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RESUMO

Warifteina (W) e metil warifteina (MW) sdo alcaloides de Cissampelos sympodialis,
conhecida popularmente como milona e orelha de onca e, utilizada na medicina popular
para o tratamento de diversas afec¢bes. Estudos prévios demonstram que 0 extrato
hidroalcodlico das folhas da planta e a warifteina, alcaloide bisbenzilisoquinolinico,
apresentam efeitos anti-inflamatorios e antialérgicos. Esse estudo avaliou o efeito do
tratamento oral de camundongos com W ou MW na formacéo do edema de pata induzido
por agentes flogisticos, no extravasamento vascular e na migragdo celular em modelos de
inflamacdo aguda. Camundongos Swiss (n=4 - 6) foram tratados com solugdo salina
tamponada com fosfato — PBS, indometacina 10mg/kg, warifteina ou metil warifteina nas
doses de 2mg/kg e10 mg/kg e, uma hora apds foram administrados os agentes flogistico nas
patas esquerdas, carragenina, prostaglandina E2 (PGE;)ou bradicinina e nas patas direitas
PBS. Os edemas foram medidos em 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas para a carragenina, 15, 30 e
60min para a PGE, e 15 e 30min para a bradicinina, com auxilio de paquimetro. A
permeabilidade vascular foi avaliada pela injecdo intraperitoneal de solucdo de é&cido
acetico e, as concentracdes de proteina foram quantificadas por espectrofotometria usando
azul de evans. A migracdo de célula foi avaliada pela injecdo intraperitoneal de zimosan,
com consequente lavado peritoneal e contagem dessas células por microscopia Optica
comum. As analises estatisticas foram realizadas por meio de ANOVA com pds teste de
Tukey utilizando o GraphPadPrism, versdo 5.0. O tratamento oral com a W reduziu o
edema de pata induzido por carragenina ou prostaglandina E2, efeito esse ndo observado
com o tratamento com MW, a inibicdo do edema ocorreu por vias independentes de
bradicinina. A W e a MW reduziram o extravasamento vascular, contudo sem inibir a
migracao celular associada a inflamag&o. Portanto, os resultados sugerem que warifteina é
induzido por agentes flogisticos e por diminuicdo da permeabilidade vascular,
caracteristicas essas ndo observadas na metil-warifteina.

Palavras-chave: Inflamacdo aguda, edema, warifteina e metil warifteina.



ABSTRACT

Warifteine (W) and methyl warifteine (MW) are alkaloids from sympodialis Cissampelos ,
popularly known as Milona and orelha de onca and used in folk medicine to treat various
diseases . Previous studies showed that the hydroalcoholic extract of the leaves and
warifteine , bisbenzilisoquinolinico alkaloid , exhibit anti - inflammatory and antiallergic
effects . This study evaluated the effect of oral treatment of mice with W or MW in the
formation of paw edema induced by phlogistic agents in vascular leakage and cell migration
in models of acute inflammation . Swiss mice (n = 4 - 6 ) were treated with phosphate
buffered saline - PBS , 10mg/kg indomethacin , warifteine or methyl warifteine at doses of
2mg/kg and 10 mg / kg and were administered one hour after the phlogistic agents in left
paws, carrageenan, prostaglandin E2 ( PGE2) or bradykinin and right paws in PBS. Edema
was measured at 1, 2, 3, 4, 6 and 24 hours for carrageenan , 15, 30 and 60 minutes for
PGE2 and 15 for 30min and bradykinin were measured with calipers . The vascular
permeability was assessed by intraperitoneal injection of acetic acid, and protein
concentrations were quantified spectrophotometrically using Evans blue . The cell
migration was assessed by intraperitoneal injection of zymosan , with consequent peritoneal
lavage and cell counts by a simple optical microscope . Statistical analyzes were performed
using ANOVA with Tukey post test using GraphPadPrism , version 5.0 . Oral treatment
with W reduced paw edema induced by carrageenin and prostaglandin E2 , this effect was
not observed with treatment with MW inhibition of edema was independent pathways
occurred by bradykinin . MW and AW reduced the vascular leakage , but without inhibiting
cell migration associated with inflammation . Therefore , the results suggest that warifteine
is a likely anti - edema due to inhibition of paw edema induced by phlogistic agents and
decreased vascular permeability drug , these features not found in methyl - warifteine .

Keywords: Acute inflammation, edema, warifteine and methyl warifteine.
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1. Introducao

1.1 Inflamacéo

A inflamacdo € uma complexa resposta fisiolégica que ocorre em tecidos vivo-
vascularizados, contra invasores estranhos, como virus, bactérias, fungos, parasitas, entre outros e
se caracteriza pela saida de liquidos e células dos vasos para o tecido lesado podendo culminar
com a restauragéo do tecido lesado (MEDZHITOV, 2010).

Os sintomas clinicos da inflamacdo foram definidos pela primeira vez pelo médico
romano Cornelius Celsus no século I. Estes sintomas vieram a ser conhecidos como 0s quatro
sinais cardinais da inflamacé&o: rubor, tumor, calor e dor (MEDZHITOV, 2010). Porém, 0
quinto sinal cardinal, perda da funcdo, foi adicionado por Rudolph Virchow, 18 séculos ap6s, em
1858, em seu livro Cellular Pathologie (MEDZHITQOV, 2010).

Os eventos inflamatdrios podem ser divididos em padrdes agudo e cronico. A inflamacéo
é considerada aguda por possuir duracdo relativamente curta e ser auto limitada podendo durar
minutos, horas ou alguns dias, e é caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo de liquido
plasmaético rico em proteinas e migracdo de células para o local da lesdo. Ja a inflamacéo cronica
apresenta maior tempo de duracéo e estar histologicamente associada a presenca de linfécitos e de
macrofagos, angiogénese (proliferacdo de vasos sanguineos), fibrose e necrose tecidual
(TOLIVER-KINSKY, 2004).

A inflamacdo aguda tem um papel fisiologico importante na defesa do hospedeiro e
reparacdo dos tecidos, mas quando esse processo € exacerbado pode levar a lesdo tecidual
excessiva e evoluir para um processo crénico, podendo ocasionar cancer, diabetes, doencas
cardiovasculares, pulmonares e neuroldgicas. Para que isto ndo ocorra, é necessario limitar o
processo inflamatorio pela eliminacdo do infiltrado celular e de seus produtos potencialmente
toxicos. Uma grande variedade de eventos, incluindo danos mecanicos, infecgdes, lesbes
quimicas, queimaduras, radiagdo e injdria tecidual, podem induzir a inflamacgéo aguda (SCHMID-
SCHONBEIN, 2006).

O processo inflamatério agudo é iniciado a partir da ativagdo de células teciduais
(macrofagos) e migratorias (neutrofilos). Células fagociticas incluindo macrdfagos teciduais,
neutrofilos e mondcitos circulantes desenvolvem importante papel na resposta inflamatoria aguda.
Estas células respondem aos chamados mediadores pro-inflamatérios (MATZINGER, 1994)

gerados no local da infeccdo tais como, o Fator de Necrose Tumoral (TNFa), a Interleucina-1
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(IL1pB), prostaglandinas (PGs), cininas € componentes intracelulares, como o ATP (trifosfato de
adenosina), peptideos contento N-formil-metionina liberados por bactérias, proteinas do sistema
de coagulacdo, produtos do complemento, e outras citocinas, tais como interferon-y, IL-6, 1L-12 e
IL-17 liberadas dos macrofagos tissulares. Conceitualmente, os sinais de perigo sdo moléculas ou
estruturas moleculares liberadas ou produzidas por células sob estresse e que sdo reconhecidas por
ceélulas, resultando no desencadeamento da resposta imune (MATZINGER, 2001).

Os mediadores liberados na inflamagdo atuam localmente e/ou sistematicamente
colaborando para o aparecimento dos sinais cardinais caracteristicos desse processo, ou seja, dor,
calor, rubor e tumor, acompanhados ou ndo da perda de funcdo do tecido ou 6rgdo afetado
(ROCHA e SILVA, 1994).

Os varios mediadores inflamatorios normalmente atuam restringindo as consequéncias e a
extensdo do dano tecidual, induzindo somente os sinais cardinais localmente. Entretanto,
dependendo da persisténcia e/ou intensidade da lesdo, alguns mediadores podem difundir-se e
mediar sinais e sintomas sistémicos como febre, aumento da producdo de proteinas de fase aguda,
leucocitose, ativacdo do sistema complemento, aumento da producdo de glicocorticoides,
alteracGes metabdlicas e das concentracdes plasmaticas de metais como ferro, cobre e zinco. Esta
resposta sistémica € denominada reagdo de fase aguda e nessas situacdes pode-se observar que o
sistema nervoso central e imune estdo funcionalmente conectados e integrados (STADNYK e
GAULDIE, 1991).

1.2. Inflamacao Aguda

O conjunto de células que migram para o sitio inflamatorio durante o processo inicial da
inflamacéo € constituido principalmente de neutréfilos e de mondécitos/macréfagos (INGERSOLL
etal., 2011)

Os neutréfilos, em humanos, constituem cerca de 50-70 % dos leucdcitos no sangue
periférico e circulam por cerca de 10 horas e depois morrem. Eles patrulham os vasos sanguineos
e, na presenca dos sinais inflamatdrios, os neutréfilos deixam de circular e migram para os tecidos
inflamados pelo processo de diapedese, sendo as primeiras células a extravasarem para 0s sitios
inflamatdrios (CHOI et al., 2009). Os neutréfilos, juntamente com eosin6filos e basofilos,
pertencem ao grupo de leucécitos denominados granuldcitos, uma vez que contém granulos
intracelulares. Os neutréfilos sdo também chamados de polimorfonucleares (PMN), devido ao seu

nucleo segmentado ser dividido em varios l6bulos (PORTH, 2010).
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A migracdo e acumulo continuo de neutrdfilos nos tecidos & uma caracteristica de
condicOes inflamatérias agudas e cronicas, tais como glomerulonefrite, doenca inflamatoria
intestinal, vasculite autoimune, dermatite e artrite reumatoide (LARSEN et al., 2009).

Os monocitos ao chegarem aos tecidos extravasculares se diferenciam em macréfagos ou
células dendriticas, por isso, estas células sdo comumente denominadas derivadas de mondcitos
(GEISSMANN et al., 2010). A diferenciagdo dos mondcitos em macrofagos é influenciada por
eventos de adesdo durante o extravasamento e por mediadores presentes no local inflamado
(SUDHAKARAN et al., 2007).

Os monocitos, em humanos, por sua vez Se apresentam em menor proporgdo
correspondendo de 5 a 10 % dos leucdcitos periféricos circulantes. Estas células se desenvolvem
na medula dssea, circulam no sangue periférico e migram para o tecido inflamado mediante a
presenca de estimulos tais como a citocina proteina-1 quimiotatica do mondécito (MCP-1) (CHOI
et al., 2009).

No processo inflamatorio, os macréfagos possuem trés funcdes principais: fagocitose,
apresentacdo de antigenos e imunomodulacdo por meio da producdo de vérias citocinas e fatores
de crescimento, desempenhando papeis fundamentais na iniciagdo, manutencdo e resolugdo do
processo inflamatdrio como a fagocitose de restos celulares e proteicos somados a secrecdo de
citocinas como o TGF-B que estimula a proliferacdo de fibroblastos (FUJIWARA e
KOBAYASHI, 2005).

A inflamacéo, portanto, tem como funcdo proteger uma regido definida do tecido
infectado ou danificado para inibir a progressdo da lesdo, isolando a area e evitando a
disseminacdo do agente infectante ou de produtos celulares toxicos aos tecidos e, uma vez a
inflamacdo sendo resolvida, a fungéo tecidual é restaurada ao normal. Contudo, se caso 0 agente
infeccioso ou os produtos celulares continuem presentes desenvolver-se-a uma inflamacéo crénica
(MONTELEONE, 2011).

1.3. Mediadores Inflamatorios

Uma variedade de mediadores reconhecidos por exercerem papeis importantes no
processo inflamatério sdo liberados a partir de diferentes fontes como leucdcitos, plaquetas e
endotélio, liberados a partir do metabolismo do &cido araquiddnico como PGs e leucotrienos
(LTs). Os mediadores podem ser considerados de acdo répida como as aminas vasoativas
(histamina e serotonina) e as cininas ou de acgdo prolongada, como as citocinas (GONZALEZ-
REY et al., 2007).
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As aminas vasoativas sdo substancias hidrossollveis que contém grupamentos amino em
sua estrutura, como a histamina e serotonina, € agem sobre 0s vasos sanguineos para alterar a sua
permeabilidade ou para causar vasodilatacdo (BRAND et al., 2002).

A histamina é responsavel por inimeras respostas celulares, incluindo o estimulo a
secrecdo do acido gastrico, neurotransmissdo, vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular
no inicio das reacdes alérgicas e inflamatorias, (JONES e KEARNS, 2011).

Os efeitos dos mediadores hidrossoltveis liberados durante a inflamagcdo somam-se aos
das substancias lipossoliveis denominadas prostandides provenientes do metabolismo do &cido
araquidonico (AA), tais como PGD2, PGE2, PGF2, PGI2, prostaciclinas e tromboxanos que
apresentam suas biossinteses significantemente aumentadas nos tecidos inflamados
(NARUMIYA, 2009).

A PGE2 é formada a partir do AA por acdo das COXs que catalisam a sintese de PGH2,
para posteriormente ser transformada em PGE2 pela acdo da PGE2 sintase (PGES)
(SAMUELSSON et al., 2007). Existem pelo menos trés isoformas de PGES humanas clonadas e
caracterizadas, como duas PGES associadas a membrana, chamada PGE sintase-1 microssomal
(mPGES-1, mPGES-2), e uma PGES citosolica (CPGES) (KAWABATA, 2011).

As cininas constituem peptideos formados no plasma e em tecidos periféricos em resposta
a ativacdo de enzimas denominadas calicreinas, atuando em substratos denominados de
cininogénios. As cininas atuam em diferentes mecanismos fisioldgicos, incluindo o controle da
pressao arterial, da contracdo ou do relaxamento de masculo liso, da permeabilidade vascular e da
transmissdo da dor (FERREIRA et al., 2002).

Em mamiferos foram identificadas trés cininas importantes: bradicinina (BK), Lys-
bradicinina e des-Arg9-bradicinina (MARCEAU e REGOLI, 2004). Os efeitos da BK
(nonapeptideo) no processo inflamatério dependem da sua interagdo com os subtipos de
receptores B1 e/ou B2 (MARCEAU e REGOLI, 2004). Os receptores Bl sdo escassamente
expressos em tecidos saudaveis, mas sua expressdo pode ser aumentada pela injdria e infeccéo.
(EHRENFELD et al., 2006)

Essas substancias em sinergismo ampliam e intensificam a resposta inflamatoria

contribuindo assim para a efetividade da resposta e a destruicao do estimulo inflamatorio.
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1.4. O Uso de Plantas Medicinais

O uso de especies vegetais com fins de tratamento e cura de doengas se perpetuou na
historia da civilizagdo até a atualidade, sendo amplamente utilizado por grande parte da populacdo
mundial. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que 80% da populacéo
mundial j& usou algum tipo de erva, na busca de alivio de alguma sintomatologia desagradavel
(QUINTAS, 2008).

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, conhecida atualmente como fitoterapia,
durante varios séculos constituiu a base terapéutica da pratica médica. A partir do século XIX,
com o progresso da quimica, as moléculas ativas foram extraidas das plantas e reproduzidas
artificialmente, o que, somado ao desenvolvimento da industria farmacéutica, levou a maioria da
populacgéo a substituir progressivamente as plantas in natura pelas drogas, nao por ineficiéncia das
primeiras, mas, principalmente, pela maior oferta dos medicamentos sintéticos que, pela
comodidade, foram mais aceitos pelas populacdes, principalmente dos centros urbanos maiores
(SCHMOURLDO et al., 2005).

O emprego de plantas na medicina popular é uma pratica bastante realizada e para o
tratamento de enfermidades. Apesar do surgimento dos medicamentos sintéticos, os estudos de
plantas medicinais continuam sendo extensivamente explorados, tendo em vista a grande
biodiversidade em todo nosso planeta, em especial os paises tropicais (GILANI e ATTA UR,
2005).

Muitas plantas, cuja indicacdo popular atuam na inflamacao, sdo alvos para o estudo de
novas terapéuticas para esta area. O uso popular, como também novas acdes terapéuticas sdo

muitas vezes confirmados pelos resultados das pesquisas cientificas.
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1.5. Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae)

A planta Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae) (Figura 1) € endémica no
nordeste brasileiro (BARBOSA-FILHO, AGRA e THOMAS, 1997) apresentando 0S nomes
populares de milona, abuteira ou orelha de onca. As suas raizes sdo utilizadas, em forma de
maceracdo, pela medicina popular para o tratamento de diarreias, doencas do trato geniturinario e

doencas do trato respiratorio tais como: asma, influenza e bronquite (CORREA, 1984).

Figura 1 - Folhas da planta Cissampelos sympodialis EICHL (Menispermaceae).

Ensaios farmacoldgicos demonstraram que o extrato hidroalcodlico das raizes de
Cissampelos sympodialis (AFR- alcoholic fraction from roots) apresentou acdao espasmolitica na
musculatura lisa de traqueia de cobaias sensibilizados com ovalbumina (OVA) (THOMAS et al.,
1995). Contudo para a producdo do AFR se faz necessaria a destruicdo da planta, o que limita os
estudos e a possivel producdo de um medicamento fitoterapico. A alternativa para transpor tal
barreira foi realizar os estudos com o extrato hidroalcodlico de suas folhas (AFL- alcoholic
fraction from leaves), os quais demonstraram atividade espasmolitica na musculatura lisa de
traqueia de cobaias semelhante a do AFR (THOMAS et al., 1997a)

Posteriormente, foi demonstrado que o AFL inibiu a resposta proliferativa de células
esplénicas de camundongos BALB/c (PIUVEZAM et al., 1999; ALEXANDRE-MOREIRA et al.,
2003a), a proliferacdo de linfocito B e a producdo de IgM, quando as células foram estimuladas
com LPS bacteriano ou com Ig-anti-lgM (ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2003b),
demonstrando que o extrato das folhas da planta interfere na atividade imunoldgica e que tem
potencial contra doengas relacionadas, estimulando a continuidade da pesquisa.

A atividade anti-inflamatéria do AFL foi inicialmente demonstrada utilizando o método
classico de edema de orelha induzido por mediadores farmacoldgicos tais com capsaicina ou
acetato de tetradecanoilforbol (BATISTA-LIMA et al., 2001).
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Bezerra-Santos e colaboradores (2004) demonstraram que AFL quando administrado por
via oral (v.0.) inibiu a producdo de imunoglobulina E (IgE OVA-especifica) em modelo
experimental de asma, possivelmente por um mecanismo que envolveu a producéo de IFN-y e da
citocina reguladora IL-10, ambas produzidas por linfécitos T (PIUVEZAM et al., 1999). O AFL
também inibiu o recrutamento de leucdcitos inflamatérios para o lavado bronco alveolar e tecido
pulmonar induzido por antigenos (ovalbumina ou extrato de acaro Blomia tropicalis) e o
remodelamento pulmonar associado a inflamacéo cronica (BEZERRA-SANTOS et al., 2006;
CERQUEIRA-LIMA et al., 2010; BEZERRA-SANTOS et al., 2012).

Vieira e col. (2013) demonstraram que o AFL administrado pela via inalatoria foi capaz de
reduzir a migracao especifica de células da inflamacéo para o lavado bronco alveolar e reduzir a
producdo de muco e de fibras associadas ao remodelamento tecidual pulmonar presente na
inflamacéo crénica induzida por alérgeno.

Em paralelo aos estudos na area de imunofarmacologia foram realizados estudos
fitoquimicos que resultaram no isolamento, identificacdo e caracterizacdo dos compostos dos
extratos de Cissampelos sympodialis. Dentre eles estdo os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos -
warifteina e metil-warifteina (Figuras 2A e 2B respectivamente), o alcaldide morfinanico -
milonina e o alcaldide aporfinico- laurifolina (BARBOSA-FILHO, AGRA e THOMAS, 1997). O
alcaloide roraimina, do tipo bisbenzilisoquinolinico, foi isolado posteriormente (DE LIRA et al.,

2002) demonstrando que a maior parte de metabolitos secundarios presentes nos extratos de C.

. B

Fonte: PIUVEZAM et al.. 2012.

sympodialis sdo representados por alcaloides.
(A)

Figura 2 — Estrutura quimica da warifteina (A) e da metil-warifteina (B)

A warifteina (W) € um alcaloide do tipo bisbenzilisoquinolinico com peso molecular igual
a 592 u, possuindo em sua molécula uma ponte metilénica, que é uma caracteristica pouco comum
as substancias desta classe (BARBOSA-FILHO, AGRA e THOMAS, 1997). A warifteina foi o
alcaloide isolado e encontrado em maior propor¢do nos extratos hidroalcodlicos das raizes e das
folhas da planta Cissampelos sympodialis (BARBOSA-FILHO, AGRA e THOMAS, 1997,
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MARINHO et al., 2012) o que vem justificar a sua escolha como um marcador molecular, pré-
requisito para a producdo de um fitoterdpico a partir de um extrato padronizado (MARINHO,
2012; RESOLUCAO-RDC N°- 48, DE 14 DE MARCO DE 2004).

A warifteina demonstrou ter ampla atividade farmacolégica, dentre elas: bloqueadora
neuromuscular (GORINSKY et al. 1972); relaxante de musculos lisos de ileos de cobaias
(CORTES et al.,1995) e acdo espasmolitica em musculo liso de aorta de coelho por modificacio
do metabolismo do calcio (Ca++) (FREITAS et al., 1996). A warifteina também foi capaz de
aumentar os niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) em cultura de musculo liso de
cobaia pela inibigéo da atividade enzimética da fosfodiesterase IV e V (THOMAS et al., 1997b).

Ensaios de toxicidade aguda da warifteina em camundongos demonstraram que a dose
letal para 50% (DLso) dos animais é de 511 mg/kg, por via intraperitoneal (i.p.). Entretanto, por
via oral (v.0.), doses até 1000 mg/kg ndo induziram mortalidade nos animais durante o tempo de
avaliacido (CORTES, 1992). As avaliacdes de citotoxicidade de warifteina em culturas de
hepatocitos e fibroblastos mostraram que a concentracao inibitdria de 50% das células (Clso) varia
de 10 a 35 uM de acordo com a metodologia empregada (MELO et al. 2003).

Estudos em modelo de alergia experimental demonstraram que o tratamento com
warifteina (v.0.) reduziu a eosinofilia provocada pelo antigeno na pleura e no lavado bronco-
alveolar (BAL) de animais sensibilizados com OVA, assim como reduziu os niveis pleurais de
cistenil-leucotrienos e a inflamag&o alérgica pulmonar (BEZERRA-SANTOS et al., 2006).

Em estudo posterior, foi observado que o tratamento com warifteina, inibiu o
desenvolvimento da hiperalgesia induzida por IgE, na presenga de antigeno ou por mediadores
fisiologicos, inibiu a produgdo de IgE total e de IgE antigeno-especifica e ainda reduziu a
formacéo de edema de pata pelo mecanismo dependente da producéo de IgE, assim como inibiu a
desgranulacdo de mastdcitos e a proliferacdo de esplendcitos in vitro (COSTA et al., 2008). No
entanto, a warifteina induziu a producdo de Oxido nitrico (NO) de macrdfagos peritoneais
(COSTA et al., 2008) demonstrando estimular um perfil de resposta imunolégica inibitéria ao
desenvolvimento da resposta imune alérgica.

A warifteina exibiu similaridades aos efeitos demonstrados com a fracdo de alcaloides da
folha (AFL), Rocha e colaboradores (2010) demonstram que a warifteina age diretamente na
fungdo dos linfécitos B inibindo a proliferacdo e secre¢cdo de lg, modificando o padrdo de
fosforilagdo de tirosina cinase ativada por mitdogeno ERK e os niveis intranucleares de NF«B.

T

aumento de AMPc em linfécitos B e em homogenato de musculo liso.
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A metil-warifteina, um derivado natural da warifteina induziu aumento nos niveis de
AMPc em homogenato de musculo liso com poténcia superior a warifteina (THOMAS et al.,
1997b), contudo a menor quantidade deste alcaloide nos extratos limitou as pesquisas anteriores.
Em adicdo a metil-warifteina reduziu o numero de linfocitos T no BAL sugerindo que a planta
com seus compostos estejam regulando esta populacdo de células (VIEIRA et al. 2013).

Por fim, warifteina e metil-warifteina também modulam a resposta imune em
camundongos BALB/c com alergia alimentar. (Costa, 2013)

De acordo com o exposto acima em que o extrato das folhas da planta C. sympodialis tem
apresentado efeitos anti-inflamatério e antialérgico em modelos classicos de inflamacéo
(BATISTA-LIMA et al. 2001) e de alergia pulmonar (BEZERRA-SANTOS et al. 2006, 2012) e
ainda relatos de que macerados de partes da planta sdo utilizados na medicina popular para o

tratamento de inflamacdes e diarreias.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antiinflamatéria dos alcaldides warifteina e metil-warifteina de

Cissampelos sympodialis ECHL (menispermaceae) em camundongos Swiss.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar o efeito dos alcaldides na formacao do edema de pata;
2.2.2 Avaliar o efeito dos alcal6ides no processo inflamatério par ao peritonio;

2.2.3 Auvaliar o efeito dos alcal6ides na permeabilidade vascular.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Camundongas fémeas Swiss, fornecido pelo biotério Prof. Dr. Thomas George no Nucleo
de Pesquisa em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, da Universidade Federal da Paraiba,
Brasil foram utilizadas. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimentacdo balanceadas a base
de racdo tipo Pellets, numa temperatura média de 21+1°C, pesando entre 20 — 25kg. Aprovado

pelo comité de ética em uso animal sob o nimero CEUA N°0411/12.

3.2. Preparo da solugéo do alcaloide

Os alcaldides foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho. As
solucBes desses alcaldides foram preparadas dissolvendo-se 1 mg do material em 50 pL de HCI
1IN e em seguida adicionando-se 800 uL de solugéo salina (NaCl 0,9%). O pH foi ajustado para 7

com uma solucéo de hidroxido de sédio 1M e o volume completado para 1000 uL.

3.3. Tratamento dos animais

Grupos de animais (n= 4 - 6) foram tratados por via oral (v.0) com warifteina ou metil
warifteina (2,0 ou 10 mg/kg), droga-padrdo (indometacinha ,10 mg/kg, via oral (v.0); ou veiculo
(grupo controle positivo) 1 hora antes do desafio com o agente flogistico. O grupo salina (grupo
controle negativo) correspondeu aos animais que receberam salina sem serem desafiados com o

agente flogistico.

3.4. Edema de pata induzido por agentes flogisticos

Esta abordagem experimental baseia-se no fato de que a administracdo de agentes
flogisticos na pata de um animal, produz uma reagdo inflamatoria local caracterizada pela
formacdo de edema, reprodutivel e facilmente mensuravel. Os agentes flogisticos s&o compostos
que induzem um processo inflamatorio no tecido com os quatro sinais cardinais devidamente
representados. Antes da realizacdo dos experimentos, a espessura das patas traseiras dos
camundongos foram medidas com um paquimetro digital (GREAT, MT — 04513) e a diferenca
entre a pata direita e esquerda foram consideradas como a medida basal. Uma hora apos os
tratamentos (warifteina, metil warifteina ou indometacina), os camundongos foram desafiados
pela administragdo intraplantar com 20 pL de solugdes contendo carragenina (500 pg/pata;
SIGMA CHEMICAL Co, EUA), PGE, (5 nmol/pata; SIGMA CHEMICAL Co, EUA) ou
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bradicinina (3 nmol/pata; SIGMA CHEMICAL Co, EUA) na pata esquerda e com 20 pL de salina
na pata direita. A diferenga entre a espessura da pata traseira direita e esquerda foi avaliada nos
tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h apés a aplicacdo da carragenina;. Os edemas induzidos pela
prostaglandina E2 (PGE;) mensurados nos tempos de 15, 30 e 60 minutos e bradicinina foram
mensuramos em 15 e 30 minutos apds a aplicacdo desses agentes flogisticos. Os edemas foram
calculados pela diferenca obtida entre o didmetro da pata esquerda e direita nos tempos indicados
usando novamente o paquimetro digital (NAIDU et al., 2010).

3.5. Avaliacdo da permeabilidade vascular

Este teste baseia-se no fato de que a administracdo intraperitoneal de uma solucao de acido
acetico a 0,6% provoca reacdo inflamatdria local envolvendo a liberacdo de mediadores que
induzem o aumento da permeabilidade vascular levando ao extravasamento de liquido rico em
proteinas (exsudato) para o intersticio, que pode ser quantificada por meio de corantes especificos.
O azul de Evans tem sido amplamente utilizado em diversos trabalhos experimentais, devido
apresentar caracteristicas como inocuidade, alta solubilidade em agua e afinidade pela albumina.
O azul de Evans se combina a albumina plasmatica formando um complexo corante-albumina que
extravasa através da barreira endotelial lesada, sendo entdo quantificados por métodos
colorimétricos . Para este experimento, utilizou-se 7 grupos de camundongos que foram tratados
previamente com indometacina (10 mg/kg, v.0), warifteina ou metil warfteina (2,0 ou 10 mg/kg,
v.0) ou e grupo controles, tratados com salina, (n=6). (v.0) e, uma hora ap0s esses tratamentos, 0s
animais receberam o 4cido acético (300uL a 0,6%) intraperitonealmente. Uma solucdo contendo
azul de Evans (1% -intravenosa) foi injetada 10-20 min antes da inocula¢do do acido acético.
Vinte minutos ap6s o desafio com &cido acético os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e tiveram posteriormente os periténios lavados com 10 mL de agua destilada. Apds esse
procedimento as amostras obtidas dos peritdnios foram transferidas para tubos do tipo falcon. As
solucbes foram centrifugadas (CR422, JONAM) por 10min/1500 rpm/8 °C e transferidas para
placas de 96 pogos (NUNC-Immuno™), para posteriormente serem analisadas com comprimento
de onda de 620 nm, utilizando o espectrofotdmetro (ELx808 Absorbance Microplate Reader)
(KOU et al., 2005).

3.6. Migracéo celular para o periténio induzido por zimosan

O modelo de inflamagdo peritoneal induzida por zimosan permite analisar a migracéo
celular no sitio inflamatério, bem como a producéo e liberagdo de mediadores da inflamagdo no
fluido peritoneal.

Para esse experimento camundongos foram divididos em 7 grupos warifteina ou metil
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warifteina ( 2,0 ou 10 mg/kg v.0.), indometacina (10mg /kg, v.0.) e grupo controles, tratados com
salina, (n=6). Para a inducdo da peritonite os camundongos receberam por via intraperitoneal (i.p)
a administracdo de uma solugdo de 1 ml de uma suspenséo de zimosan (1mg/mL de PBS) por via
intraperitoneal. As células do exsudato peritoneal foram colhidas apos 4 horas, com 5 mL de PBS
(SHIN, 2007).

3.7. Contagem de células do lavado peritoneal

A contagem total das células no lavado pleritoneal foi realizada utilizando a
camara de Neubauer. Antes da montagem da camara para a contagem das células ao microscopio,
as amostras foram diluidas em solugdo de Turk. Para contagem diferencial, laminas de
microscopia foram montadas e centrifugadas em citocentrifuga (Citospin - FANEN, Sao Paulo,
SP, Brasil Mod 2400), para tal, 100uL da suspensdo de células de cada amostra foi inserida nos
seus respectivos orificios das laminas de citospin e entdo centrifugadas por 15 minutos a 1500
rpm. As células foram coradas com a coloracdo de May-Gruanwald-Giemsa e a contagem
diferencial foi realizada com objetiva de imersdo (1000X aumento final). A contagem diferencial
foi realizada usando o padréo de critérios morfolégicos para identificar os tipos de células (Sousa
et al., 2010).

3.8. Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste t-Student utilizando o programa
GraphPadPrism, versdo 5.0 (Graphpad Oftware Inc., San Diego, USA), empregando-se o teste T-

student, onde os valores de P<0,05, P<0,01 ou P< 0,001 foram considerados significativos.

3.9. Substancias e sais

Acido Acético Glacial (C2H402) —~VETEC

Alcool Metilico (CH30H) - VETEC

Cloreto de potassio (KCIl) - MERK

Cloreto de sodio (NaCl) — SIGMA

Corante eosina azul de metileno segundo Giemsa — VETEC
Corante eosina azul de metileno segundo May- Grunwald — VETEC
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) — MERCK

Fosfato de s6dio monobéasico (NaH2PO4) - MERCK
Formaldeido - MERCK

© o NoakowhE



3.10. Solugdes

Tabela 1. Solugéo de Turk

Tabela 2. Salina

Substancia Quantidade
Acido Acético Glacial 1,5 mL
Violeta de Genciana 1% 1,0 mL
Agua destilada q.s.p. 100,0 mL
Substancia Quantidade
NaCl (Cloreto de sodio) 99
Agua destilada q.s.p. 1000 mL
Tabela 3. Solugdo salina tamponada (PBS)
Substancia Quantidade
Cloreto de sddio 8,76 g
Fosfato de Sodio dibéasico 2,249 g
Fosfato de Sodio 0,255¢
monobasico
Agua destilada q.s.p. 1000 mL
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Tabela 4. Tampdo Fosfato pH 7,2 utilizado no corante May-Grunwald-Giemsa

Substancia Quantidade
Solucdo A 71,5 mL
Solucéo B 28,5 mL
Solucéo A
Na,PO, anidro 9,47 g
Agua destilada 1000 mL
Solucéo B
KH,PQO, anidro 9,089
Agua destilada 1000 mL
Tabela 5. Corante May-Grunwald
Substancia Quantidade
Corante de May- Grunwald 0,39
Alcool Metilico Absoluto 100 mL
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O corante foi dissolvido em alcool e deixado em repouso por 2 a 3 dias. Antes de usar,

foi filtrado e misturado em igual volume do tampé&o fosfato pH 7,2.
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Tabela 6. Corante Giemsa

Substancia Quantidade
Corante Giemsa em p6 0,69
Alcool Metilico Absoluto 100 mL

3.11. Aparelhos

Agitador Vortex - VWR — Scientifc Products

Balanga analitica — Satorius

Centrifuga refrigerada — Centra MP4R — International Equipement Company (IEC)
Cytospin — FANEM

Microscopio optico — Nikon

o M D oE



38

RESULTADOS
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4. Resultados

4.1. Efeito da warifteina e metil-warifteina no edema de pata induzido por
carragenina.

O tratamento por via oral com a warifteina nas doses de 2,0 e 10,0 mg/kg 1 h antes
do desafio com a carragenina (500 pg/pata) inibiu o edema de pata quando comparado ao
grupo controle positivo (CTR+). O efeito foi mais pronunciado nos tempo de 6 e 24 horas,
ndo havendo diferenca estatistica entre as concentra¢fes do alcaloide warifteina (Grafico
1A). O efeito observado com o alcaloide warifteina foi semelhante aquele observado com a
droga padrédo indometacina. Entretanto como esperado o grupo controle negativo (CTR-)
ndo apresentou edema de pata.

Contudo, o alcaloide metil-warifteina apresentou efeito antiedematogénico, com
ambas as doses apenas no tempo de 3 h, e também observado em 24 h apenas na dose de 10
mg/kg (Grafico 1B) demonstrando que a metil-warifteina € menos potente que a warifteina

em modelo de edema induzido por carragenina.
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Gréfico 1. Efeito da warifteina ou metil-warifteina na formacdo do edema de pata em
camundongos Swiss desafiados com carragenina. Camundongos foram tratados com a
warifteina (A) ou metil-warifteina (B) nas doses de 2mg/kg (W2, MW2) ou 10 mg/kg
(W10, MW10), indometacina 10 mg/kg (indometacina 10), ou salina (CTR+) e ap6s 1 h,
receberam a injec¢do intraplantar de carragenina (500 pg/pata) (A e B) na pata direita e
salina na pata esquerda. A formacdo do edema foi quantificado pela diferenca entre a
espessura da pata direita e esquerda nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas apés a
administracdo da carragenina (A e B). Os resultados sdo apresentados como média + erro
padrdo da média. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,01 quando comparados ao grupo CTR+
e, +++p< 0,001 comparados ao grupo CTR-, ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de
Tukey.
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4.2. Efeito da warifteina e da metil-warifteina no edema de pata induzido por
mediadores da inflamacéo, prostaglandina E2 (PGE2) ou bradicinina.

O gréfico 2C mostra que o tratamento oral com a warifteina na dose de 10 mg/kg
administrada 1 h antes da inoculagcdo da PGE2 inibiu significantemente o edema de pata nos
tempos de 15 e 30 min reduzindo respectivamente em 36 e 28 % no didametro da pata em
comparagdo ao CTR+. Resultado semelhante foi observado com a droga padrdo
indometacina. Entretanto, a dose de 2 mg/kg de warifteina inibiu o edema de pata apenas no
tempo de 30 min. com a porcentagem de inibi¢cdo em torno de 37 % em relagcdo ao CTR+. O
tratamento com metil-warifteina (2 e 10 mg/kg) ndo inibiu 0 edema induzido por PGE2 nos
tempos avaliados (Grafico 2D) confirmando os resultados observados no edema induzido
por carragenina.

No edema de pata induzido com a bradicinina os tratamentos com warifteina e
metil-warifteina ndo inibiram o edema nos tempos avaliados (Gréaficos 2 E e F) apenas a
indometacina, no tempo de 30min, reduziu o edema provocado por este mediador da

inflamacéo comparado ao grupo CTR+.
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Grafico 2. . Efeito da warifteina e metil-warifteina na formacdo do edema de pata em
camundongos Swiss desafiados com PGE2 ou Bradicinina. Camundongos foram tratados
com a warifteina ou metil-warifteina nas doses de 2mg/kg (W2 ou MW?2) ou 10 mg/kg
(W10 ou MW10), indometacina 10 mg/kg (indometacina 10), ou salina (CTR+) e ap6s 1 h,
receberam injec¢des intraplantar de PGE2 (5 nmol) (C e D) ou bradicinina (3 nmol) (E e F)
na pata direita e salina na pata esquerda. O grupo controle negativo (CTR-) recebeu injecdo
de salina em ambas as patas. A formacgédo do edema foi quantificado pela diferenga entre a
espessura da pata direita e esquerda de acordo como os tempos indicados nos graficos. Os
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resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. * p < 0,05; *** p <
0,001quando comparados ao grupo CTR+. ANOVA “one-way” seguido do pos-teste de
Tukey.
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4.3. Efeito da warifteina e metil-warifteina na permeabilidade vascular induzida
por acido acético.

O gréafico 3A apresenta os resultados do tratamento de camundongos com a
warifteina (2 ou 10 mg/kg) no extravasamento de proteinas para o peritdnio induzido por
acido acético. O tratamento reduziu significantemente, o extravasamento de proteinas
plasmaéticas para o peritdnio quando comparada com o grupo de animais tratados com salina
(CTR+). Esse efeito inibitorio foi da ordem de 58 % para o grupo W (2mg/kg) e 62 % para
0 grupo W (10mg/kg). Comparando-se a menor dose testada das duas moléculas
observamos que a metil-warifteina apresentou efeito mais pronunciado que a warifteina
neste modelo (p<0,05) (Gréfico 3B). O grupo indometacina apresentou inibi¢cdo na ordem
de 80 %, ndo havendo diferenca entre os grupos W (2mg/kg) e W (10mg/kg) (Gréafico 3A).
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Gréfico 3. Efeito da warifteina e metil-warifteina no extravasamento de liquido para o

peritdnio de camundongos Swiss desafiados com &cido acético. Camundongos swiss foram
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tratados com a warifteina e metil-warifteina na dose de 2mg/kg (W2, MW2 ) (A e B) ou
warifteina na dose de 10 mg/kg (W10) (A), indometacina 10 mg/kg (indometacina 10), ou
salina (CTR+)1 h antes de uma injecdo intraperitoneal de acido acético (0,6% em salina). O
efeito foi avaliado pelo extravasamento do corante azul de Evans, para a cavidade
peritoneal dos camundongos, 1 hora ap6s o desafio com &acido acético. Os resultados s&o
apresentados como média + erro padrdo da média (n=4-6). * p <0,05e ** p <0,01; ***p <
0,001 quando comparados ao grupo CTR+, ++p<0,01; +++p<0,01 quando comparados ao

grupo CTR-. ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey.
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4.4. Efeito da warifteina e metil-warifteina na migracao de células inflamatorias
induzida por zimosan.

A migracao de neutrofilos e macréfagos é essencial para a génese e manutencdo da
inflamacéo, contudo os tratamentos com warifteina ou metil-warifteina (2 ou 10mg/kg) nédo
inibiram a migracédo celular para o peritonio (Gréfico 4). A indometacina mostrou reducéo
da migracdo de células apresentando niveis basais de células presentes no peritdnio

semelhantes aqueles observados no grupo CTR-.
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Gréfico 4. Efeito da warifteina e metil-warifteina na migracdo de células da
inflamac&o para o peritonio de camundongos Swiss desafiados com zimosan. Camundongos
Swiss foram tratados com a warifteina ou metil-warifteina nas doses de 2mg/kg (W2 ou
MW?2) ou 10 mg/kg (W10 ou MW10), indometacina 10 mg/kg (indometacina 10), ou salina
(CTR+) 1 h antes de uma injecdo intraperitoneal contendo uma suspensdo de zimosan
(Img/mL em salina). O efeito foi avaliado pela contagem total de leuc6citos que migraram
para a cavidade peritoneal dos camundongos, 4 horas ap6s a administracdo de zimosan. Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da media (n=4-6). * p < 0,05 quando

comparados ao grupo CTR+, ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey.
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5. Discussao

O processo inflamatorio compreende, no minimo, dois processos antagbnicos: a
resolucdo do processo inflamatério no sitio inflamado e, portanto homeostasia ou a nao
resolucdo do processo e, portanto, destruicdo do tecido no sitio inflamado. No primeiro caso
ocorre a denominada inflamacao aguda que é um processo celular e molecular do sistema
imune de defesa do organismo a uma agressdo ao tecido que pode levar até sete dias, mas
no final o tecido inflamado se recupera e no segundo caso ocorre a denominada inflamagéo
crbnica que também é um processo celular e molecular do sistema de defesa a uma agressédo
ao tecido, mas que ndo leva a recuperacdo e sim a permanéncia do processo com destruicdo
do tecido (TOUSSIROT, 2012).

Dentre os principais farmacos utilizados na clinica para os processos inflamatdrios
encontram-se os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) com aplicagdo ampla e 0s
esteroidais com aplicacdes mais restritas devido aos graves efeitos adversos. Os AINEs, em
sua maioria, agem inibindo a atividade da COX-1 e/ou COX-2, inibindo assim, a sintese de
prostaglandinas (PG) e tromboxanos (TX) (BURIAN e GEISSLINGER, 2005). O &cido
acetilsalicilico (AAS), extraido em 1828 das cascas do salgueiro (Salixalba) é o prot6tipo
da classe e é capaz de acetilar irreversivelmente a COX (AMANN e PESKAR, 2002). Além
do AAS, outros farmacos como o ibuprofeno, derivado do acido propidnico e o piroxicam,
sdo considerados anti-inflamatdrios nao-esteroidais. Todos estes derivados de &cidos
competem com o acido araquidénico pelo local ativo da COX (WIDLANSKY, et al., 2003).
Embora os AINEs sejam os medicamentos mais comumente usados nas doencas
inflamatdrias, causam sérios efeitos adversos no trato gastrointestinal, além de faléncia
renal e asma. (VANE e BOTTING,1998).

Os glicocorticoides, anti-inflamatorios esteroidais, sdo mediadores anti-
inflamatdrios enddgenos potentes, liberados em minutos em resposta ao estresse e a lesdo
tecidual para controlar a severidade da resposta inflamatoria. Farmacos glicocorticoides
sintéticos agem da mesma forma que mediadores endogenos, através de receptores
intracelulares (GR) ativados pelo complexo glicocorticoide-GR que migram para o nucleo e
interagem com elementos responsivos aos glicocorticoides (GRE). Esta ligacdo leva a
maneira efetiva e duradoura. (GILROY et al., 2004;). Apesar da eficacia dos corticoides em
controlar quadros inflamatdrios graves, a aplicacdo clinica dos glicocorticoides deve ser

cuidadosa e limitada a curtos periodos de tempo, uma vez que os efeitos colaterais destes,
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principalmente quando da utilizac&o sistémica, incluem a supressao da liberacdo do cortisol
(principal glicocorticoide enddgeno) pelas glandulas adrenais e como efeitos adversos
temos distdrbios cardiovascular, crises de psicose, cancer e osteoporose (STROHMAYER e
KRAKOFF, 2011.).

Levando em consideracdo que as drogas comumente utilizadas nos processos
inflamatdrios apresentam graves efeitos adversos e isto tem impulsionado a busca por novos
farmacos, nosso grupo de pesquisa tem sistematicamente estudado extratos e compostos
derivados de plantas no sentido de descobrir novos prototipos de moléculas com efeitos
anti-inflamatorios. Nesse sentido a planta Cissampelos sympodialis (Menispermaceae),
comumente utilizada na medicina popular para o tratamento de inflamacbes do trato
respiratorio e gastrointestinal, vem sendo estuda e o extrato hidroalcodlico das folhas e o
alcaloide warifteina apresentaram efeitos anti-inflamatorios e antialérgicos em modelos
experimentais ( BEZERRA-SANTOS et al. 2012).

A inflamac&o aguda experimental pode ser obtida pela administracdo subcuténea de
agentes flogisticos como a carragenina, o lipopolissacarideo (LPS), o zimosan ou ainda
mediadores da inflamagdo como as PGs, a histamina ou a bradicininas em camundongos
promovendo uma reacdo inflamatoria localizada levando ao inchago (edema) do local pelo
imediato extravasamento de liquido e proteinas dos vasos e posterior migracdo de
leucocitos para o tecido. Entretanto, cada modelo desses apresenta modos de acédo
diferenciados na inducdo de inflamagdo sendo, portanto, considerados eficazes na
identificacdo de novos compostos com acéo anti-inflamatéria (NAIDU et al., 2010).

A warifteina, administrada por via oral, induziu reducdo no edema de pata induzido
por carragenina, um agente flogistico que provoca edema mediado por moléculas tais como
PG, histaminas e bradicininas bem como pela producéo local de citocinas tais como TNF-a,
IL-1 e IL-6. Essa inibicdo pode ser devida acdo desse composto sobre os mediadores acima
citados. Nessa perspectiva observamos que a warifteina inibiu tanto o edema provocado
pela PGE2 e histamina mas independente de bradicinina. Lavich e col. (2003) demonstram
que a inibicdo de um dos mediadores inflamatorios, quando esse se encontra em associacao
com os demais, pode resultar na inibicdo geral do evento inflamatério avaliado, portanto a
warifteina estd modulando a acdo da PGE2, mediador importante na inflamacéo responsavel
entre outros efeitos pela formacao do edema, um dos cinco sinais cardinais da inflamagéo.
Quanto a metil-warifteina, essa molécula quando administrada pela via oral, inibiu o edema
causado pela carragenia apenas nas primeiras horas e ndo foi capaz de inibir os edemas

provocados por PGE2 ou bradicinina.
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Os efeitos edematogénicos ocasionados pelos mediadores tais como carragenina,
PGE2, histamina ou bradicinina ocorrem por vias de sinalizagdes intracelulares. Por
exemplo, os receptores de histamina e PGE2 presentes nas membranas citoplasméticas de
diversos tecidos sao do tipo GPCR ligados a proteina Gaq/11 e Gas respectivamente e que
ativam a enzima fosfolipase C e adenililciclase (PAWEL KALINSKI., 2012), todavia 0s
receptores de bradicinina denominados Bl e B2 sdo do tipo GPCR e estdo ligados a
proteina Gai e Gaq repectivamente (BERTRAM C. M. et al., 2007). Portanto, a warifteina
pode estar bloqueando a via de sinalizagao produzida pela proteina Go sem, entretanto
inibir a via de sinaliza¢do Gai. No caso da indometacina, droga padrao utilizada, o efeito
antiedematogenica estd associado a inibicdo direta da enzima COX (YAMADA, T. et al.,
1993).

Estudos recentes com a planta Chondodendrom platyphyllum (Menispermaceae)
demonstram que a fracdo de alcalGides totais e o alcaldide isolado curina, o qual também é
um bisbenzil, semelhante a nossa molécula em estudo, possuem atividade antialérgica com
efeito antiinflamatorio corroborando assim com nossos resultados, pois essas moléculas
apresentam natureza quimica semelhante (RIBEIRO-FILHO, 2011).

A metilacdo natural da warifteina parece ndo potencializar o efeito anti
edematogenico da molécula, pois os dados mostraram que a metil-warifteina ndo foi capaz
de inibir e/ou manter a inibi¢cdo do edema induzido pelos diferentes agentes flogisticos.

Vaérios estudos com alcaldides tém demonstrado que estas moléculas possuem
importantes acGes antiinflamatérias (HIKINO et al., 1980; SEOW et al., 1989; TEH et al.,
1990; WONG et al., 1992; CHUNG et al., 2011; WANG et al., 2011; DA SILVA et al.,
2012). Como exemplos desses estudos os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos berbamina,
cefarantina e tetrandrina obtidos de plantas da familia Menispermaceae inibiram as funcdes
de neutrdfilos e mondcitos, incluindo locomocao, aderéncia e geragdo de ions superéxido.
Em adicdo, a tetrandrina inibiu a proliferacdo de linfécitos induzida por mitogeno, liberacdo
de histamina pelos mastdcitos, secrecdo de IL-1 por mondcitos humanos e a a¢do do PAF
em plaguetas (SEOW et al., 1986; SEOW et al., 1988; TEH et al., 1990). Posteriormente,
(WONG et al.,, 1992) Wong et al. (1992) demonstraram que tanto tetrandrina como
berbamina diminuiram os niveis de IL-1p, TNF-a e PAF em modelo de inflamagao aguda
em ratos e ambos os alcaloides foram capazes de reduzir o infiltrado celular
(polimorfonucleares) induzido por carragenina. Estes estudos demonstraram que esses
alcaloides bisbenzilisoquinolinicos apresentam efeito anti-inflamatorio via modulacdo de

moléculas e células inflamatorias.
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O edema esta ligado ao extravasamento de liquidos e proteinas para o tecido, nos
primeiros momentos da inflamacdo e logo ap6s ocorre a migracdo, da luz do vaso, de
células para o tecido inflamado. O &cido acético, quando administrado no peritbnio de
camundongos, provoca diretamente um aumento de ions H+ pelas células do endotélio, com
consequente contragcdo das células vasculares dependente da ativacdo de canais i6nicos
(YUAN, et al. 2012) e indiretamente a producdo de PGE2 produzindo e extravasamento do
soro para o tecido inflamado (SCHUMACHER, et al. 2010). Os alcaloides testados
reduziram a concentracdo de proteinas provavelmente pela reducdo na ativacdo dos canais
de Calcio e/ou de K+. Freitas e col (1996) e Assis e col (2013) demonstraram que a
warifteina foi capaz de inibir a ativacdo desses canais i6nicos. Portanto esses dados
corroboram com os anteriormente publicados sugerindo que o alcaloide da planta C.
sympodialis, warifteina, independente da metilagdo, interfere nos canais i6nicos
responsaveis pelo extravasamento de proteinas no modelo de peritonite induzida pelo &cido
acético.

A migracdo, pela luz do vaso, de células para o tecido inflamado pode ser avaliada
pelo modelo de peritonite induzido por zimosan, uma fragdo insolvel da parede celular de
leveduras que induz a desgranulacdo de mastocitos e ativacdo de macréfagos com liberagdo
de quimiocinas, citocinas pro inflamatorias, PAF, PGE e NO (RIDGER et al. 1997). Os
tratamentos com os alcaloides ndao reduziram o nimero de células no lavado peritoneal de
camundongos desafiados com o zimosan indicando, portanto que esses alcaloides ndo
interferiram na migracdo de macrofagos e, portanto liberacdo de agentes quimiotaticos e
mediadores da inflamacdo. J& quanto a desgranulacdo de mastdcitos o trabalho anterior de
Costa e col (2008) demonstraram que a warifteina inibe a desgranulagdo de mastocitos
sensibilizados com IgE-DNP-BSA e desafiados com DNP entretanto diminui a producédo de
NO de macrdfagos.

A inibicao da migracao de neutrofilos durante o processo inflamatorio agudo pode
ser modulada por varios alcaloides. A berberina diminuiu o processo inflamatdrio intestinal
induzido por LPS em camundongos BALB/c com clara reducédo de neutrdéfilos via a inibicao
da ativagdo do TLR4 (LI et al., 2011). Em adigdo, (ZHAO et al., 2010) demonstraram que 0
pré-tratamento de camundongos com neferina (alcaloide bisbenzilisoquinolinico) dimiuiu o
numero de neutrofilos e outras células e a atividade da mieloperoxidase. Cefarantina
também inibiu o acUimulo de neutréfilos induzido por LPS na cavidade pleural de
camundongos com inibi¢ao na expressao do NFkB (MURAKAMI et al., 2000; KUDO et
al., 2011). Resultado esse que ndo foram evidenciados no nosso estudo com os alcaloides

warifteina e metil warifteina.
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Portanto, o alcaloide warifteina apresentou efeito anti-edematogénico nos modelos
de inflamacdo induzida por agentes flogisticos e seu efeito parece estar associado a
receptores ligados a proteina Ga e consequentemente & inibicdo das MAP cinases.
Entretanto, parece que a metilacdo da molécula ndo interfere no sentido de potencializar o
efeito anti-inflamatorio. Estudos deverdo ser realizados para caracterizar 0s mecanismos de
acdo de ambos os alcaloides e identificar se a metilagdo natural da warifteina interfere ou

ndo em vias diferentes de sinalizacGes celulares.



52

CONCLUSAO



53

6. Conclusoes

Frente aos resultados obtidos nesse estudo concluimos que a warifteina, o alcaldide

bisbenzilisoquinolinico majoritério, presente no extrato da planta Cissampelos sympodialis

Eichl (Menispermaceae) possui efeito anti-edematogenica com:

1.

2
3
4.
5

Inibicdo do edema induzido por carragenina;
inibicdo da acdo da prostaglandina E2;
Diminuicdo da permeabilidade vascular;
Via independente da bradicinina;

N&o altera a migracdo celular para o sitio inflamado no modelo estudado.

A metilagdo natural da molécula ndo potencializou seu efeito.
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