e inferiores (Figura 1). As conchas dividem cada cavidade nasal 

em câmaras de ar e desempenham um duplo papel. Elas aumentam a área de 

superfície e causam turbulência no fluxo de ar para permitir um condicionamento do 

ar inspirado. As conchas inferiores apresentam rica rede vascular submucosa que 

permitem variação de seu volume importante para fisiologia nasal. Nas porções 

superiores do septo e da parede lateral encontra-se a mucosa olfatória, região 

especializada que inter-relaciona o bulbo olfatório com estímulos gustativos. Sendo 

comum em situação de congestão nasal, decorrente de rinite alérgica e não alérgica, 

observar alterações de olfato e do paladar (CARLSON, 2019). 

O epitélio que reveste a cavidade nasal desempenha um papel crítico na sua 

fisiologia. Com exceção do vestíbulo e da região próxima à faringe, a cavidade nasal 

é composta por um epitélio colunar pseudoestratificado ciliado altamente 

especializado (epitélio respiratório) (Figura 1). As superfícies externas da maioria 

dessas células epiteliais são cobertas por um grande número de cílios microscópicos. 
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Espalhadas entre essas células estão outras células que formam e secretam muco. 

Por causa de sua aparência sob o microscópio, eles são chamados de células 

caliciformes. As células caliciformes, junto com pequenas glândulas localizadas 

abaixo do epitélio, produzem uma fina camada de muco nasal que cobre toda a 

superfície das câmaras nasais. Além do muco, algumas das células das glândulas 

mucosas são especializadas para produzir uma secreção aquosa (serosa) que 

penetra nas câmaras nasais e desempenha um papel importante na umidificação do 

ar. Na mucosa e submucosa encontramos células basais, colunares, linfócitos T e B, 

mastócitos e eosinófilos (SAKANO et al., 2018). 

 

Figura 1- Cavidade nasal definida em três regiões: o vestíbulo nasal, a região respiratória e a 

região olfatória. 

 

 

Fonte: adaptado de CARLSON, 2019. 
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2.1.2 Vias aéreas inferiores 

 

De forma complementar à porção das vias aéreas condutora, o 

condicionamento do ar (aquecimento e umidificação) também acontece nas vias 

aéreas inferiores (traqueia, brônquios e bronquíolos). Mais internamente observam-se 

as estruturas respiratórias que são os bronquíolos respiratórios, ductos e sacos 

alveolares (Figura 2). A extensa superfície do trato respiratório inferior facilita a 

remoção de patógenos, a produção e transporte de muco auxilia nesse processo de 

remoção (MANDHANE et al., 2011). 

A traqueia e os brônquios apresentam vários tipos celulares, como, células 

basais, células caliciformes, células ciliadas, células em escova e células 

neuroendócrinas. Células transitórias em situação de migração celular também podem 

estar presentes no epitélio, tais como, linfócitos, neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e 

mastócitos (ROSS; PAWLINA, 2012). Nos bronquíolos terminais, o epitélio é 

composto por células ciliadas e células de clara. O epitélio alveolar contém dois tipos 

de células: pneumócito tipo I e pneumócito tipo II. As células pavimentosas tipo I 

compõem a parede alveolar e revestem 80% da área de superfície alveolar; as células 

cúbicas tipo II recobrem a área restante e são responsáveis pela síntese e secreção 

de moléculas surfactantes que diminuem a tensão superficial e regulam o equilíbrio 

de fluidos no epitélio alveolar (GROMMES; SOEHNLEIN, 2011).  

No espaço extracelular e extravascular, denominado de interstício pulmonar, e 

entre as células do tecido, há uma variedade de células como, linfócitos, plasmócitos, 

fibroblastos, miofibroblastos, além de colágeno, fibras elásticas e fluido intersticial. Os 

vasos linfáticos compõem 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 - Árvore respiratória das vias aéreas inferiores com fotomicrografias de regiões 

características: traqueia, brônquios, bronquíolos e alvéolos. 

 

 

Fonte: adaptado de CARLSON, 2019. 
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2.2 Rinite  

 

A Rinite Alérgica (RA) é definida como uma inflamação da mucosa nasal 

caracterizada pelos sintomas: congestão, rinorreia, prurido, espirros e hiposmia 

(MANDHANE et al., 2011). A Organização Mundial de Saúde estima que cerca de 500 

milhões de pessoas apresentem a RA (GOMEZ et al., 2015). No Brasil, estudos 

populacionais avaliaram a prevalência a partir do protocolo clínico Internacional Study 

of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) e quantificaram cerca de 12,8% de 

adolescentes (13 - 14 anos) e 18,0% de crianças 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 Classificação fenotípica e endotipos da rinite  

 

A classificação fenotípica da rinite foi proposta pela Academia Europeia de 

Alergia e Imunologia baseada na avaliação clínica, padrão temporal, gravidade, 

duração, resposta terapêutica e, principalmente no agente etiológico. É constituída 

por quatro fenótipos: a) rinites infecciosas do tipo aguda, causada por vírus ou 

bactérias; b) rinite alérgica, a forma mais comum induzida por aeroalérgenos em 

indivíduos sensibilizados; c) rinite não alérgica não infecciosa ou heterogênea (rinite 

do idoso, hormonal, idiopática e outro; e d) rinite mista quando há mais de um agente 

etiológico (HELLINGS et al., 2017). 

A classificação do endotipo visa identificar os mecanismos envolvidos na 

gênese da doença. Estes endotipos são baseados em complexas respostas celulares 

e moleculares, além da presença característica de biomarcadores (MURARO et al., 

2016). Identificam-se quatro endotipos da rinite: a) com resposta imune tipo TH2 

caracterizada por resposta alérgica imediata mediada por IgE específica, com influxo 

de eosinófilos; b) com resposta imune não tipo TH2 com presença de um influxo 

neutrofílico em resposta a um agente infeccioso; c) rinite neurogênica caracterizada 

pelo aumento da expressão de receptores transcientes (TRP) e aumento da 
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concentração de substância P, relacionada à rinite gustativa, do idoso e idiopática; d) 

disfunção epitelial decorrente de uma inflamação primária (resposta tipo TH1 ou TH2) 

tendo como consequência a disfunção ciliar ou disfunção da barreira oclusional 

(ocludina-1), facilitando assim, a migração subepitelial de moléculas 

imunoestimulatórias (HELLINGS et al., 2017). 

Atualmente, estudos afirmam que há uma complexidade em se definir os 

endotipos da doença e o entendimento dos processos celulares e moleculares. A 

definição do endotipo determina um fenótipo da doença, entretanto há 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 doença inflamatória crônica das vias aéreas de natureza 

complexa, cujos fatores genéticos e ambientais podem contribuir para seu 

desenvolvimento (MASLAN; MIMS, 2014). Atualmente, há cerca de 300 milhões de 

asmáticos no mundo (OMS, 2018). Nos últimos 25 anos, a taxa de prevalência da 

doença dobrou mundialmente. Diariamente, só no Brasil, três pessoas morrem em 

decorrência da doença (GINA, 2017). Segundo o Departamento de Informática do 

Sistema Único de Saúde (DATASUS), a asma é considerada um grave problema de 

saúde pública, sendo a quarta maior causa de hospitalização no país, com cerca de 

300 mil internações por ano, com um custo anual de cerca de R$ 537 milhões para os 

cofres públicos. 

Os mapas de prevalência costumam ser divididos por faixa etária como 

mostram as figuras 3 e 4 a seguir. 
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Figura 3 - Mapa da prevalência mundial da asma em adolescentes entre 13 e 14 anos. 

 

Fonte: adaptado GINA, 2017. 

 

Figura 4 - Mapa da prevalência mundial da asma em adultos entre 18 e 45 anos. 

 

Fonte: adaptado TO et al., 2012. 

 

2.3.1 Classificação fenotípica e endotipos da asma 

 

Os fenótipos da asma mais frequentemente descritos na literatura 

compreendem: a) asma tipo 2; e b) asma não tipo 2. Já os endotipos descritos são: a) 
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inflamatório tipo 2 ou TH2 high (TH2hi) e b) inflamatório não tipo 2 ou TH2 low (TH2 lo) 

(WENZEL, 2016). 

A asma tipo 2 é caracterizada por uma inflamação dependente da 

sensibilização de mastócitos pela IgE alérgeno específica e um influxo eosinofílico no 

tecido pulmonar. Os níveis de citcinas IL-4, IL-5 e IL-13 bem como a quantidade de 

eosinófilos no sangue e no tecido pulmonar diferenciam os endótipos da asma. Altos 

níveis desses biomarcadores caracterizam o TH2 high, já quando os níveis de linfócitos 

TH2 são reduzidos, caracteriza-se o TH2 low (CHENG et al., 2014). 

 

2.4 Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS)  

 

Um estudo com aproximadamente 3.000 adolescentes quantificou a proporção 

de asmáticos com rinite alérgica e sitou em torno de 50%. Por outro lado, estudos 

refletem a alta frequência de hiper-responsividade brônquica entre pacientes com 

rinite (SOLE et al., 2015). 

Além dessa associação clínico-epidemiológica, estudos comprovam uma 

íntima ligação da rinite e asma alérgicas no que se refere à gênese patológica e ao 

desenvolvimento de ambas as doenças. Ambas acometem o sistema respiratório, 

podem ser desencadeadas pelos mesmos agentes etiológicos, apresentam o mesmo 

perfil celular predominante que medeia os processos inflamatórios, e compartilham o 

mesmo raciocínio farmacoterapêutico (LI et al., 2016). 

Diante dessa relação, a Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas 

(CARAS – Combined Allergic Rhinitis and Asthma Syndrome) se caracteriza por ser 

uma única doença das vias aéreas. Sendo de extrema importância pesquisas 

experimentais que, ao desenvolver em animais a CARAS, contribuam na construção 

e atualização do entendimento da patogênese e tragam ao mercado farmacêutico 

novas moléculas, prováveis candidatas a serem utilizadas como fármacos para as 

duas doenças e contribuam para o arsenal terapêutico no tratamento dessa síndrome 

alérgica (BOUSQUET et al., 2016) 

Uma busca realizada na base de dados Science direct constatou a existência 

de apenas oito artigos (2015-2019) que desenvolveram protocolo da CARAS e 

analisaram o efeito de substâncias promissoras para o tratamento dessa síndrome. 

No Brasil, o laboratório de Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraíba 
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/João Pessoa/PB é pioneiro no estudo da CARAS e se empenha na busca de novas 

opções terapêuticas a partir de produtos naturais e sintéticos bioativos. 

 

2.5 Fisiopatologia da Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas 

(CARAS) 

 

A Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) é caracterizada 

pela resposta imune tipo II (TH2) mediada pela imunoglobulina E (IgE) específica para 

o alérgeno. Essa resposta imunológica ocorre quando os indivíduos atópicos, 

geneticamente predisponentes, entram em contato com alérgenos encontrados 

facilmente dispersos no ar e que são provenientes de baratas, fungos, pelos de 

animais e, principalmente, os ácaros do pó domiciliar sendo o Dermatophagoides 

pteronyssinus, D. fariane e Blomia tropicalis os principais agentes etiológicos da 

CARAS (RUBINI et al., 2017).   

Na fase da sensibilização, o alérgeno entra em contato com o epitélio 

respiratório sendo reconhecido por Receptores de Reconhecimento Padrão (PRR) 

como, por exemplo, os Receptores Semelhantes ao Toll (TLR), ativando as células 

epiteliais que passarão a secretar moléculas sinalizadoras do tipo alarminas (IL-33, 

IL- 25 e TSLP - Linfopoetina do Estroma Tímico) (EIFAN; DURHAM, 2016). Na região 

da submucosa, essas moléculas sinalizadoras irão atuar nas Células Linfoides Inata 

do tipo 2 (ILCs 2) ativando a produção de citocinas clássicas da resposta imune tipo 

2 como a IL-13 e a IL-5 (NASR et al., 2018). 

Além disso, as Células Apresentadoras de Antígenos (APCs), principalmente 

as células dendríticas (DCs), também são ativadas por citocinas e alarminas epiteliais 

que induzem a expressão do ligante OX40 (OX40L). As DCs reconhecem o alérgeno 

e se direcionam para o linfonodo de drenagem onde após o processamento do 

antígeno haverá a apresentação do peptídeo antigênico, via molécula do Complexo 

Maior de Histocompatibilidade de classe II (MHC II) para o receptor de célula T (TCR) 

presente na membrana dos linfócitos T CD4+ virgens. Após a apresentação antigênica 

ocorre a polarização para o perfil TH2, caracterizado pela ativação dos fatores de 

transcrição GATA-3 e STAT-6. Os linfócitos TH2 produzem as citocinas clássicas do 

perfil de resposta tipo 2 (IL-4, IL-13 e IL-5), a partir da ação de fatores de transcrição 

como o NF-κB (Figura 5) (HOLGATE et al., 2011). 
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O Fator Nuclear-kappaB (NF-κB) está envolvido em um amplo espectro de 

redes inflamatórias que regulam a produção de citocinas. A sinalização intracelular via 

NF-κB na CARAS é evidenciada pelo aumento da localização nuclear de NF-κB ou 

ligação ao DNA, fosforilação ou degradação de IkB e expressão de IKK-β nas células 

presentes nas vias aéreas de asmáticos. O aumento da ligação ou coloração nuclear 

do NF-κB também é detectado nas células inflamatórias do escarro induzido de 

asmáticos (MIYAKE et al., 2016). 

As citocinas IL-4 e IL-13 compartilham os receptores celulares e atuam ativando 

os linfócitos B, os quais se diferenciam em plasmócitos produtores de anticorpos 

específicos do tipo IgE para o determinado alérgeno. A IgE específica para o alérgeno 

se ligará aos seus receptores de alta afinidade I (FcεRI) presentes na membrana 

citoplasmática de mastócitos teciduais, basófilos e eosinófilos circulantes. Esse 

processo é denominado de sensibilização alérgica (EVANS et al., 2015). 

No momento da subsequente exposição do indivíduo sensibilizado ao alérgeno, 

esse se ligará à IgE-FcεRI presente na membrana dos mastócitos, basófilos e 

eosinófilos. A ligação cruzada irá ativar essas células ocasionando a liberação dos 

grânulos contendo mediadores pré-estocados, como a histamina e, formação de 

outros mediadores como prostagladinas e leucotrienos (BOULET, 2018). A histamina, 

nas vias aéreas superiores, possui um papel fundamental nas terminações nervosas 

sensoriais, na estimulação reflexa parassimpática das secreções glandulares e na 

vasodilatação e aumento da permeabilidade capilar, sendo responsável por 

desencadear os sintomas nasais da rinite (prurido nasal, espirros, rinorreia). Nas vias 

aéreas inferiores, a histamina promove vasodilatação local, aumento da 

permeabilidade vascular e edema, além da migração de células inflamatórias e 

broncoconstrição (XU; ZHANG; WANG, 2007).  

O processo inflamatório é mantido pela ação de diversos mediadores que 

formam o microambiente da resposta alérgica. A IL-4 atua em feedback positivo na 

manutenção da resposta tipo 2 (WYNN, 2014). Juntamente com a IL-13 ativam os 

macrófagos tipo 2 (M2), os quais passam a produzir a citocina TGF-β (Fator de 

crescimento e transformação – β) que ativa os fibroblastos a produzirem fibras 

colágenas, 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 hipersecreção de muco (água, glicoproteínas, 

enzimas e imunoglobulinas) pelas células caliciformes presentes no epitélio colunar 

pseudoestratificados ciliado das vias aéreas (Figura 5) (SAKANO et al., 2018). 

 A IL-5 está relacionada ao processo de eosinopoese. O recrutamento de 

eosinófilos decorre da atuação de quimiocinas, como eotaxina 1, 2 e 3. Além disso, 

eosinófilos ativados nas vias aéreas geram quimiocinas pró-inflamatórias e enzimas 

citolíticas, incluindo a Proteína Catiônica Eosinofílica (ECP) e Proteína Básica 

Principal (MBP) que participam da inflamação persistente das vias aéreas, e têm sido 

associadas a exacerbações e declínio da função pulmonar. Os eosinófilos ainda são 

capazes de liberar o TGF-β 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 fisiopatológico da Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas 

(CARAS) mediado pela resposta imune TH2 

 

Fonte: adaptado FERREIRA et al., 2019. 
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Fases da fisiopatologia da CARAS. a) Primeira fase (sensibilização). 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 TH0 via MHC-II e polarizar 

para o perfil TH2 com a produção de IL-4, IL-5 e IL-13. IL-5 é uma importante indutora 

de eosinofilia atuando na medula óssea e provocando a produção, maturação e 

migração de eosinófilos para o local de inflamação. IL-4 e IL-13 estimulam a produção 

de IgE pelas células B que se ligam aos receptores FcεRI na membrana dos 

mastócitos, basófilos e eosinófilos circulantes, conferindo o primeiro estágio de 

sensibilização a alérgenos. b) Segunda fase da reação alérgica (fase de desafio). A 

reexposição aos alérgenos resulta em ligação cruzada alérgeno-IgE em mastócitos 

que ativa o processo de degranulação com a liberação de mediadores pré-estocados 

como aminas vasoativas histamina e mediadores neoformados como prostaglandinas 

(PGs) e cisteinil-leucotrienos (CysLTs). Esses mediadores serão responsáveis pela 

reação de fase imediata que atua nos nervos aferentes, causando sinais clínicos de 

espirros e fricção nasal (rinite), nas células endoteliais, promovendo aumento da 

permeabilidade vascular com extravasamento de líquidos e formação de edema, nos 

músculos lisos promovem broncoconstrição (asma). c) Terceira fase tardia da reação 

alérgica (manutenção do perfil TH2). A polarização do perfil TH2 é mantida pela 

produção constante de IL-4 e IL -13. Essas citocinas atuam nas células caliciformes, 

promovendo a hiperprodução de muco, a hiperplasia das células musculares lisas e a 

hipertrofia e a hiper-responsividade das vias aéreas (AHR). Além disso, ativam 

macrófagos (M2), que produzem fator de crescimento e renovação β (TGF-β), 

associado à hiperprodução de fibroblastos. Os eosinófilos são as células efetoras do 

processo inflamatório crônico, liberando mediadores como a Proteína Catiônica 

Eosinofílica (ECP) e a Proteína Principal Básica (MBP), que atuam diretamente na 

destruição epitelial, na remodelação de tecidos e na hiper-responsividade das vias 

aéreas. TSLP (Linfopoetina do Estroma Tímico), IL (interleucinas), ILC (Célula Linfóide 

Inata), APC (Célula Apresentadora de Antígeno), DC (Células Dendríticas), MHC-II 

(complexo principal de histocompatibilidade da classe 2), IgE (imunoglobulina E), 

FcεRI (receptor de Alta afinidade para a porção Fc da IgE). 
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2.6 Mecanismos imunoregulatórios da CARAS 
   

As células T regulatórias caracterizam o perfil Treg, elas produzem a citocina IL-

10 cuja ação é supressora sobre outras células T CD4+. A IL-10 se destaca por suas 

propriedades anti-inflamatórias oferecendo assim perspectivas terapêuticas 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 doença, juntamente com o aumento 

da resposta TH2, desequilíbrios ocorrem nas respostas imunes TH17 e T regulatório 

marcada com altos níveis da IL-17 e diminuição da citocina IL-10 (SHI et al., 2011). 

Outros estudos corroboram indicando que as células TH17, produtores de IL-17, 

podem recrutar neutrófilos para o pulmão contribuindo para o agravamento da doença 

(ANATRIELLO et al., 2019).  

Outra população de célula T capaz de modular a resposta imune tipo 2 na 

CARAS é a população celular do tipo TH1 com a produção das citocinas IL-2, IFN-γ, e 

TNF-α. O IFN-γ impede a ativação do fator de transcrição GATA 3 responsável pela 

diferenciação das células TH2. Estudos comprovam que o processo alérgico pode ser 

suprimido pela indução de células TH1 ou pela administração de IL-12, citocina 

responsável pela ativação do fator de transcrição T-bet que induz a produção das 

citocinas do perfil de resposta TH1 (LAMBRECHT; HAMMAD, 2015). Além disso, um 

tratamento eficaz para a asma pode ser induzindo a resposta imune TH1 e 

simultaneamente inibindo a resposta imune TH2 / TH17 para restaurar o equilíbrio TH1 

/ TH2 (ANATRIELLO et al., 2019). 

2.7 Diagnóstico da rinite e asma  
 

O diagnóstico da rinite alérgica é baseado na história clínica, antecedentes 

pessoais e familiares de atopia, exames físicos e exames complementares. O 

diagnóstico é essencialmente clínico, com detecção dos sintomas cardinais: espirros, 

prurido nasal intenso, coriza clara e abundante e obstrução nasal e da identificação 

do possível alérgeno desencadeante pelo teste cutâneo de hipersensibilidade 

imediata ou IgE específica (OKUBO et al., 2017). 
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Para um diagnóstico preciso, os marcadores de endotipos devem idealmente 

ser complementados por avaliação da função nasal, como a permeabilidade e fluxo 

nasal, para confirmar a obstrução nasal e provocação nasal com ar frio para 

determinação da hiperreatividade nasal. Assim como a medição do óxido nítrico para 

medir a inflamação nasal e provocação nasal com o alérgeno para confirmar a 

relevância dos alérgenos, e a avaliação do olfato em pacientes que relatam a redução 

da capacidade olfativa (RUBINI et al., 2017). 

A obstrução nasal é a queixa mais frequente, podendo ser intermitente ou 

persistente, bilateral ou unilateral. Em casos mais graves, a congestão nasal pode 

interferir com a aeração e com a drenagem dos seios paranasais e da tuba auditiva, 

resultando em cefaleia ou otalgia, com queixas de diminuição da acuidade auditiva. 

Podem ocorrer relatos de respiração oral, roncos, voz anasalada e alterações no 

olfato. Astenia, irritabilidade, diminuição da concentração, anorexia, alteração do 

sono, náuseas e desconforto abdominal podem ocorrer (SAKANO et al.,2018).  

Fisicamente características faciais típicas estão presentes em grande número 

de pacientes com rinite alérgica, tais como: olheiras, dupla linha de Dennie-Morgan e 

prega nasal horizontal causada pelo frequente hábito de coçar a narina com 

movimento para cima. O exame das cavidades nasais é essencial, mostrando uma 

mucosa nasal geralmente pálida, edemaciada e com abundante secreção clara ou 

mucoide. Em casos crônicos observa-se hipertrofia importante de conchas inferiores 

(BOUSQUET et al.,2016). 

 A intensidade e a frequência dos sintomas, assim como a sua evolução e 

fatores desencadeantes e agravantes (tabagismo ativo/passivo, natação), 

medicamentos em uso, presença de comorbidades (sinusites e otites de repetição) e 

outras doenças alérgicas (asma, conjuntivite alérgica e eczema atópico) devem fazer 

parte da anamnese (GINA, 2018).  

Quanto à asma, o diagnóstico clínico é sugerido por um ou mais sintomas: tosse 

crônica, desconforto torácico, dispneia e sibilância principalmente à noite ou nas 

primeiras horas da manhã, considerado os horários de temperaturas amenas 

resposáveis pela ativação de terminações nervosas sensitivas (WENZEL, 2016). O 

exame físico é inespecífico uma vez que nem todos os pacientes seguirão uma regra 

de sintomas apresentados, como por exemplo o sibilo, indicativo de obstrução do fluxo 

aéreo, pode não ocorrer em todos os pacientes. Considerando os sinais e sintomas 
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não exclusivos da asma, a confirmação diagnóstica deve ser feita por um método 

objetivo e padronizado. Os testes diagnósticos disponíveis na clínica são: 

espirometria, testes de broncoprovocação e medida de pico do fluxo expiratório 

(GINA, 2018). 

 

2.7 Tratamento CARAS 

 

2.7.1 Tratamento não farmacológico 

 

As proposições de medidas não farmacalógicas para o controle das doenças 

alérgicas se baseiam em consensos de asma e rinite os quais recomendam as 

medidas de afastamento de alérgenos como uma etapa da estratégia terapêutica 

(BOUSQUET et al., 2016). 

As principais medidas para o controle do ambiente são: optar por dormir em 

quarto bem ventilado e ensolarado. Evitar travesseiro e colchão de paina ou pena, do 

contrário, optar pelos de espuma, fibra ou látex; afastar o indivíduo do ambiente 

enquanto se faz limpeza, evitar uso de vassouras e espanadores, optar por passar 

pano úmido ou usar aspiradores de pó com filtros especiais; Dar preferência às pastas 

e sabões em pó para limpeza de banheiro e cozinha. Evitar talcos, perfumes, 

desodorantes, principalmente na forma de sprays; não fumar e nem deixar que fumem 

dentro da casa ou do automóvel do paciente. O tabagismo pré-natal, perinatal e pós-

natal está associado a problemas respiratórios futuros na prole; evitar banhos 

extremamente quentes e oscilação brusca de temperatura. A temperatura ideal da 

água varia em torno 37ºC (temperatura corporal); dar preferência à vida ao ar livre. 

Esportes podem e devem ser praticados, evitando-se dias com alta exposição aos 

poléns ou poluentes em determinadas áreas geográficas (RUBINI et al., 2017).  

 

2.7.2 Tratamento farmacológico 

 

Os anti-histamínicos (anti-H1) são considerados medicamentos de primeira 

escolha para o tratamento dos sintomas nasais evidentes na rinite alérgica. Eles 

atuam sobre receptores de histamina subtipo 1 acoplado às proteínas Gq/11, 

interferindo na ação da histamina sobre as terminações nervosas sensoriais, na 
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estimulação reflexa parassimpática das secreções glandulares, na vasodilatação e 

aumento da permeabilidade, alivando assim, o prurido nasal, espirros, rinorreia e 

sintomas oculares. Ainda, são capazes de regular o processo inflamatório por meio 

da redução da expressão de citocinas inflamatórias, de moléculas de adesão, da 

ativação de células epiteliais, mastócitos, linfócitos T e eosinófilos (MANDAHANE et 

al., 2011). Os anti-H1 clássicos ou de primeira geração apresentam alta lipofilicidade 

e fácil penetração na barreira hematoencefálica, além da baixa seletividade pelo 

subtipo do receptor, essas características resultam em sedação e potenciais efeitos 

adversos quando se ligam a outros tipos de receptores, como diminuição da cognição 

e desempenho psicomotor. Já os anti-H1 não clássicos ou de segunda geração 

apresentam baixa capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, alta 

potência, longa duração de ação e alta afinidade para os receptores H1 apresentando 

pouca ou nenhuma interação com outros receptores (SAKANO et al., 2018). 

Os descongestionantes pertencem à classe dos simpaticomiméticos cuja ação 

se baseia na ativação de adrenorreceptores α1 e α2 em células endoteliais promovendo 

a vasoconstrição e alívio da obstrução nasal. Os descongestionantes orais como a 

pseudoefedrina devem ser utilizados com cautela devido a sua ação psicotrópica e 

efeitos colaterais cardiovasculares. Já os de uso tópico como a nafazolina devem ser 

usados por no máximo 7 dias, pois seu uso prolongado pode desencadear a rinite 

medicamentosa de rebote, efeitos centrais e cardiovasculares importantes 

(MANDAHANE et al., 2011). 

Os corticosteroides são agentes anti-inflamatórios esteroidais de primeira linha 

para o controle da CARAS. Quando utilizado na forma tópica alivia a congestão, a 

hiposmia, a coriza, os espirros e o prurido. Sua administração sistêmica é vantajosa 

por atingir tanto as vias aéreas superiores quanto às inferiores, útil naqueles pacientes 

com sintomais mais intensos. No entanto, os efeitos adversos sistêmicos dos 

corticosteróides sempre foram uma preocupação. A inibição do crescimento em 

crianças, os distúrbios do metabolismo, o glaucoma e a formação de catarata, a 

imunossupressão e a supressão do eixo Hipotálamo-Pituitário-Adrenal são exemplos 

desses efeitos adversos. Seu mecanismo de ação se baseia na inibição da transcrição 

de proteínas pró-inflamatórias mediada pelo NF-кB e na ativação da transcrição de 

proteína anti-inflamatórias (IL-10) (MATERA et al., 2019). 
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Estabilizadores de mastócitos constituem uma importante intervenção 

terapêutica no tratamento da CARAS. A reexposição a um alérgeno leva a sua ligação 

aos anticorpos IgE específicas para os alérgenos ligados aos receptores FcεRI nos 

mastócitos. Isso provoca a ligação cruzada desencadeando a síntese e degradação 

de mediadores como histamina, triptase, leucotrienos e proteases. Este é o passo 

mais crucial na cascata alérgica. O cromoglicato dissódico possui ação estabilizadora 

sobre a membrana de mastócitos e, consequentemente, impede a liberação dos 

mediadores químicos (TAUR; PATIL, 2011). 

Os sintomas pulmonares da CARAS são controlados pelas seguintes classes: 

agonistas β-adrenérgicos, antagonistas do receptor muscarínico M3, e inibidores de 

fosfodiesterase (MATERA et al., 2019). 

Os antagonistas de receptores de leucotrienos como o montelucaste de sódio 

têm sido apontados como alternativa eficaz para os pacientes com asma e rinite 

alérgica concomitante, seus efeitos vão desde inibição da vasodilatação, da 

exsudação plasmática, da secreção de muco, além de inibir a inflamação eosinofílica. 

Entretanto, efeitos adversos como dor abdominal, cefaleia e agitação podem ser 

observados (ADCOCK et al., 2008). 

A introdução de anticorpos monoclonais no tratamento da CARAS surge como 

alternativa de uma terapia mais específica, já que agentes biológicos são sintetizados 

por organismos vivos e direcionados a um mediador específico como citocina ou 

receptor. Atualmente já foram desenvolvidos imunobiológicos contra os seguintes 

alvos: IgE, citocinas da resposta TH2 como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-31 e TSLP, 

receptor para quimiocinas CCR4 e moléculas de adesão CD2, CD25, CD52 e ligante 

OX40. Embora raramente, podem ocorrer reações adversas à terapia imunobiológica 

como infecções do trato respiratório inferior e do trato urinário, faringite, dor de cabeça, 

congestão nasal, dor abdominal, eczema, dor nas costas e reações no local da injeção 

(BUSSE, 2019). 

  

2.8 Produtos naturais 

 

 Ao longo da história, os produtos naturais, obtidos de plantas, animais ou 

minerais foram a principal fonte de preparações medicinais. Ainda hoje, eles 

continuam presentes em ensaios clínicos e não clínicos ou fornecem compostos para 
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realização desses. A principal justificativa para utilização de compostos naturais se 

baseia na grande diversidade de organismos produtores de metabólitos secundários, 

apresentando as mais diversas estruturas exercendo grande importância no processo 

de descoberta e desenvolvimento de novas drogas (GUO, 2017). 

 Nessa perspectiva, há exemplos importantes de substâncias isoladas de 

plantas como a atropina isolada da Atropa beladona, a digoxina, isolada da Digitalis 

lanata, a cafeína obtida da Coffea arábica, além do ácido salicílico, obtido da Salix 

alba (STICHER, 2014). 

 O Brasil é um país dotado de uma das maiores biodiversidades do planeta e 

desta forma ocupa uma posição privilegiada, tendo em vista que 20% de todas as 

espécies vegetais encontram-se no país. As plantas medicinais da flora nativa 

brasileira são utilizadas devido ao grande respaldo no conhecimento popular que 

permite assim uma longa aceitação dessas espécies, no entanto é importante 

destacar que apesar do seu amplo uso, há pouca comprovação de suas propriedades 

farmacológicas (VEIGA-JÚNIOR; MELLO, 2008). 

 Nesse sentido, a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares 

em saúde foi implantada no Brasil em 2006. O seu objetivo é fortalecer as pesquisas 

com plantas medicinais nativas e garantir a acessibilidade dessa prática aos serviços 

de saúde. No ano de 2009, o Ministério da Saúde publicou a Relação Nacional de 

Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), uma lista com 89 espécies que 

estão sendo priorizadas em pesquisas e investimentos garantindo assim segurança e 

eficácia de suas utilizações (CARVALHO, 2011). 

 Além da validação do conhecimento popular, o estímulo à pesquisa, produção 

e comercialização de espécies vegetais brasileiras gera trabalho, renda, 

desenvolvimento e integração regional, ou seja, possibilidades econômicas 

importantes ao desenvolvimento do país, visando à sustentabilidade (BRASIL, 2011). 

Dessa forma, os produtos naturais oferecem grandes oportunidades para obtenção 

de moléculas potencialmente ativas que levem a novos fármacos úteis no tratamento 

de diversas afecções, entre elas os distúrbios das vias aéreas como a rinite e asma. 

 

2.9 Cissampelos sympodialis Eichler (Menispermaceae) 

 

Cissampelos sympodialis é popularmente conhecida como "jarrinha", "milona", 

“orelha de onça” e “abuteira”. Está distribuída pelo no Nordeste e Sudeste do Brasil, 
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sendo facilmente distinguida pelo formato deltoide de sua folha (Figura 6). Pertence à 

família Menispermaceae, descrita por AL de Jussieu (1789), bem conhecida pela 

produção de vários tipos de alcalóides, como bisbenzilisoquinolínicos e 

morfinandienônico (BARBOSA-FILHO; CUNHA; GRAY, 2000). Popularmente, o 

infuso das folhas e raízes da Cissampelos sympodialis é amplamente utilizado para 

tratar várias doenças inflamatórias, como asma, bronquite, artrite e reumatismo 

(BARBOSA-FILHO et al., 1997).  

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

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Cavalcanti, 2006. 

Trabalhos não-clínicos anteriores, realizados no Laboratório de 

Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraíba (UFPB)/João Pessoa, PB, 

demonstraram que o extrato hidroalcoolico das folhas (AFL) da C. sympodialis e seus 

alcaloides apresentaram atividade anit-inflamatória em modelo agudo, antialérgica em 

modelo de alergia alimentar, antiasmática e imunomoduladora (BEZERRA-SANTOS 

et al., 2006; COSTA et al., 2008; PIUVEZAM et al., 1999; VIEIRA et al., 2013). 

O estudo fitoquímico realizado no Laboratório de Fitoquímica do Programa de 

Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/UFPB/João Pessoa, PB, 

a partir do extrato da C. sympodialis levou ao isolamento de metabólitos secundários 

dessa espécie, sendo os flavonoides e os alcaloides os metabólitos mais estudados. 

Seis marcadores químicos e bioativos, quatro destes alcaloides são terciários: 

warifteina (Figura 7A), metilwarifteina (Figura 7B), simpodialina β, N-óxido (Figura 7C) 

(bisbenzilisoquinolínicos), milonina (Figura 7D) (morfinâmico), e um quaternário, do 
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tipo aporfínico: a laurifolina (Figura 7E) (CÔRTES, 1995; FREITAS et al., 1996). A 

warifteína foi o alcaloide isolado em maior quantidade e é encontrada nas raízes com 

um alto rendimento, correspondente a 1,4%, permitindo assim seu estudo 

farmacológico (BARBOSA-FILHO; AGRA; THOMAS, 1997). Na raiz da mesma planta, 

além destes cinco alcaloides ocorreu o isolamento e a elucidação estrutural de outro 

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

 

Figura 7 - Estruturas químicas dos alcaloides isolados da Cissampelos sympodialis Eichl.: 

warifteina (A) metilwarifteina (B) simpodialina β, N-óxido (C) milonina (D) laurifolina (E) e 

roraimina (F) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: SALES, 2014. 

 

2.9.1 Alcaloides: warifteina e metilwarifteina  

Os alcaloides são metabólitos secundários nitrogenados e com baixo peso 

molecular majoritariamente derivados de aminoácidos. Estima-se que estes 

metabólitos possam ser encontrados em 20% de todas as espécies vegetais estando 

envolvidos na defesa das plantas contra herbívoros e patógenos. Os alcaloides 

bisbenzilisoquinolínicos são conhecidos por terem várias atividades farmacológicas 

inclusive atividade antiparasitária, 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 DL50, via intraperitoneal, é 511 mg/kg. Entretanto, por via oral, doses de até 
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1000 mg/kg não induziram mortalidade nos animais durante o tempo de avaliação 

(CÔRTES, 1995). 

A warifteina inibiu a produção de cistenil-leucotrienos e a migração de 

eosinófilos para o lavado bronco alveolar (BALF) e os níveis da citocina IL-13 após 

desenvolvimento do processo alérgico asmático 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 linfócitos T e a 

produção de IgE específia para o alérgeno (COSTA et al., 2008). Recentemente, em 

modelo experimental de rinite alérgica, após administração intranasal, a warifteina 

reduziu o infiltrado inflamatório na cavidade nasal, bem como a quantidade de muco 

no tecido pulmonar (VIEIRA et al., 2018) 

Em relação à metilwarifteina, outro alcaloide de interesse no presente estudo, 

foi demonstrado sua ação no aumento dos níveis de AMPc em homogenato de 

músculo liso com potência superior à warifteina (THOMAS et al., 1997). Em quadros 

de asma alérgica experiemental, o tratamento por instilação nasal com a 

metilwarifteina inibiu a migração celular no BALF, reduziu o infiltrado celular e síntese 

de muco no epitélio pulmonar, influenciando diretamente no processo alérgico 

induzido por OVA (VIEIRA et al., 2013). 

Considerando as relevantes atividades já 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 imunofarmacológicos dos alcaloides warifteina e 

metilwarifteina em camundongos BALB/c com a Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas 

Combinadas (CARAS) induzida por ovallbumina (OVA).  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar o efeito dos alcaloides nos sinais clínicos relacionados a rinite 

experimental tais como fricção nasal e esprirro e na hiper-reatividade nasal 

induzida por histamina; 

 Investigar o efeito dos alcaloides na migração de células inflamatórias para as 

cavidades nasal (Fluido do Lavado Nasal - NALF) e pulmonar (Fluido do 

Lavado Broncoalveolar - BALF) e a nível sistêmico; 

 Quantificar o nível sérico de IgE OVA-específica; 

 Analisar os cortes histológicos das fossas nasais e pulmões corados com:  

Hematoxilina-eosina (HE, parâmetros inflamatórios); Ácido Periódico de Shiff 

(PAS, produção de muco); Azul de Toluidina (AT, presença de mastócitos); 

Tricomo de Gomori (TG, presença de fibras colágenas);  

 Investigar o potencial imunomodulador dos alcaloides quanto aos níveis de 

citocinas no BALF:  

o Do perfil TH1 (INF-γ); 

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). 

 Avaliar o efeito dos alcaloides na expressão do NF-кB em granulócitos e 

linfócitos do BALF. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material 

4.1.1 Material botânico 

 

Os alcaloides warifteina e metilwarifteina foram isolados do extrato 

hidroalcoolico das folhas e raízes da Cissampelos sympodialis e cedidos pelo 

professor Dr. José Maria Barbosa Filho/CCS/UFPB/João Pessoa/PB/Brasil. Os 

alcaloides foram identificados a partir de análises dos espectros de Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) de 1H e 13C (CERQUEIRA-LIMA et al., 2010). A 

quantificação dos alcaloides foi feita por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

(HPLC) com detecção 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 soluções de warifteina e metilwarifteina foram preparadas dissolvendo a 

quantidade do cristal equivalente a 2 mg/kg em 50 µL de HCl 1 N e 800 µL de salina. 

O pH foi ajustado para aproximadamente 7,0 com NaOH 1 N e o volume foi 

completado para 1000 µL. O volume referente a cada dia foi alicotados em tubos 

eppendorfs em seguida, congelados.  

4.1.2 Animais 
 

Camundongos isogênicos fêmeas BALB/c com idade 6 a 8 semanas, pesando 

entre 20 e 25 g, e ratas Wistar fêmeas, na mesma idade, pesando em média 250 g 

foram utilizados nos experimentos e obtidos da Unidade de Produção Animal (UPA) 

da Universidade Federal da Paraíba (UFPB) / João Pessoa, PB/Brasil. Os animais 

foram mantidos em gaiolas de polipropileno (41x34x16 cm,) a uma temperatura de 25 

± 2 ºC 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 à água e a uma dieta balanceada a base 

de ração do tipo pellets (Labina®) durante todo o período de experimentação. A 

manipulação 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 Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA Nº 2518050618) / UFPB (Anexo 

A).  A eutanásia dos animais foi realizada por overdose de solução anestésica (xilazina 

30 mg/kg + quetamina 300 mg/kg) diluída em solução salina (NaCl 0,9%) e 
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administrada via intraperitoneal, conforme a Resolução Normativa Nº 13, de 

20.09.2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA.  

Para avaliar o efeito dos alcaloides, os animais foram distribuídos em cinco 

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

 

Tabela 1 – Distribuição dos grupos experimentais 

Grupos Descrição 

Basal Animais saudáveis, não sensibilizados e 
não desafiados com OVA. 

Ovalbumina (OVA) Animais doentes, sensibilizados e 
desafiados com OVA e não 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, 2019. 

 

4.1.3 Substâncias e reagentes 
 

O ácido clorídrico (HCl), o ácido fosfotunguístico (H3P12O40), o ácido orto-

periódico (H5IO6), o bálsamo do Canadá, o carvão ativado, os corantes para 

elaboração das lâminas histológicas, o corante azul de Evans, o hidróxido de alumínio 

(Al(OH)3), o xilol (C6H4(CH3)2) e o etanol (CH2H5OH) foram adquiridos da Vetec® 

(Brasil). O ácido etilenodiamino tetra-acético (C10H16N2O8), o aldeído fórmico (CH2O), 

o bissulfito de sódio (NaHSO3), o cloreto de sódio (NaCl), o fosfato de sódio 

monobásico (NaH2PO4), o fosfato de sódio dibásico (Na2HPO4), o metabissulfito de 

sódio (Na2S2O5), a OVA grade II, a OVA grade V e a histamina foram provenientes da 

Sigma-Aldrich®. Os dois tipos de OVA foram conservados sob refrigeração e diluídos 

em solução salina. O cloridrato de ketamina foi obtido da Vetbrands® (Brasil). O 

hidróxido de sódio (NaOH) foi obtido da Reagen®. A parafina para histologia foi 

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

provenientes da eBioscience®. 

 

4.1.4 Soluções 
 

Em um recipiente estéril, as substâncias anestésicas foram diluídas em 

quantidade relatada de salina obtendo a solução esperada após homogeneização 

conforme mostra a tabela 2.  

 

Tabela 2 - Composição da solução anestésica  

 

Substância Quantidade (mL) 

Xilasina 1  

Quetamina 3  

Salina 8  

 

A solução descalcificadora foi preparada a partir do sal diluído no tampão 

(Tabela 3). A amostra (cavidade nasal) foi introduzida no líquido descalcificador com 

o volume igual ou superior a vinte vezes o volume da peça. A solução foi renovada 

diariamente e mantida em agitação e o pH aferido diariamente. O teste mecânico da 

amostra (teste da agulha) a fim de se verificar a eficiência do processo de 

descalcificação foi realizado. 

 

Tabela 3 - Composição da solução descalcificadora EDTA (ácido etilenodiaminotetracético) 

em tampão fosfato 0,1 M 

 

Substância Quantidade 

Tampão fosfato 0,1 M 

Solução A 

Fosfato de sódio monobásico 13,7 g 

Água destilada 1000 mL 

Solução B 

Fosfato de sódio dibásico 35,8 g 

Água destilada 1000 mL 

Solução de uso 

EDTA 100 g 

Tampão fosfato 0,1 M 1000 mL 
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As amostras para procedimento histológico foram conservadas em solução de 

formalina tamponada (Tabela 4). Para o preparo da solução foram dissolvidos os sais 

em água destilada com auxílio do agitador magnético. O volume de aldeído fórmico, 

previamente aferido, foi adicionado à solução tamponada atingindo o volume final. 

Após o preparo, as amostras permaneceram 24 horas sob fixação O preparo de 

soluções fixadoras foi feito em capela de exaustão. Por serem muito voláteis e 

sensíveis à luz, as soluções contendo formaldeído foram em vidro âmbar firmemente 

fechado. 

  

Tabela 4 - Composição da formalina tamponada 

 

Substância Quantidade 

Aldeído fórmico 37% 100 mL 

Água destilada 900 mL 

Fosfato de sódio monobásico 4 g 

Fosfato de sódio dibásico 4,5 g 

 

4.2 Métodos 

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

O modelo experimental de CARAS induzido por ovalbumina (OVA) foi 

desenvolvido tendo como base a adaptação do protocolo experimental de LI et al., 

2015. Os camundongos BALB/c fêmeas foram sensibilizados, no primeiro e no décimo 

segundo dia do protocolo experimental, com uma suspensão de 50 μg/mL de OVA 

(grade V Sigma) e 10 mg/mL de hidróxido de alumínio (VETEC®) em solução salina. 

Essa suspensão foi administrada via intraperitoneal na dose de 100 μL/10 g do animal. 

Após a sensibilização, os animais foram desafiados com aerossol de OVA grade II a 

5% em solução salina com intervalos de 24h por 5 dias consecutivos. Os desafios 

foram realizados durante 30 minutos diários em uma câmara fechada, sob um fluxo 

contínuo de aerossol, com o auxílio de um nebulizador ultrassônico. 

Os camundongos foram distribuídos em cinco grupos (n=5) (Tabela 1): o grupo 

basal representou os animais em seus estados fisiológicos; o grupo OVA representou 

os animais sensibilizados e desafiados com ovallbumina; o grupo BUD representou 

os 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 os animias 

sensibilizados e desafiados com OVA e tratados com warifteina ou metilwarifteina (2 

mg/kg, por via intranasal). 

Após 24 horas do último desafio com OVA (dia 36) os animais foram eutanasiados 

com solução anestésica de quetamina e xilasina, por via intramuscular em uma das 

patas posteriores, para coleta da cabeça e pulmão e seu posterior processamento 

histológico (Figura 8). 

Figura 8 - Esquema representativo do modelo experimental da Síndrome de Asma e Rinite 

Alérgicas Combinadas (CARAS) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Pereira, 2017 

4.2.2 Quantificação dos sinais clínicos 
 

Os sinais clínicos nasais, fricção nasal e espirro, foram quantificados em cada 

camundongo por 15 minutos no último dia de desafio (36º) imediatamente após o 

desafio com OVA. A contagem foi realizada após filmagem dos camundongos 

previamentes isolados em cubas de vidro espelhadas para melhor observação 

(KUYAMA et al., 2010). 

4.2.3 Avaliação da hiper-reatividade nasal induzida pela histamina 
 

A hiper-reatividade nasal à histamina foi determinada pela quantificação dos 

sinais clínicos: espirro e fricção nasal, durante 10 minutos, após a administração de 

doses crescentes de histamina diluída em solução salina, na cavidade nasal. No dia 

36º, uma hora após 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 Quantificação celular nos Fluidos do Lavado Nasal (NALF) e 

Broncoalveolar (BALF)  

 

               Para a coleta dos fluidos, primeiramente, os camundongos foram 

eutanasiados com solução anestésica e em seguida foi feita a assepsia do tórax e 

pescoço do animal com álcool a 70º. A traqueia foi isolada com auxílio de instrumental 

cirúrgico (pinça e tesoura). Uma cânula de poliestireno foi introduzida na traqueia do 

animal no sentido traqueia-cavidade nasal para coleta do NALF e posteriormente 

traqueia-pulmão para o BAL. Para obter cada lavado foi administrado, por uma cânula, 

1,0 mL de Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) na cavidade. O líquido após lavar a 

cavidade foi coletado em tubo tipo cônico. Os fluidos foram mantidos em baixa 

temperatura (6ºC) para conservação da viabilidade celular (WANG et al., 2013) e 

posteriormente foram utilizados para contagem total e diferencial das células. 

 A contagem do número total de células nos lavados foi realizada em câmara de 

Neubauer, utilizando uma alíquota da amostra previamente homogeneizada e diluída 

em Solução de Turk na proporção 1:2 para o NALF e 1:4 para o BAL. A leitura foi feita 

no microscópio óptico em objetiva de 40x. Após contagem foi realizado o cálculo do 

número de células = n x d x 104, no qual n: média do número de células contadas nos 

quatro quadrantes, d: diluição da amostra e 104: diluição padrão da câmara de 

Neubauer.  

Para contagem diferencial das células, 150 a 200 µL de cada lavado foram 

distribuídos igualmente por lâmina nos dois poços de uma cito centrífuga (cytospin®). 

O material foi centrifugado a 1500 RPM por 10 min. Após a cito centrifugação, as 

lâminas foram coradas por Panótico (Panoptic methods / Auto-Hemacolor®) com 

auxílio de uma cuba de coplin. Terminada a etapa de coloração, as lâminas foram 

lavadas em água destilada e secadas a temperatura ambiente. A contagem diferencial 

de células foi realizada por microscopia óptica. Cada lâmina foi observada até a 

contagem de 100 células, utilizando para isso a objetiva de imersão (100x). 
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4.2.5 Quantificação celular no sangue periférico 
 

Para contagem de células no sangue periférico foi realizada a técnica do 

esfregaço sanguíneo ou lâmina de extensão sanguínea. Uma gota de sangue obtida 

da veia caudal foi posta na lâmina de microscopia e distendida, formando assim, uma 

camada fina de sangue. As lâminas obtidas foram reservadas para secagem. Após 

essa etapa, as lâminas foram coradas com o kit rápido panótico® e submetidas a uma 

nova secagem. A leitura foi realizada com auxílio de microscopia óptica de forma a 

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

 

4.2.6 Quantificação do título de IgE OVA-específica 

 

O teste de anafilaxia cutânea passiva foi realizado para a determinação do título 

de IgE-OVA-específica. As amostras de soro de camundongos dos cinco grupos de 

animais (basal, OVA, War e Mwar) obtidas após centrifugação do sangue do plexo 

braquial foram descongeladas e submetidas a diluições (razão 2) em solução salina 

0,9%. Em seguida foram administrados 50 µL de cada soro por via intradérmica, em 

oito diferentes sítios do dorso de ratas Wistar (n=5). As diluições 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 µL da 

solução de quetamina e xilasina por via intraperitoneal. 

 Após 24 h foi realizado o desafio antigênico. Para o desafio, foi administrado 

na veia da calda 0,5 mL de uma solução contendo o corante azul de Evans a 1% e 

2,0 mg de OVA grade II. Decorridos 30 min da injeção na veia da calda, os animais 

anestesiados foram sacrificados por deslocamento cervical e os diâmetros das 

manchas formadas nos dorsos mensurados com o auxílio de uma régua milimétrica. 

O título do soro fornece, portanto, uma medida indireta da concentração de IgE-OVA-

específica nos grupos de animais testados. O título foi determinado pela maior diluição 

capaz de promover mancha mensurável (≥ 5 mm). 
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4.2.7 Análises histológicas 

4.2.7.1 Cavidade pulmonar  
 

Para a coleta do pulmão, os camundongos foram eutanasiados e, em seguida, 

no limite das costelas com o diafragma, a cavidade torácica do animal foi aberta e 

realizada a perfusão cardíaca. A perfusão consistiu na administração de 20 mL de 

solução salina no coração para retirada do sangue da circulação sanguínea e a 

lavagem do pulmão possibilitando sua coleta. Imediatamente após a coleta, as 

amostras foram submetidas à fixação em formalina tamponada por no mínimo 24 h e 

em seguida lavadas em água corrente. Após a coleta, o material foi registrado no livro 

de protocolo. Por meio desse registro, o material foi identificado por um número, tipo 

de experimento, datas, órgãos que o acompanhou durante todos os procedimentos 

da técnica histológica. Cada órgão foi inserido em um cassete devidamente 

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

4.2.7.2 Cavidade nasal 
 

As cabeças dos animais foram coletadas após a coleta do pulmão e submetidas 

a uma rápida lavagem com solução salina possibilitando sua fixação. Posteriormente 

à fixação, o excesso de pele das cabeças foi retirado, a mandíbula inferior e os olhos 

foram removidos e o crânio seccionado na região posterior, entre o terceiro dente 

superior e a abertura posterior do ducto faríngeo (nasofaringe) (GUIBAS et al., 2014). 

Em seguida, os narizes foram submetidos à descalcificação química pelo auxílio de 

um agente quelante, o EDTA, durante uma média de 15 dias. Os narizes foram 

suspensos no líquido descalcificador, com o volume igual ou superior a vinte vezes o 

volume da peça. A solução descalcificadora foi trocada diariamente e, quando 

possível, o frasco foi submetido à agitação. Após 10 dias foi feito o teste físico da 

agulha para assegurar que ocorreu a descalcificação. Uma vez obtida a completa 

descalcificação das amostras, elas foram lavadas para retirada do fixador e era dado 

prosseguimento ao processamento histológico. 

 

 



Cavalcanti, R. F. P.                                                                                                                              57                  
 Material e métodos 

 

 

 

4.2.7.3 Processamento histológico 
 

O material histológico foi inicialmente desidratado por imersões de 1 hora numa 

série crescente de álcool etílico a 70, 80, 90 e 100%. A desidratação evita a retração 

do tecido e, consequentemente, as lesões estruturais da célula de caráter irreversível. 

(MOLINARO et al., 2010). Em seguida, foi feita a diafanização, na qual o material foi 

imerso duas vezes em xilol com duração de 1 h cada imersão. O xilol funciona nesta 

etapa como desalcolizante. Em sequência à diafanização, a impregnação do material 

foi realizada em parafina. Na impregnação, as amostras foram submetidas a dois 

banhos sucessivos em parafina, cada banho com duração de 1 h. Após impregnação, 

o material histológico foi emblocado em formas de parafina. Quando o material foi 

totalmente imerso, cada forma foi deixada ao ar livre para solidificação da parafina. 

Os blocos formados foram retirados das formas e, em seguida, foram realizados os 

cortes histológicos no micrótomo.  

Os cortes histológicos foram realizados com espessura de 5 μm. Após a 

microtomia, as fitas de parafina obtidas foram colocadas em banho-maria (38 – 40 º 

C). Com auxílio das lâminas, os cortes foram “pescados” do banho-maria. Em seguida, 

as lâminas foram reservadas para secagem. Com os cortes aderidos às lâminas, 

foram realizadas colorações diferentes: hematoxilina eosina (HE) para visualização e 

análise do corte histológico e da migração celular; Ácido Periódico de Schiff (PAS) 

para observação das células caliciformes produtoras de muco; Azul de toluidina (AT) 

para análise do processo alérgico mediada por mastócitos; Tricrômico de Gomori (TG) 

para análise de fibrose na matriz extracelular. Em seguida, era realizada a montagem 

das lâminas com inserção de lamínulas. Como meio de montagem (selante) era 

utilizado o balsamo do Canadá (VIERA, 2008). 

4.2.7.4 Fotomicrografias 
 

As fotografias digitais foram capturadas pela câmera Moticam 5.0 MP acoplada 

a um microscópio óptico. As imagens foram calibradas no programa MOTIC PLUS em 

definições específicas conforme a objetiva utilizada: 10x ou 40x. A análise histológica 

foi realizada por um operador capacitado, o qual analisava qualitativamente os 

parâmetros histológicos para em seguida quantificá-los estatisticamente 
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4.2.8 Quantificação de citocinas no BALF 
 

 O BALF de cada grupo experimental foi congelado a -20°C para posterior 

quantificação das seguintes citocinas: IL-4, IL-13, IL-5, IL-33, IL-17, IL-10, IFN-γ. Essa 

quantificação foi realizada pelo ensaio imunoenzimático, de acordo com o protocolo 

da técnica ELISA sanduíche especificado no Kit do fabricante (eBioscience®, Inc. 

Science Center Drive, San Diego, CA-USA). 

4.2.9 Análise da expressão do fator de transcrição NF-кB (p65) 
 

Para avaliação da expressão da subunidade p65 (porção ativa) do fator de 

transcrição NF-кB foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. A análise celular por 

citometria de fluxo permite a distinção de populações celulares pelo tamanho (difração 

da luz) e granulosidade (difusão 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 2x105 células/mL de PBS. A amostra foi submetida ao 

protocolo descrito no kit. A leitura dos resultados foi realizada em citômetro de fluxo 

(FACSCanto II). Os resultados obtidos foram analisados com auxílio do software Flow 

Jo. 

4.2.10 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média (S.E.M.) 

e analisados estatisticamente utilizando análise de variância (ANOVA one-way), 

seguido de pós-teste de Tukey para comparação múltipla 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® versão 5.01 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, E.U.A.). Os dados das análises histológicas 

foram analisados com o teste de Kruskal-Wallis e os parâmetros considerados para o 

cálculo da pontuação (escore histológico) foram infiltração celular, produção de muco, 

quantidade de fibras colágenas e número de mastócitos, conforme as colorações 

utilizadas (Tabela 5). 
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Tabela 5 - Parâmetros analisados no escore histológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: adaptado Ponikau et al., 2003  

Escore Infiltrado, muco e fibras colágenas  

0 Ausência de alterações histológicas 

1 Grau leve: menos de 25% do campo microscópico 

2 Grau moderado: de 25 a 49% do campo microscópico  

3 Grau acentuado: de 50 a 75% do campo microscópico 

4 Grau muito acentuado: mais de 75% do campo 
microscópico 

Escore Mastócitos  

0 Menos de 5 células por campo  

1 De 5 a 15 células por campo microscópico  

2 De 16 a 25 células por campo microscópico  

3 De 26 a 35 células por campo microscópico  

4 Mais de 35 células por campo microscópico  
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5. RESULTADOS  
 

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

sinais clínicos da rinite em camundongos com CARAS 

 

O tratamento com os alcaloides warifteina e metilwarifteina na dose de 2 mg/kg 

reduziu significativamente os sinais clínicos da rinite, número de espirros e fricções 

nasais, quantificados por 15 minutos após o ultimo desafio com OVA via aerossol. Os 

números de espirros (11,6 ± 1,6, p < 0,001) (Gráfico 1A) e de fricções nasais (11,0 ± 

1,0, p < 0,001) (Gráfico 1B) aumentaram no grupo OVA quando comparados com os 

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) diminuíram o número 

de espirros quando comparado ao grupo OVA (11,6 ± 1,6) (Gráfico 1A) bem como o 

número de fricções nasais (War - 5,2 ± 0,9, p < 0,001 e Mwar - 6,8 ± 0,3, p < 0,01) em 

comparação ao grupo OVA (11,0 ± 1,0) (Gráfico 1B). A droga padrão budesonida 

(BUD) diminuiu significativamente os números de esprirros e fricções nasais como 

esperado. Não houve diferenças estatísticas nos números de espirros e fricções 

nasais entre os grupos BUD (4,8 ± 0,3), War (4,2 ± 0,9) e Mwar (5,4 ± 0,2). 
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Gráfico 1 - Quantificação de espirros (A) e fricções nasais (B) de camundongos com CARAS. 
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do pós-teste de Tukey (grupos vs. número de espirros (A) ou fricções nasais (B)). Os 
camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuídos em grupos: Basal (animal no estado 
fisiológico); OVA (animais doentes por ovalbumina); BUD (droga padrão, 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 número de espirros logo após a 

administração 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 (Gráfico 2A). Resultados semelhantes foram obtidos com o 

tratamento com a Mwar reduzindo o número de espirros após a administração 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 comparação ao 

grupo OVA. O grupo BUD apresentou resultados semelhantes aos dos alcaloides em 

análise (Gráfico 2A). Quanto ao número de fricções nasais, a War reduziu esse 

parâmetro após a administração 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 

A B 
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± 0,2; p < 0,001) em comparação aos animais do grupo OVA nas respectivas doses 

(6,0 ± 0,3; 8,7 ± 0,2; 9,0 ± 0,2; 10,0 ± 0,2) (Gráfico 2B). A Mwar reduziu o número de 

fricções nasais após a administração 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 relação ao grupo OVA. A budesonida foi 

eficaz em reduzir o número de fricções nasais em todas as doses de histamina 

administradas (Gráfico 2B). 

Gráfico 2 - Quantificação de espirros (A) e fricções nasais (B) de camundongos com 

Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) após administração de doses 

crescentes de histamina. 
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do pós-teste de Tukey (dose da histamina vs. número de espirros (A) ou fricções 
nasais (B)). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuídos em grupos: Basal (animais no 
estado fisiológico); OVA (animais doentes por ovalbumina); BUD (droga padrão, 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 

migração de células inflamatórias 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 migração de células inflamatórias 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) (Gráfico 3A). Em adição, a War reduziu a migração 

de macrófagos (0,02 ± 0,00; p < 0,05) (Gráfico 3C), neutrófilos (0,05 ± 0,00; p < 0,05) 

(Gráfico 3D) e eosinófilos (0,05 ± 0,00; p < 0,001) (Gráfico 3E), no NALF, quando 

comparado ao grupo OVA (0,07 ± 0,00; 0,07 ± 0,00; 0,09 ± 0,00, respectivamente). O 

número de linfócitos não alterou no grupo War (0,03 ± 0,00) quando comparado ao 

grupo OVA (0,03 ± 0,00) (Gráfico 3B). O grupo BUD apresentou resultados 

semelhantes ao grupo War no perfil de migração celular para o NALF. 

O tratamento com o a Mwar não alterou o número de macrófragos (0,04 ± 0,01) 

(Gráfico 3C) e linfócitos (0,06 ± 0,00) (Gráfico 3B) quando comparado ao grupo OVA 

(0,07 ± 0,00; 0,03 ± 0,00, respectivamente). O número de neutrófilos (0,06 ± 0,00; p < 

0,05) (Gráfico 3D) e eosinófilos (0,04 ± 0,00; p < 0,001) (Gráfico 3E) foram reduzidos 

pela Mwar em relação ao grupo OVA (0,07 ± 0,00; 0,09 ± 0,00, respectivamente). 

 

Gráfico 3 - Efeito do tratamento com warifteina ou metilwarifteina no número de células totais 

(A) linfócitos, (B) macrófagos, (C) neutrófilos, (D) e eosinófilos (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 padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do pós-teste de Tukey (número de células totais (A) linfócitos (B) macrófagos (C) 
neutrófilos (D) eosinófilos (E) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram 
distribuídos em grupos: Basal (animais no estado fisiológico); OVA (animais doentes por 
ovalbumina); BUD (droga padrão, 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 

migração celular para o Fluido do Lavado Broncoalveolar (BALF) de 

camundongos com CARAS. 

 

A quantidade 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) quando comparada a do grupo OVA 

(8,4 ± 0,8) (Gráfico 4A). Em relação ao número de linfócitos não foi observado 

diferenças entre os grupos estudados (Gráfico 4B). Entretanto, a War foi capaz de 

reduzir o número de macrófagos (0,43 ± 0,04; p < 0,05) (Gráfico 4C) e eosinófilos 

(1,29 ± 0,14; p < 0,001) (Gráfico 4E) no BALF em comparação ao grupo OVA (0,95 ± 
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0,18, Gráfico 4C; 3,15 ± 0,35, Gráfico 4E, respectivamente). O número de neutrófilos 

não foi alterado pelo tratamento com a War (0,86 ± 0,18) em relação ao grupo OVA 

(1,06 ± 0,06) (Gráfico 4D).  

O tratamento com Mwar não alterou a população de linfócitos (2,54 ± 0,58) 

(Gráfico 4B), macrófagos (0,71 ± 0,12) (Gráfico 4C) e neutrófilos (0,89 ± 0,18) (Gráfico 

4D) em comparação ao grupo OVA (1,18 ± 0,15, Gráfico 4B; 0,95 ± 0,18, Gráfico 4C; 

1,06 ± 0,06, Gráfico 4D, respectivamente). No que tange a população eosinofílica, a 

Mwar (0,91 ± 0,13; p < 0,001) (Gráfico 4E) reduziu a migração dessas células para o 

BALF quando comparado ao grupo OVA (3,15 ± 0,35) (Gráfico 4E). Na população de 

eosinófilo observou-se redução semelhante entre os alcaloides War (1,29 ± 0,14; p < 

0,001), Mwar (0,91 ± 0,13; p < 0,001) e a droga padrão budesonida (0,69 ± 0,12; p < 

0,001) em relação ao grupo OVA (3,15 ± 0,35) (Gráfico 4E). 

 

Gráfico 4 - Efeito do tratamento com a warifteina ou metilwarifteina no número de células 

totais (A) linfócitos (B) macrófagos (C) neutrófilos (D) e eosinófilos (E) no Fluido do Lavado 

Broncoalveolar (BALF) de camundongos com CARAS. 

 

  

  
Basal Ova BUD War Mwar

0

2

4

6

8

10 ###

**

*

**

C
é
lu

la
s
 T

o
ta

is
 x

 1
0

5
/m

L

B
A

L
F

  

 

 

 

 

 

 

 

A 
B 

Basal Ova BUD War Mwar
0

1

2

3

4

L
in

fó
c
it

o
s
 x

 1
0

5
/m

L

B
A

L
F



Cavalcanti, R. F. P.                                                                                                                              67                  
 Resultados 

 

 

 

 

   
Basal Ova BUD War Mwar

0.0

0.5

1.0

1.5

*
*

###

M
a
c
ró

fa
g

o
s
 x

 1
0

5
/m

L

B
A

L
F

  

  

Basal Ova BUD War Mwar
0

1

2

3

4
###

***

***
***

E
o

s
in

ó
fi
lo

s
 x

 1
0

5
/m

L

 B
A

L
F

 

As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do pós-teste de Tukey (número de células totais (A) linfócitos (B) macrófagos (C) 
neutrófilos (D) eosinófilos (E) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram 
distribuídos em grupos: Basal (animais no estado fisiológico); OVA (animais doentes por 
ovalbumina); BUD (droga padrão, 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 sistêmico de camundongos com CARAS 

 

O tratamento com a Mwar (18,6 ± 0,8; p < 0,05) foi capaz de reduzir 

significantemente o número de eosinófilos na corrente sanguínea quando comparado 

ao grupo OVA (34,5 ± 4,0) (Gráfico 5D). No entanto, a Mwar não alterou o número de 

linfócitos (Gráfico 5A), monócitos (Gráfico 5B) e neutrófilos (Gráfico 5C) quantificados. 

Em relação aos animais do grupo War, não foram observadas diferenças na 
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porcentagem de linfócitos (Gráfico 5A), monócitos (Gráfico 5B), neutrófilos (Gráfico 

5C) e eosinófilos (Gráfico 5D) no sangue periférico de camundongos com CARAS. 

 

Gráfico 5 - Efeito do tratamento com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina no número de 

linfócitos (A) monócitos (B) neutrófilos (C) e eosinófilos (D) no sangue periférico de 

camundongos com CARAS. 
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do pós-teste de Tukey ((% de linfócitos (A) % de monócitos (B) % de neutrófilos (C) 
% de eosinófilos (D) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram 
distribuídos em grupos: Basal (animais no estado fisiológico); OVA (animais doentes por 
ovalbumina); BUD (droga padrão, 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 

concentração sérica de IgE-OVA específica em camundongos com CARAS 

 

O título de IgE-OVA específica foi reduzido após os tratamentos com War 

(460,8 ± 51,2; p < 0,01) ou Mwar (281,6 ± 62,7; p < 0,01) quando comparado ao título 

do grupo OVA (2970,0 ± 731,3) (Gráfico 6). 

 

Gráfico 6 - Efeito do tratamento com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina no título de 

IgE OVA específica no soro de camundongos com Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas 

Combinadas (CARAS). 
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do pós-teste de Tukey (título de IgE-OVA específica vs. grupo experimental). Os 
camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuídos 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 Análise histológica da cavidade nasal de camundongos com CARAS e 

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

 

A análise histológica do compartimento nasal de camundongos com CARAS 

pela coloração Hematoxilina Eosina (HE) permitiu avaliar aspectos morfológicos como 

estrutura dos vasos sanguíneos, migração celular e integridade do tecido. Em objetiva 

de 40x, o grupo OVA apresentou alterações histológicas como congestão por infiltrado 
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celular (F) nas regiões perivascular e subepitelial caracterizando o processo 

inflamatório 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 

(F) nas regiões perivasculares em comparação com os tecidos nasais do grupo OVA 

(3,7 ± 0,2) (Figura 9-HE e Gráfico 7). O grupo BUD mostrou diminuição (2,0 ± 0,4; p < 

0,01) do infiltrado (F) em relação ao grupo OVA (3,7 ± 0,2) (Figura 9-HE e Gráfico 7).  

A avaliação histológica do tecido nasal pelo corante Ácido Periódico de Shiff 

(PAS) possibilita a observação da presença de mucopolissacarídeos nas células do 

epitélio. O grupo OVA demonstrou hipertrofia e hiperplasia das células produtoras de 

muco pela presença de mucopolissacarídeos produzidos pelas glândulas exócrinas 

unicelulares (células caliciformes) do epitélio (C) em comparação ao grupo basal 

(Figura 9-PAS e Gráfico 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 

Gráfico 7). O tratamento via intranasal com budesonida (1,7 ± 0,2; p < 0,001) reduziu 

a quantidade de muco (C) em relação ao grupo OVA (3,7 ± 0,2) (Figura 9-PAS e 

Gráfico 7). 

A análise histológica do tecido nasal pela coloração com Azul de Toluidina (AT) 

proporciona a marcação de mastócitos por metacromasia possibilitando sua 

visualização na análise histológica. O grupo OVA apresentou aumento de mastócitos 

(M) no tecido nasal em comparação com o grupo basal (Figura 9-AT). No entanto, não 

foi observado diferença entre o número de mastócito (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 Gráfico 7). 

A análise histológica do tecido nasal pelo corante Tricromo de Gomori (TG) 

permite a avaliação estrutural dos componentes da matriz extracelular como o 

colágeno. Os tecidos oriundos dos animais do grupo OVA demonstraram aumento de 

fibras colágenas (L) na região perivascular subepitelial em comparação 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 redução da quantidade de fibras colágenas 

(L) em comparação com o grupo OVA (2,7 ± 0,4) (Figura 9-TG e Gráfico 7). O grupo 

budesonida (BUD) (1,2 ± 0,2; p < 0,05) apresentou redução na quantidade de fibras 
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colágenas (L) quando comparado ao o grupo OVA (2,7 ± 0,4) (Figura 9-TG e Gráfico 

7) como esperado. 

 

 

Figura 9 - Fotomicrografias representativas do tecido nasal dos camundongos tratados com  

warifteina ou metilwarifteina e corados com Hematoxilina Eosina (HE), Ácido Periódico de 

Shiff (PAS), Azul de Toluidina (AT) ou Tricromo de Gomori (TG). 

  

 

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 coloração utilizada: Hematoxilina Eosina (HE), Ácido Periódico de Shiff (PAS), Azul de 
Toluidina (AT) e Tricromo de Gomori (TG). Aumento total 400x (150 µm). As letras indicam o 
parâmetro avaliado: F (infiltrado celular); C (células caliciformes); M (mastócitos) e L (fibras 
colágenas).  

Fonte: Cavalcanti, 2020. 
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Gráfico 7 - Escore qualitativo das alterações morfológicas na cavidade nasal dos 

camundongos tratados warifteina ou metilwarifteina. 

Migração celular Muco Mastócitos Fibras colágenas
0

1

2

3

4

5

OVA

BUD

War

Mwar

**
** ** ***

** **

* * *

E
s
c
o

re
 h

is
to

ló
g

ic
o

 

As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do teste de de Kruskal-Wallis (Alteração morfológica vs. escore). Os camundongos 
BALB/c (n= 5) foram distribuídos 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 Análise histológica de pulmões de camundongos com CARAS e tratados 

com warifteina (War) ou metilwarifteina (Mwar) 

 

Os pulmões dos animais do grupo OVA (3,80 ± 0,20) apresentaram aumento 

na migração de células inflamatórias (F) na região perivascular e peribronquiolar em 

relação 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 diminuição da infiltração celular 

(F) nas regiões perivasculares e peribronquiolar quando comparado ao grupo OVA 

(3,7 ± 0,2) (Figura 10-HE e Gráfico 8). O grupo BUD (2,2 ± 0,2; p < 0,05) reduziu o 

infiltrado celular (F) comparando-se ao grupo OVA (3,7 ± 0,2) (Figura 10-HE e Gráfico 

8). 

Em relação à atividade das células produtoras de muco avaliadas pela 

coloração do Ácido Periódico de Shiff (PAS), nos tecidos pulmonares dos animais do 

grupo OVA observou-se hipertrofia e hiperplasia das células caliciformes no epitélio 

(C) em comparação com os animais do grupo basal (Figura 10-PAS). No entanto, os 

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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quantidade 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 

diminuição na produção de muco no epitélio pulmonar quando comparado ao grupo 

OVA (3,7 ± 0,2) (Figura 10-PAS e Gráfico 8). 

Os tecidos pulmonares dos camundongos do grupo OVA corados com Tricromo 

de Gomori (TG) apresentaram aumento na quantidade de fibras colágenas (L) na 

região perivascular quando comparado à quantidade de fibras (L) nos animais do 

grupo basal (Figura 10-TG). O tratamento com War (2,2 ± 0,2; p < 0,05) induziu 

diminiução na quantidade de fibras em relação ao grupo OVA (3,5 ± 0,2) (Figura 10-

TG e Gráfico 8). Em adição, o tratamento com a Mwar (1,7 ± 0,4; p < 0,01) reduziu a 

quantidade de fibras colágenas (L) em comparação com o grupo OVA (3,5 ± 0,2) 

(Figura 10-TG e Gráfico 8). Resultado semelhante foi observado no grupo BUD (1,7 ± 

0,4; p < 0,001) com redução de fibras colágenas (L) quando comparado ao grupo OVA 

(3,5 ± 0,2) (Figura 10-TG e Gráfico 8). 

 

Figura 10 - Fotomicrografias representativas do tecido pulmonar dos camundongos tratados 

com warifteina ou metilwarifteina nas colorações Hematoxilina Eosina (HE), Ácido Periódico 

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 coloração utilizada: Hematoxilina Eosina (HE), Ácido Periódico de Shiff (PAS) e Tricromo de 
Gomori (TG). Aumento total 100x (600 µm) ou 400x (150 µm). As letras indicam o parâmetro 
avaliado: F (infiltrado celular); C (células caliciformes) e L (fibras colágenas).  

Fonte: Cavalcanti, 2020. 

 

Gráfico 8 - Escore qualitativo das alterações morfológicas no tecido pulmonar dos 

camundongos tratados warifteina ou metilwarifteina. 

 

As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do teste de de Kruskal-Wallis (Alteração morfológica vs. escore). Os camundongos 
BALB/c (n= 5) foram distribuídos 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 

níveis das citocinas IL-4, IL-13, IL-5, IL-10, IL-17, IL-33 e IFN-γ no BALF de 

camundongos com CARAS 

 

O tratamento com War reduziu os níveis de IL-4 (16,7 ± 0,5; p < 0,001 - Gráfico 

9A), IL-13 (25,9 ± 4,1; p < 0,001 - Gráfico 9B), IL-5 (19,9 ± 1,5; p < 0,05 - Gráfico 9C) 

e IL-17 (62,6 ± 19,5; p < 0,01 - Gráfico 9E) quando comparado ao grupo OVA (61,4 ± 

9,2 - Gráfico 9A; 64,2 ± 7,4 -Gráfico 9B; 34,0 ± 5,1 - Gráfico 9C; 153,1 ± 5,3 - Gráfico 
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9E, respectivamente). Os níveis de IFN-γ aumentaram nos animais do grupo War 

(175,8 ± 18,5; p < 0,05) em comparação ao grupo OVA (102,6 ± 15,4) (Gráfico 9F). O 

tratamento com a War não interferiu nos níveis de IL-33 (Gráfico 9D) e de IL-10 

(Gráfico 9G). 

Quanto ao tratamento com Mwar, os animais apresentaram redução nos níveis 

de IL-4 (16,0 ± 0,7; p < 0,001 - Gráfico 9A), IL-13 (24,8 ± 1,0; p < 0,001 - Gráfico 9B), 

IL-5 (17,2 ± 0,4; p < 0,01 - Gráfico 9C), IL-17 (46,8 ± 20,2; p < 0,001  - Gráfico 9E) e 

aumento nos níveis de IFN- γ (174,8 ± 12,6; p < 0,05 - Gráfico 9F) quando comparados 

ao grupo OVA (61,4 ± 9,2 - Gráfico 9A; 64,2 ± 7,4 - Gráfico 9B; 34,0 ± 5,1  - Gráfico 

9C; 153,1 ± 5,3 - Gráfico 9E;  102,6 ± 15,4 - Gráfico 9F, respectivamente).  A Mwar 

não interferiu nos níveis das citocinas IL-33 e IL-10 dos camundongos com CARAS. 

 

Gráfico 9 - Efeito do tratamento com warifteina ou metilwarifteina nos níveis das citocinas IL-

4 (A) IL-13 (B) IL-5 (C) IL-33 (D) IL-17 (E) IFN-γ (F) IL-10 (G) no BALF de camundongos com 

Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS). 
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As colunas e barras verticais representam a média e o erro padrão da méda (e.p.m.) 
respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizada pelo ANOVA one-way 
seguido do pós-teste de Tukey (IL-4 (A) IL-13 (B) IL-5 (C) IL-33 (D) IL-17 (E) IFN- γ (F) IL-10 
(G) vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuídos em grupos: 
Basal (animais no estado fisiológico); 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 

expressão do fator de transcrição NF-кB (p65) nas células do BALF de 

camundongos com CARAS 

As células do BALF foram analisadas quanto à expressão intracelular do fator 

de transcrição NF-кB (p65). Os resultados foram separados conforme a população 

celular: granulócitos (Gráfico 10 e 11) e linfócitos (Gráfico 12 e 13).   
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O grupo OVA (70,31 ± 12,28; p < 0,01) apresentou aumento da frequência 

relativa de expressão do NF-кB (p65) em cerca de 99,27% em granulócitos quando 

comparado ao grupo basal (0,51 ± 0,51). O tratamento com a warifteina (21,03 ± 2,84; 

p < 0,05) reduziu a frequência relativa de expressão do NF-кB (p65) em granulócitos 

em cerca de 70,08%. Já o tratamento com a metilwarifteina (27,24 ± 4,97; p < 0,05) 

reduziu a frequência de relativa do fator em cerca de 61,25% quando comparado ao 

grupo OVA (70,31 ± 12,28) (Gráfico 11).  

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

frequência de expressão do fator de transcrição NF-кB (p65) em granulócitos do BALF de 

camundongos com Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O eixo vertical representa o tamanho (FSC-H) das células e o eixo horizontal a intensidade de 
fluorescência. 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 população de 
granulócitos dessa população foi analisado a porcentagem de células NF-κBhigh As médias 
das porcentagens de expressão de NF-кB (p65) em cada grupo estão inseridas nos dotplot: 
Basal (0,39%); OVA (38%); War (9,36%) e Mwar (13%).  

Fonte: Cavalcanti, 2020. 
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Gráfico 11 - Efeito dos tratamentos com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina sobre a 

frequência de expressão relativa do fator de transcrição NF-кBhigh (p65) em granulócitos do 

BALF de camundongos com Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS). 
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As colunas e barras verticais representam a média das porcentagens e o erro padrão da méda 
(e.p.m.), respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizdo pelo ANOVA 
one-way seguido do pós-teste de Tukey. Frequência relativa de expressão do NF-кB (p65) em 
granulócitos vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram distribuídos em 
grupos: Basal (animais no estado fisiológico); 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 relação à população de linfócitos, o tratamento com a warifteina (18,83 ± 

6,47; p < 0,05) reduziu a frequência relativa de expressão do fator de transcrição NF-

кB (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 frequência relativa 

de expressão 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) (Gráfico 13). 
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Gráfico 12 - Efeito dos tratamentos com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina sobre a 

frequência de expressão do fator de transcrição NF-кBhigh (p65) em linfócitos do BALF de 

camundongos com Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O eixo vertical representa o tamanho das células e o eixo horizontal a intensidade de 
fluorescência. 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 população de 
linfócitos dessa população foi analisado a porcentagem de células NF-κBhigh As médias das 
porcentagens de expressão de NF-кB (p65) em cada grupo estão inseridas nos dotplot: Basal 
(4%); OVA (19%); War (3,77%) e Mwar (4,59%).  

Fonte: Cavalcanti, 2020. 
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Gráfico 13 - Efeito dos tratamentos com os alcaloides warifteina ou metilwarifteina sobre a 

frequência relativa de expressão do fator de transcrição NF-кBhigh (p65) em linfócitos do BALF 

de camundongos com Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS). 
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As colunas e barras verticais representam a média do percentual de expressão e o erro padrão 
da méda (e.p.m.), respectivamente. A análise estatística dos dados obtidos foi realizdo pelo 
ANOVA one-way seguido do pós-teste de Tukey. Frequência relativa de expressão do NF-
кBhigh (p65) em linfócitos vs. grupo experimental). Os camundongos BALB/c (n= 5) foram 
distribuídos em grupos: Basal (animais no estado fisiológico); 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. DISCUSSÃO 

 

No presente estudo os alcaloides da planta Cissampelos sympodialis Eichl., 

warifteina e metilwarifteina, demonstraram efeito imunomodulador no processo 

inflamatório no modelo experimental da CARAS. No processo inflamatório 

desencadeado nas vias aéreas superiores, semelhante a rinite descrita em humanos, 

os alcaloides reduziram os sinais clínicos tais como espirros e fricção nasal além da 

hiper-reatividade nasal desencadeada com histamina. Em adição, os alcaloides 

inibiram a migração de eosinófilos tanto para o tecido nasal como para o tecido 

pulmonar. Ainda, em relação a análise tecidual, as quantidades de muco e fibras 

colágenas foram reduzidas após os tratamentos com os alcaloides. A concentração 

sérica de IgE-Ovalbumina específica nos animais com CARAS e tratados com os 

alcaloides foi reduzida. Os tratamentos com os alcaloides apresentraram 

imunomodulação negativa para as respostas imunes TH2 e TH17 com diminuição na 

produção das citocinas IL-4, IL-13, IL5 e IL17, em contrapartida, houve uma 

modulaçao positiva para a resposta imune TH1 com aumento nos níveis de IFN-γ. Tais 

efeitos imunomoduladores podem estão relacionados com a inibição do fator de 

transcrição NF-кB. 

As doenças alérgicas respiratórias são consideradas como problema de saúde 

mundial resultante de uma interação complexa entre fatores genéticos e ambientais. 

Doenças alérgicas respiratórias são desordens inflamatórias crônicas caracterizadas 

por alterações das vias aéreas, tais como produção de muco, inflamação eosinofílica, 

hiper-responsividade brônquica, fibrose e remodelamento de tecidos (LEE et al., 2017; 

TRONDE et al., 2007). Pesquisadores alergologistas ressaltam a inter-relação entre 

doenças alérgicas como a asma, rinite, eczema e urticária e o potencial risco de 

cronicidade em casos de tratamentos inadequados. A Sociedade Portuguesa de 

Alergologia estima que em 2025, a asma será a doença crônica mais prevalente na 

infância e uma das maiores causas de gastos em saúde (SPAIC, 2017). 

A inflamação nas vias aéreas superiores caracteriza a rinite e das inferiores, a 

asma alérgica. Ambas as doenças têm mostrado uma correlação na sua gênese e no 

seu desenvolvimento, apresentam o mesmo perfil celular inflamatório e compartilham 

das mesmas opções terapêuticas. Apoiado nessa ideia, a Síndrome da Asma e Rinite 

Alérgica Combinada (CARAS), surge como um conceito de uma “doença unificada 
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das vias aéreas”, trazendo uma proposta inovadora tanto do ponto de vista clínico-

diagnóstico quanto terapêutico (FERREIRA et al., 2019). 

Atualmente, não há uma terapia única disponível para minimizar os sintomas 

da CARAS entretanto, os corticoides é a principal escolha terapêutica para os 

pacientes que apresentam a síndrome. Embora os corticosteroides demonstrem 

eficácia farmacológica, os efeitos colaterais, se usados em altas doses ou por longos 

períodos de tempo, limita seu uso. Além disso, alguns pacientes têm resistência aos 

efeitos terapêuticos e em altas doses resultam em um aumento do risco de efeitos 

colaterais sistêmicos (WILLIAMS, 2018). Para pacientes com esses problemas, há 

uma necessidade urgente de desenvolver novas terapias anti-inflamatórias com 

atividade imunomoduladora para fornecer tratamentos alternativos e adequados da 

CARAS. 

Há relatos na medicina popular da utilização de infusão das folhas e decocto 

das raízes da planta Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae), 

popularmente conhecida por milona ou orelha de onça, para o tratamento de 

desordens inflamatórias como a asma, bronquite e reumatismo. Nesse contexto, a 

espécie vem sendo objeto de estudos farmacológicos não clínicos e clínicos no 

Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, UFPB, 

João Pessoa, PB, Brasil, há mais de 20 anos. Tanto o extrato das raízes como o 

extrato hidroalcoolico das folhas (AFL) apresentaram ação espasmolítica, pelo 

aumento de AMPc em cultura de células musculares lisas de traqueia, além de inibir 

a síntese das enzimas fosfodiesterases (PDE) IV e V em pulmão de cobaias 

(THOMAS et al., 1997). O AFL inibiu tanto o broncoespasmo induzido por histamina 

em cobaias normais como a resposta anafilática em cobaias sensibilizadas com 

ovalbumina (THOMAS et al., 1997).  

Além disso, estudos imunofarmacológicos com o AFL demonstraram seu efeito 

antialérgico por diminuir os níveis de IgE e aumentar a resposta Treg (IL-10), além de 

modular positivamente a resposta TH1 pelo aumento da citocina IFN- γ (BEZERRA-

SANTOS et al., 2004). Outros estudos corroboram a elucidação do efeito antiasmático 

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 crônica, tornando-se dessa forma, alvo de vários estudos e revelando ser uma 

espécie promissora para o desenvolvimento de um fitoterápico 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 Síndrome 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 cenário favorável para 

entender a fisiopatologia dessa síndrome, além de servir como estímulo para ensaios 

farmacológicos de novas drogas para o tratamento da síndrome. Somado a isso, no 

Brasil, o laboratório de Imunofarmacologia (LIMFA) da UFPB/João Pessoa/PB é 

pioneiro na implantação do modelo experimental para o estudo dessa síndrome 

(FERREIRA et al., 2019).  

Estudos revelaram que 70-90% dos pacientes asmáticos sofrem de rinite alérgica 

e, quase 40% dos pacientes com rinite alérgica apresentam sintomas asmáticos, 

sugerindo uma estreita relação 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 clínicos e não clínicos, o tratamento dessa síndrome 

ainda não recebeu atenção considerável (WANG et al., 2016). 

Na fisiopatologia da CARAS os sinais clínicos característicos durante a resposta 

da fase inicial como espirros, prurido, secreção e obstrução nasal são mediados por 

histamina, liberada pricipalmente por mastócitos ou outras células inflamatórias após 

a ligação da IgE, ligada ao receptor FcεRI da célula, ao alérgeno (DJUKANOVIC et 

al., 2016.). Para averiguar a hipótese de que a warifteina e ou a metilwarifteina 

poderiam estar atuando na fase inicial da CARAS, os sinais clínicos, espirros e 

fricções nasais, foram quantificados após desafio alergênico (OVA). O tratamento com 

a warifteina ou metilwarifteina reduziu o número de espirros e fricções nasais, 

comprovando assim, a atuação de ambos os alcaloides na fase inicial da síndrome. 

Outro estudo utilizando protocolo semelhante de CARAS demonstrou redução dos 

sinais clínicos da rinite após tratamento com oligonucleotídeos (LI et al., 2016). A 

substância sintética, o antagonista do receptor do Fator Indutor de Hipóxia-α (HIF), o 
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YC-1, também diminuiu os sinais clínicos da rinite de camundongos com CARAS 

(WANG et al., 2016). 

Uma vez que a histamina está envolvida no processo da fase inicial da rinite, 

verificamos a hiper-reatividade nasal dos camundongos com CARAS após a 

administração de doses crescente da histamina para então avaliar o efeito dos 

alcaloides nesse parâmetro. Ambos os alcaloides foram capazes de diminuirem a 

hiper-reatividade nasal à 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 liberação de histamina em mastócitos ativados (ALVES et al., 2017).  

A manutenção do processo inflamatório observado na resposta imune tipo 2 (TH2) 

da CARAS é oriunda da intensa ação de células inflamatórias que migram para as 

vias aéreas e uma vez ativadas, liberam mediadores responsáveis em configurar o 

ambiente alérgico. Neste trabalho, a análise do BALF (Fluido do Lavado 

Broncoalveolar) e do NALF (Fluido do Lavado Nasal) dos animais com CARAS 

demonstrou aumento na migração celular, mais especificamente eosinófilos para os 

tecidos nasal e pulmonar. Esse recrutamento celular pode ser explicado pela indução 

da resposta imune TH2 e ativação de células inflamatórias teciduais com produção 

aumentada das IL-4, IL-13 e IL-5 e consequentemente eosinopoiese, eosinofilia e 

migração dessa para os tecidos das vias aéreas (BISSET; SCHMID, 2005).  

Em relação aos linfócitos, esses compreendem de 70 a 80% da contagem 

diferencial de leucócitos 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 

é responsável por mediar a imunidade adaptativa (linfócitos 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 respiratórias pela redução de linfócitos pulmonares T CD3+ (VIEIRA 

et al., 2013). 

Uma outra população celular de leucócitos, os neutrófilos são encontrados em 

menor percentual do que os linfócitos nos camundongos e representam a primeira 

linha de defesa contra a invasão de micro-organismos, trauma nos tecidos ou algum 

sinal inflamatório. Os neutrófilos apresentam como mecanismo de ação a fagocitose 
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e lise celular via mecanismos enzimáticos ou dependentes de oxigênio (SOUZA et al., 

2006). Além disso, quando estimulados pela IL-8 podem induzir a migração de 

eosinófilos através da membrana basal mesmo na ausência de agentes quimiotáticos 

para eosinófilos, podendo levar ao acúmulo de eosinófilos nas vias aéreas de 

pacientes alérgicos (KIKUCHI et al., 2006). A metilwarifteina reduziu a migração de 

neutrófilos para o NALF. Esse efeito tem relação direta com a redução da migração 

de eosinófilos. Esse resultado também foi observado com o extrato hidroalcoolico das 

folhas (AFL) da Cissampelos sympodialis, o qual, ao ser inalado reduziu o número de 

neutrófilos recrutados para a cavidade pleural de camundongos asmáticos (VIEIRA et 

al., 2013). 

A inflamação alérgica nas vias aéreas induz a degranulação dos eosinófilos e a 

liberação de proteases e agentes quimiotáticos mediada pelo receptor CD52 via 

sistema complemento (ZHANG et al., 2007). A warifteina e a metilwarifteina foram 

capazes de reduzir a migração de células inflamatórias no NALF e no BALF 

dependente do número de eosinófilos. Outros alcalóides que apresentam o núcleo 

isoquinolínico, como a curina e R8 (análogo da vasicina), demonstraram que a após 

serem administrados via oral também são eficazes na redução da migração de 

eosinófilos para o BALF (RIBEIRO-FILHO et al., 2013; RAYEES et al., 2015). 

Em continuidade ao estudo postulou-se a hipótese de que os alcaloides 

atuariam modulando a resposta celular alérgica de forma sistêmica. A partir da 

redução do percentual de eosinófilos no sangue periférico pela metilwarifteina se 

comprovou a veracidade da hipótese para esse alcaloide. Estudo realizado 

anteriormente relatou que a eosinofilia é um sinal marcante de desordens alérgicas, 

correlacionando as proteínas dos grânulos de eosinófilos e mediadores de derivados 

lipídicos com a hiperresponsividade e danos ao tecido. Outro alcaloide isoquinolínico, 

a quelidonina, administrado via oral, apresentou efeito redutor no número de 

eosinófilos quantificados no sangue de camundongos com inflamação pulmonar 

alérgica (KIM et al., 2015). O efeito redutor da eosinofilia observado neste trabalho 

pode ser proveniente da metilação do alcaloide, uma vez que o outro alcaloide não 

metilado, a warifteina, nesse e nos demais estudos demonstrou efeitos redutores 

apenas na própria cavidade pulmonar, sugerindo um efeito local. O resultado 

encontrado soma-se ao estudo realizado com a fração aquosa das folhas da C. 

Sympodialis em modelo de inflamação alérgica, o qual demonstrou a relação na 
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diminuição dos sintomas alérgicos à redução da eosinofilia após tratamento via oral 

(BEZERRA-SANTOS et al., 2006).  

Na CARAS é possível observar o aumento no número de células inflamatórias 

no tecido nasal e pulmonar entre elas os eosinófilos, linfócitos, macrófagos e 

mastócitos. A análise histológica dos tecidos das vias aéreas superior e inferior 

demonstrou a instalação da inflamação pela migração de células inflamatórias nas 

regiões perivascular subpetielial na cavidade nasal e perivascular e peribronquiloar no 

pulmão nos animais doentes (grupo OVA). O efeito inibitório na migração celular para 

cavidade nasal e pulmonar foi observado após 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 número de células inflamatórias 

na cavidade pulmonar de camundongos com asma alérgica. Outros alcaloides da 

Alstonia scholaris, escolaricina e 19-epi-escolaricina, apresentaram redução do 

recrutamento de células inflamatórias em modelo de inflamação alérgica das vias 

aéreas (ZHAO et al., 2017). 

No epitélio das vias aéreas, o papel das células caliciformes em doenças 

alérgicas vem sendo cada vez mais estudado devido à produção exacerbada de muco 

que promove a obstrução das vias aéreas de pacientes alérgicos. O epitélio das vias 

aéreas desses pacientes se apresenta com um número aumentado de células da 

mucosa (hiperplasia), com depósito excessivo de muco nas vias aéreas 

caracterizando hipertrofia em decorrência da metaplasia epitelial. Ainda no epitélio 

desses pacientes, está presente uma membrana basal mais espessa que contém 

vários fatores de matriz extracelular como o nidogênio, condronectina, osteonectina e 

a tenascina, em comparação com epitélios de indivíduos normais (WADSWORTH et 

al., 2011). 

O aumento do número 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 

índice de muco no epitélio da cavidade nasal e pulmonar. Outra pesquisa demonstrou, 

pela análise histológica pulmonar de camundongos asmáticos, redução na produção 

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 hipersecreção de muco no contexto das síndromes alérgicas é um processo 

complexo não totalmente esclarecido. A metaplasia das células produtoras de muco, 

envolve a indução de genes de mucina como o MUC5AC, armazenamento de mucina 

nos grânulos pré-formados, liberação de mucina dos grânulos para o interior do lúmen 

das vias aéreas e, alterações na viscosidade do muco. Em adição, a produção da IL-

13 por células do epitélio das vias aéreas bem como por células TH2 exerce 

importância fundamental na hiper-responsividade (GOUR et al., 2015). Portanto, 

dessa forma, as células de clara sofrem uma transição fenotípica para células 

caliciformes por ação de vários fatores de transcrição incluindo Spdef (ETS) e Foxa2. 

A IL-13 induz a expressão do Spdef (ETS), mediado por STAT6 (PARK et al., 2007). 

O fator Spdef, por sua vez, inibe a transcrição de Foxa2, que é necessário para a 

manutenção da diferenciação do epitélio das vias aéreas (CHEN et al., 2009). A 

inibição de Foxa2 acarreta a metaplasia de células caliciformes e a produção de 

mucinas e outros fatores necessários para função (ALEVY et al., 2012). 

 Os resultados do presente estudo demonstram que os alcaloides reduziram os 

níveis da IL-13 no BALF dos animas com CARAS sugerindo que esteja ocorrendo 

diminuição do muco em consequencia da diminuição dos efeitos da IL-13. Somado a 

dimunuição da produção de IL-13, também houve diminuição na produção de IL-4 e 

redução do nível sérico específico de IgE ovalbumina específica, indicando 

claramente a modulação negativa da resposta imune do tipo 2 (TH2) pelos alcaloides 

warifteina e metilwarifteina. Em outro estudo que analisou o alcaloide MHTP em 

modelo de asma alérgica também foi observado diminuição da produção de muco 

pelas células caliciformes, em virtude da diminuição da IL-13, uma citocina que 

promove a hiperprodução de muco, hiperplasia, hipertrofia e metaplasia dessas 

células (FERREIRA et al., 2018).  

Outra célula efetora na resposta alérgica são os mastócitos. A resposta imune 

em doenças alérgicas é caracterizada pelo perfil TH2 mediado pela IgE alérgeno 

especifica que se liga, via os receptores FcεRI, nos mastócitos teciduais ou aos 

basófilos circulantes. A ligação cruzada entre no mínimo duas IgE ligadas na 

membrana do mastócitos e o alergrno induz a ativação da célula levando a 

movimentação dos grânulos intracelulares para membrana celular e 

consequentemente a liberação dos mediadores inflamatórios como histamina e 

produção de leucotrienos, característicos das doenças alérgicas como asma, rinite, 
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urticária e dermatite de contato (BROIDE et al., 2011). A histamina é responsável por 

inúmeras respostas celulares, incluindo neurotransmissão, vasodilatação e aumento 

da permeabilidade vascular além de estar envolvida no início das reações alérgicas e 

inflamatórias. Os efeitos da histamina são mediados por receptores do tipo H1, H2, 

H3 e H4 que são acoplados à proteína G. Os receptores H1 e H2 são responsáveis 

pela maioria das ações inflamatórias induzidas pela histamina (JONES; KEARNS, 

2011).  

A análise histológica dos tecidos das vias aéreas pelo corente Azul de Toluidina 

(AT) possibilitou a observação de mastócitos ativados nos tecidos dos animais do 

grupo OVA, entretanto, não houve alteração do número 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 crônica.  

O aumento nas concentrações de mediadores inflamatórios como 

consequência do quadro persistente está associado às alterações 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 deposição de colágeno, 

hiperplasia e hipertrofia das células musculares lisas, aumento da produção de muco 

e glândulas submucosas e espessamento da parede das vias aéreas (LEE et al., 

2017). 

Com a coloração Tricrômica de Gomori (TG), foi possível evidenciar as fibras 

colágenas nos tecidos das vias aéreas de camundongos do grupo OVA (animais 

doentes). Os alcaloides reduziram a quantidade de fibras colágenas na cavidade nasal 

e pulmonar dos camundongos com CARAS. Vieira e col. (2013) demonstram que, em 

modelo de asma, o AFL (extrato hidroalcoólico de C. sympodialis), reduziu a 

quantidade de fibras colágenas na cavidade pulmonar. Em outro estudo, utilizando a 

mesma coloração, tanto o extrato da C. sympodialis quanto o alcaloide warifteina 

foram capazes de reduzir a deposição de colágeno no tecido de camundongos 

asmáticos, sugerindo ainda, uma relação proporcional entre infiltração eosinofílica e 

deposição de colágeno (BEZERRA-SANTOS et al., 2012). O TGF-β liberado por 

células incluindo os eosinófilos ativa fibroblastos que liberam proteínas da matriz, 

causando espessamento da membrana basal reticular, associada à inflamação 

eosinofílica na asma (GEORGE; BRIGHTLING, 2016). Portanto, a diminuição de 
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eosinófilos no tecido pulmonar inflamado melhora a complacência das vias aéreas. 

No presente estudo os alcaloides, warifteina e metilwarifteina, podem atenuar o 

remodelamento das vias aéreas em virtude da diminuição no número de eosinófilos e 

seus mediadores. 

 O mecanismo do remodelamento das vias aéreas envolve interações entre 

várias células, como eosinófilos, linfócitos T, mastócitos, células musculares lisas, 

células epiteliais e fibroblastos (GIRODET et al., 2011).  As fibras colágenas, 

ressaltadas pela coloração TG, estão envolvidas em situações de remodelamento 

tecidual em modelos de desordens respiratórias (PONIKAU et al., 2003). Neste caso, 

quantidades elevadas de colágeno, fibronectina e tenascina-C são depositados na 

lâmina reticular sob o epitélio das vias aéreas (TAKAYAMA et al., 2006). Mudança nos 

parâmetros fibrosos via IL-13 e estimulação epitelial são importantes em situações 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 ação dos 

alcaloides em questão no modelo de CARAS foi analisado quatro diferentes perfis das 

respostas imunes entre eles TH2, TH1, TH17 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 síndrome há o aumento da resposta 

TH2 e um desequilíbro da reposta imune regulatória Treg com diminuição da citocina 

IL-10 bem como a TH17, caracterizada por altos níveis de IL-17. O desequilíbrio da 

resposta TH1/TH2 e TH17/Treg foi caracterizado em pacientes com asma alérgica. Além 

disso, um tratamento efetivo para respostas alérgicas pode ser baseado em aumentar 

a resposta imune TH1 e simultaneamente inibir a resposta TH2/TH17 para 

reestabelecer o balanço TH1/TH2 (ANATRIELLO et al., 2019). Nosso estudo 

demonstrou que os alcaloides warifteina e metilwarifteina diminuíram a resposta TH2 

(IL-4, IL-5, IL-13) e TH17 (IL-17) e aumentou a resposta TH1 (INF-γ) no BALF. Sem 

interferir nos níveis da citocina do perfil Treg (IL-10).  

O processo imunoregulatório na asma e/ou rinite ocorre com a produção de 

citocinas, como IFN-γ e / ou IL-10, provenientes majoritariamente de células TH1 e 

células Treg, respectivamente. Estudo anterior demonstrou eficácia do extrato da C. 

sympodialis administrado via oral em modelo de asma com aumento nos níveis das 

citocinas TH1 e Treg (BEZERRA-SANTOS et al., 2004). Outra pesquisa corrobora aos 
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resultados encontrados nesse trabalho que demonstraram o efeito imunomodulador 

do alcaloide sintético MHTP via aumento da citocina IFN-γ (FERREIRA et al., 2018). 

A IL-4 e IL-13 compartilham o mesmo receptor celular e atuam na amplificação 

da resposta inflamatória na CARAS. Ambas ativam macrófagos do tipo 2 (M2) que 

passam a produzir TGF-β, ativando fibroblastos e aumentando a quantidade de fibras 

colágenas, cujo depósito nas vias aéreas configura o remodelamento (VARRICHI et 

al., 2016). A inibição dos níveis de IL-4 e IL-13 pelos alcaloides warifteina e 

metilwarifteina age sinergicamente para reduzir a quantidade de fibras colágenas 

devido provavelmente à diminuição na ativação de macrófogas do tipo M2. Outro 

estudo corrobora aos resultados encontrados nesse estudo onde foi avaliado o efeito 

do alcaloide quelidonina em modelo de inflamação alérgica pulmonar. A quelidonina 

reduz a inflamação pulmonar em virtude da diminuição da expressão de IL-4 (KIM et 

al., 2015). 

A IL-5 produzida pelos linfócitos é uma importante citocina envolvida no 

desenvolvimento da eosinofilia in vivo (WILSON et al., 2011). Eosinófilos ativos 

sintetizam quimiocinas pró-inflamatórias e enzimas catalíticas como a Proteína 

Catiônica Eosinofílica (PCE) e Proteína Básica 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 Colônias de Granulócitos e Macrófagos (GM-CSF), diminuindo a meia-vida dessas 

células. Assim, a administração de glicocorticóides reduz a eosinofilia observada nos 

fluidos nasais de animais doentes e em humanos com rinite alérgica. A redução da IL-

5 foi observada após o tratamento dos animais doentes com a warifteina e 

metilwarifteina corroborando com a diminuição do número de eosinófilos observado 

nos fluidos nasal e pulmonar, sangue periférico e tecidos. Em outro estudo, cujo 

modelo de CARAS é semelhante ao apresentado, os níveis de IL-5 reduziram após 

administração intranasal de oligonucleotídeos (LI et al., 2015). 

Estudos recentes demostraram que a IL-17, o principal produto das células 

TH17, desempenha um papel importante na regulação da expressão de mediadores 

inflamatórios, bem como no recrutamento de células. O aumento na expressão de IL-

17A observada na asma, comprova o envolvimento desta interleucina na fisiopatologia 

da doença (MANISE et al., 2013). A citocina IL-17 promove a eosinofilia e neutrofilia 

das vias aéreas pela indução 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 não a IL-17F ou a IL-22, pode contribuir para 

a asma aumentando diretamente as respostas contráteis das células musculares lisas 

das vias aéreas por meio de uma via que envolve o fator de transcrição NF-kB, 

ativação e indução da expressão de RhoA e ROCK2 (MIYAKE et al., 2016). A redução 

nos níveis de IL-17 após o tratamento com a warifteina ou metilwarifteina colabora 

com os resultados apresentados anteriormente com inibição da migração de 

eosinófilos bem como diminuição no remodelamento das vias aéreas e ainda 

corrobora aos estudos de Kim e col. (2015) que demonstraram o efeito do alcaloide 

isoquinolínico, a quelidonina, em moduladar negativamente o perfil TH17. 

A IL-33 é uma citocina pró-inflamatória produzida pelas células endoteliais e 

epiteliais ativadas após a exposição e penetração do alérgeno no epitélio respiratório. 

Esse contato resulta na ativação de células epiteliais que secretam citocinas, 

alarminas, Linfopoetina do Estroma Tímico (TSLP), IL-33 e IL-25. Esses mediadores 

são respostáveis por diferenciar células linfoides inatas no tipo 2. A warifteina e a 

metilwarifteina não alteraram os níveis dessa citocina, sugerindo não atuar nas etapas 

iniciais que envolvem as células epiteliais (LIEW et al., 2010) mas sim modular a 

resposta alérgica em virtude da ativação e diferenciação de perfis celulares mediados 

por linfócitos. 

A polarização para diferentes perfis de resposta imune é caracterizado por 

diferentes fatores de transcrição. A expressão T-bet está associada à diferenciação 

em células TH1 produtoras das citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF; O GATA-3 e o STAT-6 

estão associados à diferenciação em células TH2 produtoras das citocinas IL-5, IL13; 

O RORγt está associado à diferenciação em células TH17 produtoras das citocinas IL-

17A, IL-22; e foxp3 está associado à diferenciação em células Treg produtoras das 

citocinas IL-10 e TGF-β (ROBINSON et al., 2010). Os linfócitos produzem citocinas a 

partir das vias de ativação envolvendo principalmente os fatores transcricionais, Fator 

Nuclear kappa B (NF-kB) e Apoproteína-1 (AP-1). 

O Fator Nuclear-kappaB (NF-κB) está envolvido em um amplo espectro de 

redes inflamatórias que regulam a produção de citocinas. A sinalização intracelular via 

NF-κB na CARAS é evidenciada pela via canônica desse fator de transcrição, 

principalmente pela associação heterodimérica da subunidade p50 com a subunidade 
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p65 (RelA). Há o aumento da expressão de NF-κB (p50/p65), fosforilação ou 

degradação de IkB e expressão de IKK-β nas células presentes nas vias aéreas de 

asmáticos. O aumento da expressão nuclear do NF-κB também é detectado nas 

células inflamatórias do escarro induzido de asmáticos (MIYAKE et al., 2016). Em 

camundongos recombinantes deficientes em intermediários da sinalização de NF-κB, 

incluindo NF-κB e IκBα, a inflamação das vias aéreas induzida por alérgenos é 

atenuada. Além disso, a ativação do NF-κB nas vias aéreas de camundongos 

desafiados por alérgenos é atenuada pela deleção dos genes que codificam os 

receptores do tipo toll - TLR2 ou TLR4 presentes nas células da imunidade inata 

envolvidas na perpetuação do processo inflamatório das vias aéreas, demonstrando 

a participação desses receptores na sinalização via NF-κB na asma (LI et al., 2014). 

Li e col. (2016) demonstraram que o NF-κB também está envolvido na indução de 

GATA3, além de ser capaz de se ligar em dois principais sítios no locus de transcrição 

da IL-4, participando assim, na indução da produção de dessa citocina. 

A expressão de NF-κB também pode ser observada em células como linfócitos 

e granulócitos. Os linfócitos têm um importante papel imunorregulador na CARAS. As 

células T virgens se diferenciam em células TH2 que produzem IL-4, IL-5 e IL-13, de 

maneira dependente do NF-κB, que estimulam a produção de IgE nos linfócitos B 

alérgeno específico (SCHULIGA, 2015). Em adição as células TH17 produtoras de IL-

17 e IL-22 tambem envolvem a sinalização via NF-kB (DRAGON et al., 2014) e, esse 

perfil de resposta imune, está claramente aumentada nas vias aéreas de indivíduos 

que desenvovem a asma grave refratária a esteroides. (PELAIA et al., 2015).  

Quanto aos granulócitos, o contato de eosinófilos com as células epiteliais das 

vias aéreas estimula a produção de moléculas de adesão celular dependente de NF-

κB (NAKAYAMA et al., 2017) que consequentemente facilita a entrada e permanência 

do eosinófilo nas vias aéreas. Em adição, a sinalização via de NF-κB nos eosinófilos 

mantem a sobrevida dessas células no tecido mediada pelo efeito antiapoptótico do 

TNF-α autócrino (SCHULIGA, 2015). 

A warifteina e a metilwarifteina reduziram a expressão de NF-kB (p65) nas 

células do BALF especificamente em granulócitos e linfócitos. Esses resultados 

claramente demonstram o efeito modulador negativo de ambos os alcaloides em 

células mediadoras do processo alérgico como os eosinófilos e linfócitos. Além disso, 

a redução da expressão de NF-кB nas populações celulares estudadas corrobora aos 
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resultados moleculares de diminuição dos níveis das citocinas do perfil TH2, uma vez 

que o NF-кB é responsável pela ativação e transcrição de diversas citocinas e, 

consequentemente, modulará negativamente o perfil TH2 via diminuição dos níveis de 

IL-4 e IL-13, efeito também observado no presente estudo. Outros alcaloides, como a 

beberina (Coptis chinensis) e a aloperina, demonstraram atividade inibitória na via de 

sinalização de NF-κB em um modelo de inflamação alérgica das vias aéreas induzido 

por ovalbumina em ratos (LI et al., 2016; WANG et al., 2018). 

O respaldo científico de componentes de uma planta que é utilizada na 

medicina popular para o tratamento das afecções do trato respiratório, apresentado 

nesse trabalho, tem grande importância para sociedade e é um retorno do 

investimento dado a ele, pois as desordens respiratórias estão ressaltadas no ranking 

das principais causas da procura pela atenção primária e, principalmente, o 

acometimento diário da qualidade de vida de quem as possui, além de episódios 

refratários 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 Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) e os 

resultados obtidos fornecem subsídios comprobatórios do efeito antialérgico e 

imunomodulador de ambos os alcaloides, via modulação negativa dos sinais clínicos, 

da migração celular nos fluidos e tecidos, das citocinas do perfil TH2, TH17, da IgE-

alérgeno específica e do fator de transcrição NF-κB, além da modulação positiva do 

perfil TH1. Esses dados incentivam a continuidade do estudo com essas moléculas na 

perspectiva de ser um protótipo farmacológico ou um fitofármaco para o controle do 

processo inflamatório das vias aéreas em doenças como asma e rinite alérgicas. 
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7. CONCLUSÕES  
 

Os alcaloides warifteina e metilwarifteina da Cissampelos sympodialis Eichl. em 

modelo experimental da Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS) 

apresentaram efeito inibitório:  

 

 Nos sinais clínicos da rinite; 

 Na hiper-reatividade nasal induzida por histamina; 

 Na migração de células inflamatórias para as cavidades nasal e pulmonar 

reduzindo a eosionofilia tecidual; 

 Na eosinofilia sistêmica;  

 Na produção de IgE OVA-específica; 

 No perfil histológico nasal e pulmonar tais como: 

o Reduziu os parâmetros inflamatórios; 

o Reduziu produção de muco; 

o Reduziu a produção de fibras colágenas, 

o Entretanto, não alterou o número de mastócitos; 

 Nos níveis de citocinas os alcaloides apresentaram efeitos inibitórios:  

o Nas citocinas do perfil TH2 (IL-4; IL-13; IL-5); 

o Nas citocinas do perfil TH17 (IL-17); 

o Entretanto, não alteraram os níveis da citocina IL-33 e da citocina do 

perfil Treg (IL-10);  

o Nos níveis da citocina do perfil TH1 os alcaloides apresentaram efeito 

modulador positivo com aumento de IFN-γ  

 Os alcaloides reduziram a expressão do NF-кB (p65) em granulócitos e 

linfócitos. 
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Figura 13 - Mapa conceitual do mecanismo de ação imunomoduladora da warifteina e 

metilwarifteina em modelo de Síndrome da Asma e Rinite Alérgicas Combinadas (CARAS). 

 

 

O tratamento com os alcaloides warifteina e metilwarifteina diminuiu a expressão do fator de 

transcrição NF-κB e consequentemente a transcrição de citocinas do perfil TH2 (IL-4, IL-13 e 

IL-5), contribuindo, assim, para diminuição dos níveis de IgE. Em contraste, aumentou a 

secreção da citocina IFN-γ do perfil TH1. Os alcaloides também atuaram em células do BALF, 

reduzindo a quantidade de, principalmente, eosinófilos. No tecido nasal e pulmonar 

diminuíram o processo inflamatório, a quantidade de muco e a deposição de fibras colágenas. 

WAR- warifteina; MWAR- metilwarifteina; MHCII- Complexo Principal de Histocompatibilidade 

II; TCR- Receptor de Célula T; APC- Célula Apresentadora de Antígeno; LTH0- Linfócito T 

virgem; LTH1/2/17 – Linfócito T helper 1/2/17; IFN-γ- Interferon gama; TGF-β- Fator de 

crescimento e renovação beta. 
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