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RESUMO

A planta Cissampelos sympodialis EICHL. (Menispermaceae) € uma planta
nativa da regido paraibana a qual é utilizada na medicina popular para
tratamento de diversas afeccdes inflamatdrias, como asma e rinite. Essa planta
apresenta varios metabdlitos biologicamente ativos como a warifteina, metil-
warifteina, milonina, entre outros. Dados preliminares mostram que metabdlitos
como wariftéina apresenta atividade anti-inflamatéria em modelo murino de
asma. O objetivo desse trabalho foi avaliar se a milonina, metabdlito de
Cissampelos sympodialis apresenta atividade anti-inflamatéria aguda. Para
isso, utilizou-se modelos animais de edema de pata induzido por agentes
flogisticos, analise histoldgica, choque anafilatico, scratching behaviour e testes
de atividade antinociceptiva, tais como, contorcbes abdominais e da placa
quente. O pré tratamento dos animais com milonina foi capaz de inibir de forma
significativa (p<0,05) o edema de pata induzido por carragenina no periodo
entre uma e duas horas enquanto que, no desafio com o composto 48/80, a
milonia foi capaz de inibir (p<0,05) o edema nos dois tempos avaliados isto €
30 e 60 min. A milonina a 2mg/kg foi capaz de proteger em 75% os animais da
morte induzida pelo composto 48/80 no teste de choque anafilatico. Na analise
morfolégica da pele dos animais submetidos ao comportamento de coceira
induzido pelo composto 48/80 observou-se a preservacdo das estruturas
epiteliais. Em adicdo, a milonina foi capaz de diminuir de forma significativa
(p<0,05), a nocicepcéo induzida por acido acético e placa quente um padréo de
inibicdo de dor inflamatéria. Diante disso esses dados sugerem que a milonina

apresenta atividade anti-inflamatéria aguda via inibicdo da acdo de mastdcitos.

Palavras-chaves: Cissampelos sympodialis, milonina, inflamacéo, mastécito.



ABSTRACT

Cissampelos sympodialis Eichl (Menispermaceae) is a native plant of Paraiba
region which is used in folk medicine to treat various inflammatory conditions
such as asthma and rhinitis. This plant has several biologically active
metabolites such as warifteine, methyl warifteine, milonine, among others.
Preliminary data show that warifteine exhibits anti-inflammatory activity in a
murine model of asthma. The aim of this study was to evaluate whether
milonina, metabolite of Cissampelos sympodialis has acute anti-inflammatory
activity. For this purpose, we used the model of paw edema induced by
phlogistic agents, histological analysis, anaphylactic shock reaction, scratching
behavior and antinociceptive activity tests such as writhing and hot plate. The
pretreatment of animals with milonina was able to inhibit significantly (p <0.05)
paw edema induced by carrageenan in the period between one and two hours
while the challenge with compound 48/80, the milonia was capable of inhibiting
(p <0.05) the edema at two times 30 and 60 min. The milonina at 2mg / kg was
able to protect 75% of animals from death induced by compound 48/80 in
anaphylactic shock test. The morphological analysis of the skin of animals
subjected to the itch behavior induced by compound 48/80 showed preservation
of epithelial structures. In addition, milonina was able to decrease significantly
(p <0.05), nociception induced by acetic acid and hot plate a pattern of the
inhibition of inflammatory pain. Thus, these data suggest that milonina has

acute anti-inflammatory activity via inhibition of mast cell action.

Keywords: Cissampelos sympodialis, milonine, inflammation, mast cells.
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1.0- INTRODUCAO
1.1 - O PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacdo se caracteriza como uma resposta fisiolégica complexa
que ocorre em tecidos vivo-vascularizados, contra produtos oriundos de
patdogenos, como os padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS),
como virus, bactérias, fungos, parasitas ou moléculas ou estruturas
moleculares liberadas ou produzidas por células sob estresse que geram danos
teciduais como os padrbes moleculares associdos a danos (DAMPSs), como as
proteinas de choque térmico e, se caracteriza pela saida de liquidos e células
dos vasos para o tecido lesado podendo culminar com a restauracao do tecido
(MEDZHITOV, 2010).

Os sintomas clinicos da inflamacgdo foram definidos pela primeira vez
pelo médico romano Cornelius Celsus no século I. Estes sintomas vieram a ser
conhecidos como os quatro sinais cardinais, ou clinicos, da inflamacao: rubor,
tumor, calor e dor (MEDZHITOV, 2010). No entanto, o quinto sinal cardinal,
perda da funcao, foi adicionado por Rudolph Virchow, 18 séculos depois, em
1858, em seu livro Cellular Pathologie (MEDZHITOV, 2010).

Os eventos inflamatérios podem ser divididos em padrdes agudo e
cronico. A inflamacdo é considerada aguda quando apresenta duracao
relativamente curta e é auto limitada podendo durar minutos, horas ou alguns
dias, e é caracterizada por vasodilatacédo, exsudacao de liquido plasmatico rico
em proteinas e migracdo de células para o local da lesdo. Ja a inflamacéao
crdnica apresenta maior tempo de duracao e esta histologicamente associada
a presenca de linfocitos e de macréfagos, angiogénese (proliferacdo de vasos
sanguineos), fibrose e necrose tecidual (SHERWOOD, E. R;TOLIVER-KINSKY,
2004).

Uma grande variedade de eventos, incluindo danos mecanicos,
infeccdes, lesdes quimicas, queimaduras, radiacdo e injuria tecidual, podem
induzir a inflamacdo aguda (SCHMID-SCHONBEIN, 2006), a qual tem um
papel fisioldégico importante na defesa do hospedeiro levando ao processo de

reparo tecidual, que pode ser regeneracdo ou cicatrizacdo levando a
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homeostasia tecidual. Porém, quando esse processo € exacerbado pode levar
a lesdo tecidual e evoluir para um processo crbénico, podendo ocasionar varias
doencgas, como: cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, pulmonares,
neuroldgicas, entre outras (PORTH, 2010). Para que isto ndo ocorra, €
necessario controlar o processo inflamatério a tempo, pela eliminacdo ou
parada dos eventos que acontecem nesse processo, como o infiltrado celular
que geram produtos potencialmente toxicos e a vasodilatacao.

O processo inflamatério agudo € iniciado a partir da ativacdo de células
teciduais (macrofagos) e migratorias (neutrdéfilos). Células fagociticas incluindo
macrofagos teciduais, neutrofilos e mondcitos circulantes desenvolvem
importante papel na resposta inflamatéria aguda. Estas células produzem os
mediadores pré-inflamatérios (MATZINGER, 1994) os quais atuam localmente
e/ou sistematicamente colaborando para o aparecimento dos sinais cardinais
caracteristicos do processo inflamatério agudo os quais podem ser
acompanhados ou ndo da perda de funcdo do tecido ou 6érgdo afetado
(ROCHA e SILVA, 1994). Estes, sdo gerados no local da lesédo tais como, o
Fator de Necrose Tumoral (TNFa), a Interleucina-1beta (IL1B), prostaglandinas
(PGs), cininas e componentes intracelulares, como o ATP (trifosfato de
adenosina), além de citocinas, tais como interferon-y (IFN-y), IL-6, IL-12, entre
outras. (VESTWEBER, 2015).

Os vérios 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 producédo de
glicocorticoides, alteracbes metabdlicas e das concentracdes plasméaticas de
metais como ferro, cobre e zinco. Esta resposta sistémica é denominada
reacdo de fase aguda e nessas situacOes pode-se observar que o sistema
nervoso central e imune estao funcionalmente conectados e integrados, ja que
nessa fase as citocinas produzidas no sitio inflamatorio interagem com o
sistema nervoso central, gerando por exemplo, febre, a qual é resultante da
acdo de citocinas como a IL-1B8 e do TNF-a no hipotalamo (MOON et. al.,
2014).



21

1.2 - ASPECTOS CELULARES E MOLECULARES NA INFLAMACAO
AGUDA

O conjunto de células que migram para o sitio inflamatério agudo
durante o processo inicial da inflamacdo é constituido principalmente de
neutrofilos e de monécitos (INGERSOLL et al., 2011).

Os neutr6filos, em humanos, constituem cerca de 50-70 % dos
leucécitos no sangue periférico e circulam por cerca de 10 horas e depois
morrem. Eles patrulham os vasos sanguineos e, na presenca dos sinais
inflamatorios, os neutréfilos deixam de circular e migram para os tecidos
inflamados pelo processo de diapedese ou transmigracdo, sendo as primeiras
células a extravasarem para os sitios inflamatérios (CHOI et al., 2009). Os
neutroéfilos, juntamente com eosinofilos e basdfilos, pertencem ao grupo de
leucocitos denominados granulocitos, uma vez que contém granulos
intracelulares. Os neutréfilos sdo também chamados de polimorfonucleares
(PMN), devido ao seu nucleo segmentado ser dividido em vérios I6bulos
(PORTH, 2010).

A migracdo e acumulo continuo de neutréfilos nos tecidos é uma
caracteristica de condi¢bes inflamatérias agudas e crdnicas, tais como
glomerulonefrite, doenca inflamatdria intestinal, vasculite autoimune, dermatite
e artrite reumatoide (LARSEN et al., 2009).

Os mondcitos ao chegarem nos tecidos extra vasculares se diferenciam
em macrofagos ou células dendriticas inflamatorias, por isso, estas células sao
comumente denominadas derivadas de mondcitos (GEISSMANN et al., 2010).
A diferenciacdo dos mondécitos em macréfagos é influenciada por eventos de
adesdo durante o extravasamento e por mediadores presentes no sitio
inflamado (SUDHAKARAN et al, 2007). Essas células, em humanos,
correspondem cerca de 5 a 10 % dos leucdcitos periféricos circulantes e se
desenvolvem na medula éssea, circulam no sangue periférico e migram para o
tecido inflamado mediante a presenca de estimulos tais como a quimiocina
CCL-2 ou proteina-1 quimiotatica do mondcito (MCP-1) (CHOI et al., 2009).

No processo inflamatério, os macrofagos inflamatérios possuem trés
funcdes principais: fagocitose, apresentacdo de antigenos e imunomodulacéo
por meio da producdo de vérias citocinas e fatores de crescimento,

desempenhando papeis fundamentais na iniciagdo, manutencéo e resolugao do
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processo inflamatério como a fagocitose de restos celulares e proteicos
somados a secrecao de citocinas como o Fator Transformador do Crescimento
(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 progressao da lesao, isolando a
area e evitando a disseminacdo do agente infectante ou de produtos celulares
toxicos aos tecidos. Uma vez a inflamacao sendo resolvida, a funcédo tecidual é
restaurada ao normal levando o tecido a homeostase. Contudo, caso o agente
infeccioso ou os produtos celulares continuarem presentes desenvolver-se-a
uma inflamagé&o crénica (MONTELEONE, 2011).

Em paralelo a essas células que migram, existem no tecido conjuntivo
células fixas que sdo importantes no processo inflamatério como os mastécitos,
0S quais apresentam distribuicdo ampla e encontram-se predominantemente na
interface entre o individuo e o ambiente externo, ou seja, nas mucosas e pele.
Sua maturacao, fenétipo e funcdo sdo consequéncias diretas do microambiente
local e tém uma influéncia marcada em sua capacidade de reconhecer e
responder especificamente a varios estimulos pela liberacdo de uma série de
mediadores biologicamente ativos (MARSHALL,. 2004). Essas caracteristicas
permitem que mastocitos sejam células que atuem tanto como primeiros
“guardas” em situacfes prejudiciais, bem como para responder a mudancas em
seu ambiente pela comunicacdo com uma variedade de outras células
implicadas nas respostas fisiologicas e imunolégicas, liberando varios
mediadores (METZ M, et. al., 2008).

1.3- VISAO GERAL DOS MASTOCITOS

Descrita pela primeira vez por Paul Ehrlich em 1878, os mastocitos
foram considerados, na sua maior parte, como células efetoras em processos
alérgicos, particularmente as fases precoces (sensibilizacdo) e agudas das
reacOes alérgicas. As primeiras pesquisas sobre essas células dependiam de
recursos morfologicos para identificar e mostrar a sua distribuicao e localizacéo
em estados fisiolégicos e patoldgicos. As caracteristicas dessa ceélula foram

identificadas gradualmente por Ehrlich, como a metacromasia e a presenca de
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granulos, que estavam relacionados com nutricdo dos tecidos circundantes. Em
1937, Holmgren e Willander observaram pela primeira vez que os tecidos que
exibiam um grande numero de "Ehrlichschen Mastzellen" (mastécitos)
possuiam altas concentracbes de heparina. Os 15 anos seguintes
testemunharam o estabelecimento de uma relacdo entre o mastécitos,
histamina, e anafilaxia, o qual foi suportado pela descoberta de que a histamina
estava presente em mastocitos (RILEY E WEST, 1952) e que essas
substancias, histamina e heparina, eram lancadas juntas nos tecidos durante
choque anafilatico (ROCHA E SILVA 1947).

Em 1967, Ishizaka e Ishizaka identificaram a IgE como o anticorpo capaz
de desencadear respostas de hipersensibilidade imediata. Posteriormente,
verificou-se que a IgE era capaz de mediar a liberacdo de histamina e outras
substancias a partir de mastdcitos do tecido sensibilizado (ISHIZAKA et al.
1970). Essas descobertas abriram o caminho para que os mastécitos se
tornassem famosos por seu papel na hipersensibilidade imediata do tipo |.

A origem de mastdcitos foi um mistério sem solucdo por décadas. A
maioria das outras células hematopoiéticas sdo liberadas no sangue em um
estado maduro identificavel. No entanto, os mastécitos sdo células derivadas
da medula déssea, a partir de mastécitos pro-genitores (MCP-mast cell
progenitor), 0os quais passam por uma série de transformacdes até se
transformar em uma célula adulta, que expressa o receptor CD117(c-Kit),
seguido do FceRI (DAHLIN E HALLGREN, 2015).

Os estudos realizados em roedores, primatas e humanos indicaram que
muitos aspectos do desenvolvimento de mastdcitos e sua sobrevivéncia sao
criticamente reguladas pelo fator de células estaminais (SCF —stem cell factor),
além da participagdo da tirosina como ligante em receptores expressos na
superficie de mastocitos que levam a proliferacdo dessas células
(WEDEMEYER, 2000).

Outras citocinas e fatores de crescimento que regulam o desenvolvimento
de mastécitos e sua diferenciacdo incluem IL-3, IL-4, IL-9 e IL-10. Os
mastocitos comecam a expressar 0 receptor de alta afinidade para a
imunoglobulina E (FceRlI) no inicio de seu desenvolvimento (GALLI S., 1999).

Os mastdcitos derivam de células pluripotenciais da medula éssea que

expressam o0 antigeno CD34 (FRANCO, et. al, 2010) e iniciam sua
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diferenciacdo sob a influéncia do fator de células tronco - células estaminais
(SCF) e da IL-3 (DAHLIN, et. al., 2012, 2013) de uma linhagem distinta dos
mondcitos e macrofagos e dos precursores dos granulocitos (SCOTT et. al.,
1994). Em mastécitos murinos e humanos a aquisicdo de receptores de
superficie e componentes intracelulares que caracterizam essas células como
maduras ou totalmente diferenciadas, ocorre por um processo gradual
realizado principalmente pelo SCF que se liga ao receptor tirosina-quinase c-kit
expresso na membrana dos mastécitos (WEDEMEYER e GALLI, 2000). O SCF
€ produzido por células endoteliais, fibroblastos e células epiteliais e age em
conjunto com diversas citocinas (ARINOBU, et. al., 2005) como IL-3, IL-4, IL-9,
IL-10 e fator de crescimento neural (NGF, nerve growth factor) (METCALFE, et.
al., 1997). Os mastdcitos sdo expostos continuamente ou sequencialmente a
esses fatores de crescimento (GALLI, 1999). Além de expressarem o receptor
c-kit, os mastoécitos expressam FceRl e FcyRI/III nos estagios iniciais de
desenvolvimento antes de exibirem a maturacdo granular completa para serem
reconhecidos morfologicamente (METCALFE, et. al., 1997).

Os precursores dos mastocitos migram da circulagcdo para os tecidos
periféricos, onde se relacionam intimamente com vasos sanguineos e linfaticos,
nervos periféricos e superficies epiteliais (COLLMANN , et. al., 2013). Nesses
locais, expressam o fenoétipo final sob a influéncia do SCF e outras citocinas
localmente produzidas como IL-3, IL-4, IL-9 e IL- 10 (METCALFE, et. al., 1997).
A maturacdo dos mastécitos € altamente dependente dos fatores
microambientais produzidos pelos tecidos nos quais eles residem (METCALFE,
et. al., 1997).

Os mastdcitos sdo encontrados particularmente em torno dos vasos
sanguineos, em estreita proximidade com o0s nervos periféricos, e sob
superficies epiteliais que estdo expostos ao ambiente externo, tais como
agueles dos sistemas respiratorio e gastrointestinal e da pele (BENOIST E
MATHIS, 2002).

Os mastécitos de roedores podem ser classificados com base em
diferencas fenotipicas em: mastocitos do tecido conjuntivo, isto €, pele e
cavidade peritoneal e mastocitos da mucosa, isto &, células da lamina propria
intestinal (METCALFE et al., 1997). Ambos os subtipos de mastécitos diferem

na sua funcéo.
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Da mesma forma mastocitos humanos também podem ser categorizados
em dois diferentes subtipos, dependendo da presenca de diferentes proteases
e granulos (IRANI et al., 1986), os quais compreendem 0 componente muito
importante de granulos de mastocitos para a sua medicdo quantitativa (ou seja
proteases neutras associada a granulares sdo encontradas apenas em
mastocitos) (HOLOGATE et al, 1988; METCALFE et al, 1997). Assim, o0s
mastécitos humanos diferenciam-se no seu teor de protease e podem ter
diferentes niveis de varias proteases (ou seja, triptase, quimase, ou a
carboxipeptidase) (SCHWARTZ et al, 1993; PEJLER et al, 2009).

Células contendo apenas triptase sdo denominadas de MCT ao passo
que 0s mastdcitos com Unica quimase sdo chamadas de células MCC e
mastoécitos tanto com triptase como quinase sdo conhecidos como MCTC. MCT
sdo particularmente abundantes em septos alveolares de pulmbes e na
mucosa do intestino delgado, enquanto MCTC estdo presentes em grande
guantidade especialmente na pele e na submucosa do intestino delgado
(SCHWARTZ et. al, 1993; VLIAGOFTIS e BEFUS, 2005). No entanto, o MCC
foi identificado como terceiro tipo de mastdcito e esta localizado principalmente
na submucosa e mucosa do estdbmago, submucosa intestinal e mucosa do
cllon (IRANI E SCHWARTZ, 1994).

Mastocitos sdo frequentemente caracterizados pela sua capacidade de
liberarem uma grande variedade de mediadores importantes com uma
diversidade de atividades bioldgicas ja descritas (MOON, 2014). As descargas
regulares de peptideos, aminas, lipidios, e até mesmo alguns gases dependem
de vérias vias moleculares: na via principal ocorre liberagdo de grandes
vesiculas (granulos) por exocitose regulada (desgranulacdo); outras vias
dependente da sintese de novo de mediadores que envolvem um complexo
trafego de vesiculas de reciclagem, incluindo a secrecdo constitutiva, via
exosomal e endossomais; e outras vias secretoras que ndo sao dependentes
de vesiculas ou por¢des ligadas a membrana, por exemplo, gases tais como o
oxido nitrico (NO) que séao liberados por difusédo, ja os mediadores lipidicos a
partir de corpos lipidicos, que sao liberados pela compatibilidade de
membranas (LANCASTER, 1997).

A exocitose constitutiva dos granulos ocorre na auséncia de estimulos e o

trafico de vesiculas secretoras para a membrana plasmatica pode ocorrer
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durante todo o tempo de vida de uma célula (LACY, 2011). Entretanto, a
exocitose regulada, ou por estimulo, ocorre depois de um estimulo claramente
definido, quer por alteragdes no ambiente extracelular, como: temperatura
(MORI, 2000), pH (ALFONSO, 2000), a radiacdo (MULLER, 2011), a
osmolaridade (GULLIKSSON, 2006) ou de uma ligacdo e ativacao de receptor
(WERNERSSON, 2014).

Os granulos citoplasméticos dessas células sao elétron densos e contém
aminas biogénicas (histamina, serotonina) (SCHWARTZ, et. al.,1981), serina e
varias outras proteases, por exemplo, triptases, além de membros da familia
S1 (serinas) (PRSS) (STRIK, et. al., 2007), quimase-1, captepina G, granzima
B, e carboxi peptidase (MILLER, et. al.,, 1989; STRIK, 2007); enzimas
lisossomais como a B-glucuronidase (SCHWARTZ, et., al., 1981), B-
hexosaminidase (B-hex) (SCHWARTZ, et., al., 1981), aril sulfatases
(SCHWARTZ, et. al., 1981) além de algumas citocinas como o TNF
(OLSZEWSKI, et. al., 2007), a IL-4 (WILSON, et. al., 2000), o SCF (DE
PAULIS, et. al., 1999); proteoglicanos de heparina [(METCALFE, 1979), e
sulfatos de condroitina (METCALFE, 1979)]. Essas células sdo capazes de
superar o grande obstaculo termodindmico de armazenar altas concentracées
desses mediadores na forma de granulos, aprisionando-os em uma matriz de
gel composta por sulfatos anidénicos de condroitina e heparina (UVNAS, 1992).

A biogénese dos granulos dessas células envolve fusdo regulada de
varias unidades de pequenos granulos (pequenas unidades de granulos)
(HAMMEL, et. al., 1985). Essas unidades iniciam a formag&o desses granulos
na regido externa do complexo de Golgi (trasn-Golgi), e a fusdo de granulos se
da na regido exterior do Golgi formando pro-granulos que irdo ganhar volume
no citoplasma da célula formando granulos maduros. Os pro-granulos sao
multiplas unidades de granulos (ou seja, o volume de pro-granulo é trés vezes
maior que a unidade do granulo, e a unidade do granulo maduro é trés vezes o
gue a do pro-granulo).

Varias proteinas estdo envolvidas na sintese e maturacdo dos granulos
dessas células, entre elas: Rab GTPase, onde a Rab3d e Rab5 estédo
envolvidas na fusdo de granulos imaturos no complexo de Golgi (AZOUZ, et.
al., 2014). Os lisossomos também apresentam uma fungdo importante no

controle da fusdo desses granulos onde, quando a fusdo dos granulos néo
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ocorre da maneira correta, forma-se granulos gigantes nos mastocitos,
conhecidos como sindrome de Chediak—Higashi (DURCHFORT, et. al., 2012)
considerada uma imunodeficiéncia.

Outras proteinas como as Synaptotagmins, que sdo um grupo formado
por 15 proteinas de membrana, tem papel importante na maturacdo dos
granulos dos mastécitos. Um estudo com células RBL mostrou que quando
administrado anti- synaptotagmins em animais, esses apresentavam granulos
largos, prejuizo na maturacdo dos granulos, além de levar esses granulos a
vias de reciclagem biologica ao invés da maturacédo (GRIMBERG, et. al., 2003).
Por outro lado, a familia de proteinas Granin, primeiramente descrita em
células neuroenddcrinas, também séo importantes na biogénese e maturagao
dos granulos dos mastécitos. Uma proteina dessa familia, a secretogranin lll,
por exemplo, estd presente em granulos de mastécitos, durante a
desgranulacdo, os niveis dessa proteina se esgotam levando a ativacao de
genes para sintese de novos granulos (PRASAD, et. al.,, 2008). Embora a
funcdo biolégica desta familia de proteinas ndo esteja ainda bem
compreendida, elas estdo envolvidas no sequestro de colesterol, interagdo com
chaperonas de proteinas granulares, servem como precursores de granulos e
funcionam com proteinas tamponantes de célcio. E possivel que algumas das
suas muitas funcdes sejam necessarias para controlar a fusdo dos pré
granulos e, assim, ajudar a sua maturacao dos lisossomos.

Alguns mediadores presentes nos granulos como a histamina e
proteoglicanos, como serglicina também sdo componentes importantes no
processo de maturacdo dos granulos. Por exemplo, camundongos knockout
para serglicina tém granulos de secrecao funcional, mas eles apresentam
defeito na formacdo do nucleo denso (HENNINGSSON, et. al., 2006). Em
adicdo, células com essas caracteristicas tornam-se resistentes a apoptose
(MELO, et. al., 2011). Por outro lado, a falta de histamina ou de enzimas que
controlam sua sintese altera a morfologia e conteddo de granulos.
Camundongos knockout para histidina carboxilase mostraram granulos
morfologicamente anormais e contendo menos proteases e heparina
(NAKAZAWA, et. al., 2014). Esta alteracdo ocorre principalmente devido a
infra-regulacdo de genes que codificam os granulos das proteases e enzimas

envolvidas na biossintese da heparina. Curiosamente, agonistas do receptor de
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histamina H4 ou a aplicacdo exdgena de histamina restauram a maturacao
desses granulos. Portanto, a histamina provavelmente influencia os primeiros
passos na maturacdo dos granulos, mas tem um papel pequeno na
manutencdo da integridade dos granulos formados totalmente maduros. Por
fim, componentes da familia de proteinas adaptadoras que sdo proteinas que
podem ligar-se a cauda citosdlica de proteina trans-membranares, facilitando a
sua entrada em vesiculas de brotamento, foram identificadas em células
pancreaticas onde os pro granulos sao cobertos por clatrina para que ocorra a
fusdo e formacédo de granulos maduros, porém isso sO acontece na presenca
dessa familia de proteinas (BONNEMAISON, et. al., 2013).

1.4 - MASTOCITOS E O PROCESSO INFLAMATORIO

Semelhante a células dentriticas, 0os mastocitos estdo entre as primeiras
células do sistema imunoldgico a interagir com 0s antigenos, toxinas e agentes
patogénicos. Em adicdo a sua distribuicdo, essas células expressam na sua
superficie varios receptores que sdo capazes de detectar sinais potencialmente
nocivos que permitem que as outras células do sistema imune respondam
rapidamente e de forma adequada via a liberacdo de mediadores pré-
armazenados e neo-sintetizados. Os mastocitos podem reconhecer patégenos
por diferentes mecanismos, incluindo ligagcéo direta de PAMPs ou DAMPs aos
receptores de reconheciento padrdao (PRRSs), ligacdo de anticorpos aos
receptores para porcdo Fc ou pela ligacdo de patégenos opsonizados com
proteinas do complemento aos receptores dessas opsoninas (HOFMANN E
ABRAHAM 2009). O padrdo de expressdao desses receptores varia
consideravelmente entre os diferentes subtipos de mastdcitos. TLRs (toll-like
rececptors, 1-7 e 9), receptores para complemento, entre outros, sao
responsaveis pela ativacdo da resposta inata em mastécitos (MARSHALL,
2004; METZ, et al 2008;. FUKUDA et al.2013; GRAHAM et al. 2013).

A ativagdo dessas células ocorre por diferentes tipos de agente, como por
exemplo: bactérias (ABRAHAM, et. al., 2010), virus (DAKHAMA, et. al., 2004),
fungos (KULKA, et. al., 2004), parasitos (ARTIS, et. al., 2000), toxinas
(BEGHDADI W., et. al., 2011) entre outros agentes, como 0 composto 48/80
que é conhecido por ser um potente agente indutor capaz de liberar
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seletivamente a histamina dos mastocitos por um processo de desgranulacéo
exocittica, primariamente de ceélulas mastocitarias, com a subseqiente
deplecdo de histamina tecidual (PATON, 1951; NIEMEGEERS, et. al., 1978;
BRONNER et al.,, 1987). Porém, a ativacdo via IgE ainda continua sendo a
mais estudada (WENERSSON E PEJLER, 2014). A ativacdo dessa célula leva
a liberacdo de mediadores inflamatérios, que contribuem para a propagac¢éo do
sinal inflamatério e também aciona respostas imunes adaptativas quando
necessario.

A desgranulacdo envolve multiplos eventos de fusdo de membrana,
incluindo tanto de fuséo granulo-granulo como a fusao dos granulos com a
membrana plasmética (TIWARI, 2008). Tais eventos s&o crucialmente
dependentes da interacdo entre varias v-SNARE que estdo presentes no
granulo das membranas e t-SNAREs que estdo presentes sobre a membrana
alvo (ou na membrana plasmatica ou na membrana de outro granulo)
(SANDER, 2008).

Quando este evento ocorre, muitos mediadores com diversas funcgoes,
entre elas inflamatoérias, sé@o liberados para os tecidos, o0s quais estdo

mostrados na tabela abaixo.

Caracteristicas e Fun¢des dos Granulos dos Mastécitos

Constituinte Caracteristicas Funcéao
Principais

Proteases Especificas de Mastécitos

Triptase Serino proteinase Pro-Inflamatoéria
Quimase Serino proteinase Pro-Inflamatoria
Carboxipeptidase Metaloproteinase Protec&o contra toxinas

Proteases Nao-Especificas de Mastécitos

Catepsina G

Metaloproteinase

Antibacteriana

Granzima B

Serino proteinase

Anti-apoptética

Metaloproteinase IX

Metaloproteinase

Formacao da matrix
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Proteinas associadas a fusdao de membrana

VAMP2, VAMP3, VAMP7 | v-SNAREs Degranulacgéo
e VAMPS8
Syntaxin 3 t-SNAREs Degranulacéo
Synaptotagmin Il e Proteina adaptadora Sensor de calcio

synaptotagmin Il

para fusédo da membrana

MHC I Apresentacao de Ativacao de células
antigenos extracelulares
Aminas Bioativas
Histamina Presente em TODOS os | Vasodilatacdo, aumento
tipos de mastacitos de permeabilidade
vascular
Serotonina Presente em altas Neurotransmissor
concentragdes em
mastéctios de roedores
Dopamina Baixas concentracdes Neurotransmissor
Citocinas e Fatores de Crescimento
TNF-a Primeira citocina liberada Inflamatéria
IL-4 Liberada pelo crosslink | Polarizar resposta TH2
de IgE
VEGF Liberada pelo crosslink Angiogénese
de IgE
IL-5 Presente no citoplasma Aumento de eosindfilo
IL-6 Presente no citoplasma Inflamatoria
IL-15 Associada aos granulos | Supresséo da atividade
porém, ndo liberada bactericida do mastdcito
TGF-B Liberada durante a Atividade fibrotica
degranulacao
Proteoglicanas
Serglicina Alta  expressdo em | Estocagem das aminas

mastocitos

vasoativas
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Enzimas lisossomais

B-hexosaminidase Enzima presente na Regulagéo da fungao

degranulacao da célula normal do lisossomo

Tabela 1 adaptada de Wernersson S. e Pejler G., 2014.

Em meados de 1990 foi demonstrado, em mastocitos de roedores, a
producao de citocinas pro-inflamatorias em resposta a LPS (lipopolissacarideo)
sem que houvesse a desgranulagdo (LEAL-BERUMEN,1996). Desde entdo,
uma grande variedade de produtos associados de organismos patogénicos
incluindo CpG (oligodesoxinucleoétidos), toxina colérica (LEAL-BERUMEN,
1996) e componentes da parede celular de leveduras, como o zimosan, tém
mostrados induzir a expressdo seletiva de citocinas sem induzir a
desgranulacdo. Varios agentes patogénicos, incluindo o virus da dengue
(MARSHALL, et. al., 2003) e bactérias como a Pseudomonas aeruginosa (LIN,
et. al., 2002, 2003) tém apresentados efeitos semelhantes e, essas
observacgfes levaram a uma reavaliacdo do potencial do mastdcito como célula
participante na defesa do hospedeiro a qual tem sido eficaz, particularmente
contra organismos que nao induzem completa degranulagéo.

Recentemente, observou-se que as citocinas e quimiocinas liberadas
pelos mastocitos induzidas em resposta aos agentes patogénicos, sao
altamente seletivas. Por exemplo, anticorpos especificos para virus, como o da
dengue, levam a producdo de pequenas quantidades de IL-1B8 e IL-6 (KING,
2002). Esse perfil de secrecéo de citocinas pode contribuir para a ativacdo de
células endoteliais e o recrutamento seletivo de células T. Em contraste, as
células tratadas com P. aeruginosa produzem grandes quantidades de CCL20,
IL-1a, IL-1B8, CXCL8 e GM-CSF, mas nao produzem quantidades significativas
de CCL5 (LIN, et. al.,2003). Tal resposta € esperada para promover 0
recrutamento e aumento de sobrevivéncia de neutrdéfilos locais, bem como o
recrutamento e indugdo da maturacéo de células dendriticas imaturas (DCs).

Estudos de produtos especificos de patdgenos e seus receptores estao
permitindo definir as vias pelas quais essas respostas seletivas ocorrem. Por
exemplo, em estudos recentes com mastdcito humano, em resposta mediada
por TLR2, ativado por moléculas de S. aureus ou zimosan demonstrou-se que

essa ativacao induz quantidades substanciais de citocinas pro-inflamatorias e
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leucotrienos com pouca ou nenhuma liberacdo de granulos pré-formados, ou
seja, com pouca desgranulacdo. Em contraste, um polipeptideo, o tri-
palmitoilado, que se liga a heterodimeros de TLR1-TLR2 induz desgranulagéo
e a producao de consideravel quantidade de IL-18 e GM-CSF, sem producéo
mensuravel de leucotrienos (ZHU, 2001). Esta capacidade de mastocitos em
responder seletiva e rapidamente a patdégenos esté relacionada com a resposta
imune do hospedeiro e, compreender esses mecanismos moleculares podera
proporcionar importantes oportunidades para modificar respostas imunitarias
com adjuvantes ou imunoterapias.

Os mastocitos ainda apresentam receptores para varias citocinas,
desempenhando um papel intermediario entre a resposta imune inata e
adaptativa (SHEA-DONOHUE, et. al.,, 2010). Mastécitos também se
comunicam tanto com células T como células B. A producéo de IL-12 e TNF-a
por mastocitos ativados por LPS, via TLR4, facilita o desenvolvimento do peffil
de resposta imune Thl (VOSSKUHL, et. al., 2010), apoiando um papel
regulador de mastdcitos na imunidade.

As células imunes, incluindo mastécitos, sdo controladas, em parte,
por sinais positivos e negativos envolvendo antigeno ou moléculas produzidas
pelo organismo. Perda de sinais inibitérios pode contribuir para o
desenvolvimento da inflamacdo promovendo véarias doencas autoimunes ou
reacoes de hipersensibilidade imediata podendo culminar com reacdes de
choque anafilatico (RABENHORST A, et. al., 2012). Uma parcela de mastécitos
apresenta receptores de inibicdo baseado em tirosina (residuos ITIM)
considerados como parte da superfamilia de receptores inibitérios. Estudos
recentes mostram que c-kit pode ser regulado negativamente por ligacdo de
CD72 (Lyb-2), um receptor transmembranar da familia das lectinas de tipo C
(KATAOKA, 2010). Em adicdo, descobertas recentes mostraram 0 receptor
inibitério da alergia (allergin-1) presente nos mastécitos humanos (HITOMI, et.
al.,2010) demostrando assim, mais uma vez, seu papel modulador na resposta

imune.
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1.5 - ALCALOIDES: IMPORTANCIA FARMACOLOGICA

As plantas medicinais correspondem as mais antigas armas utilizadas pelo
homem no tratamento de enfermidades (MARTINS, et. al., 1995). Estas séo
constituidas de moléculas quimicas conhecidas como metabdlitos secundarios,
responsaveis pelas atividades farmacologicas. Entre o0s metabolitos
secundarios conhecidos, existem os alcaloides, que sdo um grupo heterogéneo
de substéancias nitrogenadas (SIMOES, et al., 2010)

Vérias atividades farmacoldgicas ja foram descritas para os alcaloides,
entre elas, ansiolitica como a annomontina, e liriodenina (CHANG, et. al.,
2004), anti-emética como a atropina (CARVALHO, et. al., 1999), analgésica
como a morfina (Yesilyurt et al, 2015), anti-inflamatéria como a warifteina e
curina (LIMA, et. al., 2015; LEITE, et. al., 2014), entre outras.

No tocante a atividade anti-inflamatoria, varios alcaloides se destacam,
entre eles, a curina, oriunda da Chondrodendron platyphyllum, inibiu
significativamente a formacdo de edema da pata, diminuindo a permeabilidade
vascular e reduzindo a resposta de contorcdo abdominal induzida por &cido
aceético (LEITE, et. al., 2014). A caulerpina, presente em Caulerpa racemosa,
reduziu a peritonite induzida por carragenina diminuindo significativamente o
recrutamento de células para o peritbheo (DE SOUZA, et. al., 2009). A
pilocarpina, oriunda de Pilocarpus microphyllus, reduziu a ativacdo da microglia
e a producéao de interleucina-1p (IL-1B) e fator de necrose tumoral-a (TNF-a) no
hipocampo e no cértex adjacente, tendo assim atividade anti-inflamatoria
(WANG, et. al., 2015).

Um alcaloide utilizado na clinica, a morfina, oriunda de Papaver
somniferum, reduziu a hiperalgesia. Em animais tratados com a morfina
observou-se diminuicdo do numero de macrofago sugerindo envolvimento da
morfina na deplecdo de macréfagos e reducdo do quadro inflamatério. A
morfina também induziu 0 aumento da expressao de gene enddgeno opidide,
proencefalina, e a diminuigdo da citocina pro-nociceptiva, interleucina-13. Por
outro lado, a ciclooxigenase (COX-2), produzida principalmente a partir de
macrofagos periféricos em estados de inflamacédo aguda, foi regulada na fase
inicial em locais com injecdo de morfina (GODAI, 2014).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yesilyurt%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25917322

34

Outro alcaloide, a warifteina, oriunda de Cissampelos sympodialis Eichl, a
mesma planta a qual a milonina € obtida, inibiu a migracdo de neutrofilos
induzida por caseina para a cavidade peritoneal, mas nao inibiu a mobilizacao
de neutrofilos na medula 6ssea. Além de diminuir a aderéncia de neutrofilos e a
migracéo in vitro o alcaloide apresentou o efeito de diminuir a adesao celular
com o envolvimento das moléculas de adesédo P e E-selectina presentes nas

plaguetas e endotélio (LIMA, et. al., 2015).

1.6 - CISSAMPELOS SYMPODIALIS EICHL. (MENISPERMACEAE)

A planta Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae) € endémica
no Nordeste brasileiro (BARBOSA-FILHO, AGRA e THOMAS, 1997)
apresentando os nomes populares de milona, abuteira ou orelha de onca. As
suas raizes sdo utilizadas, em forma de maceragdo, pela medicina popular
para o tratamento de diarreias, doencas do trato geniturinario e doencas do
trato respiratério tais como: asma, influenza e bronquite (CORREIA, 1984).

Ensaios farmacolégicos demonstraram que o extrato hidroalcodlico das
raizes de Cissampelos sympodialis (AFR- alcoholic fraction from roots)
apresentou acao espasmolitica na musculatura lisa de traqueia de cobaias
sensibilizados com ovalbumina (OVA) (THOMAS et al., 1995).

Posteriormente, foi demonstrado que o AFL (alcoholic fraction from the
leave) inibiu a resposta proliferativa de células esplénicas de camundongos
BALB/c (PIUVEZAM et al., 1999; ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2003a), a
proliferacdo de linfécito B e a producao de IgM, quando essas células foram
estimuladas com lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ou com anticorpo anti-IgM
(ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2003b), demonstrando que o extrato das folhas
da planta interfere na atividade imunolégica e que apresenta potencial contra
doencas relacionadas, estimulando a continuidade da pesquisa.

Em paralelo aos estudos na area de imunofarmacologia foram realizados
estudos na area de fitoquimicos que descreveram o isolamento, identificacéo e
caracterizacdo dos compostos dos extratos de Cissampelos sympodialis.
Dentre eles estdo os alcaloides bisbenzilisoquinolinicos - warifteina e metil-
warifteina, o alcaloide morfinanico - milonina e o alcaloide aporfinico- laurifolina
(BARBOSA-FILHO, AGRA e THOMAS, 1997). O alcaloide roraimina, do tipo
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bisbenzilisoquinolinico, foi isolado posteriormente (DE LIRA et al., 2002),
demonstrando que a maior parte de metabdlitos secundarios presentes nos
extratos de C. sympodialis sdo representados por alcaloides.

A warifteina (W) apresenta peso molecular de 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 proporgéo nos extratos
hidroalcodlicos das raizes e das folhas da planta Cissampelos sympodialis
(BARBOSA-FILHO, AGRA e THOMAS, 1997; MARINHO et al., 2012) o que
justifica a sua escolha como um marcador molecular, pré-requisito para a
producdo de um fitoterpico a partir de um extrato padronizado (MARINHO,
2012; RESOLUCAO-RDC N°- 48, DE 14 DE MARCO DE 2004).

A warifteina demonstrou ter ampla atividade farmacoldgica, dentre elas:
blogueadora 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 modificacdo do metabolismo do célcio
(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 inibicdo da atividade enzimatica da fosfodiesterase IV e V
(THOMAS et al., 1997b).

Ensaios de toxicidade aguda da warifteina em camundongos
demonstraram que a dose letal para 50% (DL50) dos animais é de 511 mg/kg,
por via intraperitoneal (i.p.). Entretanto, por via oral (v.0.), doses até 1000
mg/kg n&o induziram mortalidade nos animais durante o tempo de avaliagdo
(CORTES, 1992). As avaliagdes de citotoxicidade de warifteina e milonina em
culturas de hepatécitos e fibroblastos mostraram que a concentracdo inibitoria
de 50% das células (CI50) 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
inflamacgé&o alérgica pulmonar (BEZERRA-SANTOS et al., 2006).
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Em estudo posterior, foi observado que o tratamento com warifteina,
inibiu o desenvolvimento da hiperalgesia induzida por IgE, na presenca de
antigeno ou por mediadores fisiol6gicos, inibiu a producao de IgE total e de IgE
antigeno-especifica e ainda reduziu a formacdo de edema de pata pelo
mecanismo dependente da producdo de IgE, assim como inibiu a
desgranulacdo de mastocitos e a proliferacdo de esplendcitos in vitro (COSTA
et al., 2008). No entanto, a warifteina induziu a producgéo de 6xido nitrico (NO)
de macrdéfagos peritoneais (COSTA et al., 2008) demonstrando induzir um perfil
de resposta imunoldgica inibitéria ao desenvolvimento da resposta imune
alérgica.

A warifteina exibiu efeitos similaridades aos demonstrados com a fragao
de alcaloides da folha (AFL); Rocha e colaboradores (2010) demonstram que a
warifteina age diretamente na funcdo dos linfocitos B inibindo a proliferacéo e
secrecédo de lg, modificando o padréo de fosforilagéo de tirosina cinase ativada
por mitdgeno ERK e os niveis intranucleares de NFkB. Associado a inibigdo da
atividade dos sinalizadores intracelulares, a warifteina promove o aumento de
AMPc em linfocitos B e em homogenato de musculo liso(THOMAS et al.,
1997D).

Warifteina ainda inibe a expressao de moléculas de adesdo como a P e
E selectina em neutofilos em modelo experimental de inflamacéo peritoneal por
caseina, diminuindo assim o processo inflamatoério agudo (LIMA, et. al., 2015).

A metil-warifteina, um derivado metilado 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. Em adicdo a metil-warifteina
reduziu o numero de linfécitos T no BAL (lavado bronco alveolar) sugerindo que
a planta com seus compostos regula essa populacdo de células (VIEIRA et al.
2013).

Por fim, a warifteina e sua molécula metilada (metil-warifteina) também
modulam a resposta imune em camundongos BALB/c com alergia alimentar.
(Costa, 2013), demonstrando assim seus diversos efeitos em diferentes
modelosbiologicos experimentais.

A milonina, alcaloide objeto desse estudo, tem sido pouco estuda

entretanto, no modelo experimental que avalia o sistema cardiovascular onde
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ratos normotensos que receberam injecbes de milonina apresentaram
hipotensdo e taquicardia, que foram atenuados apds administracdo de N (w) -
nitro-L-arginina metil ester (L-NAME; 20 mg / kg, iv). Em anéis de mesentérica
tratados com fenilefrina, a milonina promoveu relaxamento dependente do
endotélio vascular (CAVALCANTE, et. al., 2011).

O efeito relaxante induzido por milonina foi atenuado na presenca de
KCI, um modulador de efluxo de K (+), ou bloqueadores do canal de potassio
tais como glibenclamida, ou caribdotoxina mais apamina. Além disso, a pré-
contracdo com saturacao extracelular de potassio foi reduzido quando tratado
com milonina, induzindo esta relaxamento vascular (CAVALCANTE, et. al.,
2011).

Em conclusao, os efeitos hipotensor e vasorelaxante da milonina sao,
em parte, mediados pelo endotélio, provavelmente via a libertacdo de éxido
nitrico (NO), a ativacdo da via do NO-GMPc e abertura de K (+) canais
(Cavalcante, et. al., 2011). Os efeitos citotoxicos de milonina foram avaliados
em culturas de hepatécitos e de fibroblastos V79 via o teor de acido nucleico, a
reducado de tetrazolio (MTT) e captacdo de vermelho neutro (NRU). A milonina
apresentou-se com menor potencial toxico quando comparada com a warifteina
em ambas as culturas de células, isto &, os valores de IC50 nos trés diferentes
ensaios de viabilidade, foram cerca de 100 e 400 micron para a milonina e para
a warifteina variou de 10 a 35 microM (MELO, et. al., 2003).

Os efeitos citotoxicos semelhantes detectados em fibroblastos V79 e
hepatocitos da warifteina e da milonina podem estar relacionados ao citocromo
P450. Esta hipétese foi corroborada pelos resultados onde cimetidina (1,0 mM),
um inibidor do citocromo P450, ndo protegeu as células da acéo toxica do
warifteina ou milonina. Em conclusao, estes alcaloides merecem investigacfes
adicionais pois apresentam potenciais efeitos farmacolégicos principalmente
guanto a atividade anti-inflamatéria (Melo, et. al., 2003).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo estudar o alcaloide
milonina de cissampelos sympodialis EICHL (menispermacear) em modelos
experimentais de inflamacdo aguda mediada por mastocito tendo em vista a
ampla atividade farmacologica dos outros alcaloides constituintes da planta em

modelos experimentais de hipersensibilidade imediata.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar o efeito da milonina, alcaloide de Cissampelos sympodialis Eichl.

(Menispermaceae), na resposta inflamatoria aguda, mediada por mastocitos.

2.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar a atividade anti-edematogénica de milonina no modelo de edema
de pata induzido por agentes flogisticos como: carragenina, composto
48/80 ou histamina;

2. Analisar o tecido das patas e pele dos animais submetidos ao
tratamento com milonina e cromoglicato dissodico por técnicas
histoldgicas;

3. Investigar a ag¢do da milonina no choque anafilatico induzido pelo
composto 48/80;

4. Avaliar o atividade antipruriginosa (scratching behavior) da milonina no
modelo de coceira induzido pelo composto 48/80;

5. Analisar a agdo da milonina em testes nociceptivos como o teste das

contor¢des abdominais e da placa quente.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. LOCAL DA PESQUISA

Esse trabalho foi desenvolvido no laboratorio de
Imunofarmacologia/UFPB em colaboragdo com o laboratério de
Psicofarmacologia/UFPB para a realizacdo das técnicas de dor inflamatéria e

central.

3.2. OBTENGAO DA MILONINA

A milonina foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa
Filho. As solucdes desse alcaloide foram preparadas dissolvendo-se 1 mg do
material na forma de pé em 50 uL de HCI 1N e em seguida adicionando-se 800
uL de solucédo salina (NaCl 0,9%). O pH foi ajustado para 7 com uma solucao

de hidroxido de sodio 1M e o volume completado para 1000 pL.

3.3. ANIMAIS

Camundongos Swiss fémeas com peso corporal entre 25 e 30g foram
utilizados nos experimentos. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno a uma temperatura de 25 + 2 °C e submetidos a um ciclo de claro
e escuro de 12 horas (6:00 as 18:00 claro e de 18:00 as 6:00 escuro) com livre
acesso a agua e a uma dieta controlada a base de racdo do tipo pellets
(PURINA) durante todo o periodo de experimentacdo. Os camundongos foram
fornecidos pelo biotério Professor Thomas George do Instituto de Pesquisa de
Farmacos e Medicamentos (IPFarm) da UFPB. A manipulacdo dos animais foi
realizada de acordo com o guia de cuidado animal (SHERWIN et al., 2003). Os
animais foram eutanaziados por overdose de anestésicos (Xilazina 20 a 30
mg/kg + Quetamina 200 a 300 mg/kg). Para cada condi¢cao experimental foram
utilizados cerca de 4 animais, seguido de repeticdes dos experimentos a fim de
formar um “n” total de 8 animais para cada grupo experimental. O projeto foi
aprovado pelo comité de ética em uso animal da instituicio sob numero
125/2015 (Anexo)
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3.4. TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Os camundongos foram pré-tratados oralmente (v.0.) com milonina (0,5,
1,0 ou 2,0 mg/kg) e desafiados, 1h apds os tratamentos, com agentes
flogisticos. As doses utilizadas do alcaloide foram previamente determinadas
tomando como parédmetro a da warifteina que também € um alcaloide oriundo
de Cissampelos sympodialis (Costa, et. al., 2008).

Como droga padrdo para os experimentos inflamatérios de edema de
pata por carragenina, foi utilizada a indometacina (10mg/Kg), via oral. Para os
experimentos de edema de pata induzido por composto 48/80, choque
anafilatico e scratching behaviour, utilizou-se o cromoglicato dissodico
(10mg/Kg), via oral. Para os experimentos de edema de pata induzido por
histamina, prometazina (10mg/Kg), via intra-muscular (i.m). Por fim, nos
experimentos de nocicepcdo foi utilizada a morfina (5mg/Kg), via intra-
peritoneal (i.p.). Em todas as condicBes experimentais os animais foram pré-

tratados e apos desfiados com os agentes flogisticos.

3.5. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR AGENTES FLOGISTICOS:
CARRAGENINA, COMPOSTO 48/80 OU POR HISTAMINA

Esta situacdo experimental fundamenta-se no fato de que a
administracdo de agentes flogisticos locais, como a pata de um animal,
produzira uma reacao inflamatoria local caracterizada pela formacéo de edema,
reprodutivel e facilmente mensuravel, o qual constitui-se como um sinal
cardinal inflamatério. Os agentes inflamatérios ou flogisticos sdo compostos
que induzem um processo inflamatério no tecido com os quatro sinais cardinais
inflamatorios devidamente observados. 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. O edema de pata foi
induzido como previamente descrito por Henriques e colaboradores, (1987).
Uma hora apds os tratamentos, camundongos Swiss foram desafiados, ou

seja, receberam uma injecdo intraplantar (ipl) de uma solucdo contendo
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carragenina (500 pg/pata; SIGMA CHEMICAL Co, EUA) ou composto 48/80
(100ng/pata; SIGMA CHEMICAL Co, EUA), dissolvidos em 20ul de solugao de
PBS na pata posterior esquerda. A pata direita recebeu o mesmo volume de
PBS e foi utilizada como controle. O diametro de cada pata foi medido usando
um paquimetro digital em 1, 2, 3, 4, 6 e 24 horas para o edema avaliado
quando a carragenina foi o agente flogistico e apds 30 e 60 minutos, quando o
agente flogistico avaliado foi o composto 48/80.

Em outra série de experimentos, camundongos Swiss receberam uma
injecédo ipl de uma solugéo contento histamina (100ug/pata; SIGMA CHEMICAL
Co, EUA), dissolvidos em 20uL de uma solugéo de PBS na pata esquerda e o
mesmo volume de PBS na pata direita, a inducéo do edema foi avaliada em 30
e 60 minutos apds o estimulo com histamina. Em ambos os experimentos, 0s
edemas foram calculados pela diferenca obtida entre o diametro da pata
esquerda e direita nos tempos indicados usando o paquimetro digital (NAIDU et
al., 2010).

3.6. COLETA DE TECIDO E MORFOMETRIA

As patas dos animais tratados com milonina ou cromoglicato dissodico e
desafiados com o composto 48/80, foram coletadas e limpas com salina
gelada, fixadas imediatamente em solucdo de formol 10% durante 24 horas e
posteriormente parafinizadas. Outro tipo de tecido coletado foi a pele dos
animais submetidos aos mesmos tratamentos, porém em diferente modelo
experimental, o do scrating behavior (prurido), no qual os tecidos passaram
pelos mesmo tratamentos para posterior incluséo.

Secgbes de 5 pym foram geradas por microtomia, fixadas em laminas
para microscopia e coradas para a quantificacdo de parametros inflamatoérios
como, vasodilatacdo, estase, necrose, presenca de polimorfonucleares além da
formacdo de edema, alteracdes estas evidenciadas pelo corante
Hematoxilina&Eosina as quais foram avaliadas via microscépio 6ptico comum,
iSso para ambas as analises, de pata e da pele. Ainda para as analises de pele,
estas foram submetidas a um corante diferencial, o azul de toluidina, corante

este que cora por metacromasia 0s mastécitos teciduais. As imagens foram
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obtidas em aumento total de 40X (56.000 ym2/campo) por uma microcamara
moticam 5 (5MP) e analisados com o software Motic Imagens Plus 2.0.

Apoés andlise morfolégica, foi criado um score (pontuacdo), com a
finalidade de gerar significancia as avaliagdes visuais, aonde este vai de 0 — 4,
quantificado de acordo com a lesdo evidenciada. Quando a lesdo em evidéncia
for o edema inflamatorio, zero (0) significa auséncia de edema, (1) edema com
dimensao de 25% da area estudada, (2) edema com dimenséao de 50% da area
estudada, (3) edema de 75% da area estudada e (4), edema de 100% da area
estudada, ou seja, total separacdo epiderme-derme. Para avaliacdo da
migracdo de células tanto por hematoxilina e eosina, quanto por azul de
toluidina, (zero) significa auséncia de células inflamatodrias, (1) até 10 células
inflamatorias, (2) de 11 a 20 células inflamatorias, (3) de 21 a 30 células
inflamatorias e (4) de 31 a 50 células inflamatérias. Avaliado em 5 campos da
lamina (Costa, 2013; ZOU, 2014).

3.7. REACAO DE CHOQUE ANAFILATICO INDUZIDA PELO COMPOSTO
48/80

Para a inducdo do modelo experimental de choque anafilatico,
camundongos foram divididos em 5 grupos (n=4). Para a inducdo experimental
da doenca, os camundongos receberam por via intraperitoneal a administracao
do composto 48/80 (10mg/kg em PBS). Os animais foram observados por 1
hora apds a administracdo do composto e a mortalidade ou sobrevivéncia foi

avaliada nos tempos de 10, 30 e 60 minutos.

3.8. INDUCAO E AVALIACAO DO SCRATCHING BEHAVIOR (PRURIDO)

Este protocolo foi utilizado para avaliar o potencial antipruriginoso da
milonina. Para isso, camundongos Swiss foram tratados por via subcutanea
(s.c.). Uma hora depois, estes animais receberam uma inje¢&o intradérmica do
composto 48/80 (10ug/20uL de PBS) na parte rostral das costas.
Imediatamente apos a injecdo, o comportamento dos animais foi observado por
um periodo de 60 minutos, via filmagem dos grupos experimentais. O numero

de scratching (coceira) foi padronizado como a quantidade de vezes que o
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animal coca o local da injecdo com a pata posterior (INAGAKI et. al, 2002).

3.9. TESTE DAS CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO
ACETICO

Este teste fundamenta-se da administragdo intraperitoneal de uma
solucdo de acido acético a 1 % a qual provoca irritacdo peritoneal, envolvendo
estimulacdo dos nociceptores, gerando reacbes comportamentais, sendo tal
efeito nociceptivo caracterizado por contor¢cdes abdominais seguidas de
extensbes dos membros posteriores. Este modelo nos permite avaliar a
nocicepcgado inflamatdria visceral e a atividade antinociceptiva de substancias
gue atuam tanto em nivel central quanto periférico (KOSTER et al., 1959). Para
este experimento, utilizou-se cinco grupos de camundongos (n=4), onde os
grupos receberam por via oral o pré-tratamento com a milonina (0,5, 1,0 ou 2,0
mg/kg), salina por via oral ou morfina (5 mg/kg) por via intra-peritoneal. Apos 1
hora os animais foram desafiados com uma solucédo de &cido acético 1% (0,1
mL/10 g) e colocados em caixas de polietileno individuais, sendo entdo
observada a laténcia, ou seja, 0 tempo para 0 aparecimento da primeira
contor¢do apos a administracdo do acido acético nos cinco primeiros minutos
do experimento. Em seguida, registrou-se o numero total de contorcdes
abdominais apresentado por cada animal durante 20 minutos de observacao.
Reducdo estatisticamente significativa do numero de contor¢bes quando
comparado ao grupo &cido acético foi considerada uma resposta
antinociceptiva (BASTOS et al., 2006).

3.10. TESTE DA PLACA QUENTE

O teste da placa quente consiste em quantificar o tempo em que o
animal permanece sobre uma placa metalica, pré-aquecida a 56+1°C. Os
parametros avaliados como nociceptivos sdo o0 tempo de lambida,
levantamento ou mordida da pata, o qual € cronometrado e considerado como
indicativo de resposta nociceptiva integrado no centro supra espinal da medula
(YAMAMOTO, et. al., 2002).
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Inicialmente os animais foram submetidos a uma pré selecdo na qual,
nao houve administracdo de qualquer substancia, sendo considerado apto o
animal que permanecer sobre a placa por um tempo maximo de 10 segundos.

Para este experimento, utilizou-se cinco grupos de 4 camundongos,
onde os grupos receberam por via oral o tratamento com a milonina (0,5, 1,0 ou
2,0 mg/kg) e salina ou morfina (5 mg/kg) via intra-peritoneal. Em seguida, as
observacbes aconteciam nos tempo de 30, 60 e 120 minutos ap0s o0s
tratamentos. O tempo maximo de permanéncia na placa foi de 30 segundos,

para que nao ocorresse ou minimizasse danos teciduais (PARK, et. al., 2011).

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados pelo programa Graph Pad Prism
versdo 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.). Todos os resultados
obtidos foram expressos como média = erro padrdo da média e analisados
estatisticamente empregando-se o ANOVA one-way seguido do pos-teste de
Tukey ou Bonferroni, onde os valores de p< 0,05 foram considerados

significativos.
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4.0. RESULTADOS

4.1. EFEITO DA MILONINA NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR
CARRAGENINA.

O gréfico 1 mostra os resultados obtidos nos grupos dos animais
tratados oralmente com milonina (2,0 ou 10mg/Kg), tendo a indometacina
(10mg/Kg) como droga padrdo, também administrada por via oral para esta
condicdo experimental. Os animais foram pré-tratados 1h antes da
administracdo do agente flogistico, carragenina (500ug/pata), na pata esquerda
dos animais e pode-se observar que nos animais tratados com milonina (2,0 ou
10mg/Kg) ou indometacina (10mg/kg) houve diminui¢do do tamanho da pata do
animal quando comparado ao grupo carragenina. Na primeira hora ap6s o
desafio com a carragenina, apenas a dose de 2,0mg/kg.foi capazes de reduzir
o edema formado, p<0,05.

No tempo de 2h, as duas doses testadas da milonina (2,0 ou 10mg/Kg)
reduziram o edema formado pela carragenina (p<0,05). Porém, nos demais
tempos ndo houve reducdo significativa do edema formado nos animais
tratados por milonina.

A droga padrdo indometacina (10mg/Kg) reduziu de forma significativa,
(p<0,05, p< 0,01 ou p<0,001) o edema formado pela carragenina a depender
do tempo analisado.

E, nos animais que nao foram desafiados por carragenina, nao foi
observado edema, mostrando assim a funcionalidade do modelo experimental.

A partir desses dados, elegemos outras doses de milonina a partir da
dose de 2,0mg/kg como doses a serem estudadas, tendo em vista a dose de
2,0mg/kg ter sido a Unica a funcionar no edema em 1h e no edema de 2h, ela
funcionar da mesma maneira que a dose de 10mg/Kg. Diante disso, as doses
utilizadas foram 0,5mg/kg, 1,0mg/kg ou 2,0mg/kg de milonina.
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Grafico 1. Efeito do tratamento oral com a milonina sobre o edema
de pata induzido por carragenina
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Gréfico 1: Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina nas doses indicadas,
indometacina, ou PBS e apés 1 h, receberam a injegéo intraplantar de carragenina (500 ug/pata) na pata
esquerda e PBS na pata direita. O grupo PBS recebeu injecdo de PBS em ambas as patas. O efeito anti-
edematogénico foi avaliado pela diferenga entre a espessura da pata direita e esquerda nos tempos de 1, 2, 3,
4, 6 e 24 horas ap0s a administragdo da carragenina. Os resultados sdo apresentados como média + erro
padrao da média (n=8). * p < 0,05, * p < 0,01 e *** p < 0,001 quando comparados ao grupo carragenina.
ANOVA “one-way” seguido do teste de Bonferroni.
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4.2. EFEITO DA MILONINA NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR
COMPOSTO 48/80.

O grafico 2 mostra o efeito do tratamento oral dos animais com a
milonina (0,5, 1,0 ou 2,0mg/Kg) ou cromoglitado dissédico (10mg/Kg) 1 h antes
do desafio com o agente flogistico composto 48/80 (100ng/pata). Os
tratamentos foram capazes de diminuir significativamente (p<0,001) a formacao
do edema de pata induzido por composto 48/80 em todos 0s tempos
estudados.

Grafico 2. Efeito do tratamento oral com a milonina sobre o edema
de pata induzido por composto 48/80
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Gréfico 2: Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina nas doses
indicadas, cromoglicato dissédico, ou PBS e ap6s 1 h, receberam a inje¢do intraplantar do
composto 48/80 (100ng/pata) na pata esquerda e PBS na pata direita. O grupo PBS recebeu
injecdo de PBS em ambas as patas. O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca
entre a espessura da pata direita e esquerda nos tempos de 30 e 60 minutos apos a
administragdo do composto 48/80. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao

da média (n=8) *** p < 0,001 quando comparados ao grupo 48/80. ANOVA “one-way” seguido
do teste de Bonferroni.



o1

4.3. EFEITO DA MILONINA NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR
HISTAMINA.

O grafico 3 mostra o efeito do tratamento oral dos animais com a
milonina (0,5, 1,0 ou 2,0mg/Kg) ou prometazina (10mg/Kg) via intra-muscular,
1h antes do desafio com o agente flogistico histamina (100ug/pata). A dose de
milonina de 1,0mg/Kg foi capaz de diminuir significativamente (p<0,01) o
edema formado pela histamina no tempo de 30 minutos. As demais doses de
milonina ndo diminuiram significativamente o edema formado pela histamina
nos tempos estudados. A prometazina (10mg/Kg) via intra-muscular inibiu de
forma significativa (p< 0,001) o edema formado pela histamina em todos os
tempo estudados.

Gréafico 3. Efeito do tratamento oral com a milonina sobre o edema
de pata induzido por histamina

30 minutos 60 minutos
2000

-

n

[=]

[=]
L

500+

Edema (mm x 107)

i

[J PBS W Histamina [ Prometazina 10mg/kg 3 Milonina 0,5mg/Kg
B Milonina 1,0mg/kg @@ Milonina 2,0mg/kg

Gréafico 3: Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina nas doses
indicadas, prometazina, ou PBS e ap0s 1 h, receberam a injecdo intraplantar de histamina
(100pg/pata) na pata esquerda e PBS na pata direita. O grupo PBS recebeu injecdo de PBS
em ambas as patas. O efeito anti-edematogénico foi avaliado pela diferenca entre a espessura
da pata direita e esquerda nos tempos de 30 e 60 minutos ap0s a administracéo da histamina.
Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n=8) **p<0,1, *** p <
0,001 quando comparados ao grupo histamina. ANOVA “one-way” seguido do teste de
Bonferroni.
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4.4. ANALISE HISTOPATOLOGICA DA MILONINA NO EDEMA DE PATA
INDUZIDO POR COMPOSTO 48/80.

A figura 1 (A —F) mostra o efeito morfologico do tratamento oral dos
animais com a milonina (0,5, 1,0 ou 2,0mg/Kg) ou cromoglitado dissédico
(10mg/Kg) 1 h antes do desafio com o agente flogistico composto 48/80
(100ng/pata) em modelo experimental de edema de pata. Nas imagens
coradas pela hematoxilina e eosina, vistas em um aumento total de 40X
observa-se que nos animas do grupo PBS (A) houve a manutencdo do
arcabouco do tecido, como a manutencdo de padrbes vasculares, celulares e
teciduais. Nos animais do grupo 48/80 (B), houve grande formacédo de edema
(mostrado na imagem), seguido do desgaste da epiderme e derme (mostrado
por seta), observa-se também grande desgaste do tecido em todo o espaco
percorrido na lamina. Nos animais do grupo cromoglicato dissddico (10mg/Kg)
(C), ndo houve formacdo de edema de pata, nem demais parametros
inflamatoérios. A milonina nas doses testadas 0,5mg/Kg (D), 1,0mg/Kg (E) e
2,0mg/kg (F) ndo apresentou formacdo de edema de pata apresentando

manutencdo de tecidos e 6rgdos como arteriolas, epiderme e derme.
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Figura 1. Analise histopatol6gica da milonina sobre o edema de
pata induzido por composto 48/80

Figura 1: Analise histopatoldgica da pata dos animais. Camundongos Swiss foram pré-
tratados com a milonina nas doses testadas, cromoglicato dissédico, ou PBS e apds 1 h,
receberam a injecao intraplantar do composto 48/80 (100ng/pata) na pata esquerda e PBS na
pata direita. O animal PBS, est4 indicado como animal A, o animal 48/80 esta indicado como B,
0 animal cromoglicato dissdédico como animal C, o animal milonina 0,5mg/Kg como animal D, o
animal milonina 1,0mg/Kg como animal E e o animal milonina 2,0mg/Kg como animal F. O
grupo PBS recebeu injecdo de PBS em ambas as patas. O edema € avaliado pela perda de
continuidade tecidual apresentada pela separacdo epiderme-derme. Observa-se também
desgaste das camadas da epiderme, mostrado pela seta. Tecidos corados por hematoxilina e
eosina, vistos em microscépio optico comum em aumento total de 40X.
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Grafico 4. Anédlise histopatoldégica da milonina sobre o edema de
pata induzido por composto 48/80
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Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina 0,5mg/kg, milonina 1,0mg/kg,
milonina 2,0mg/kg, cromoglicato dissddico, ou PBS e apdés 1 h, receberam a injecao
intraplantar do composto 48/80 (100ng/pata) na pata esquerda e PBS na pata direita. Score
inflamatério no qual foi quantificado edema inflamatério. Tecidos corados por hematoxilina e
eosina, vistos em microscopio 6ptico comum em aumento total de 40X. Os resultados s&o
apresentados como média + erro padrdo da média (n=8) *** p < 0,001 quando comparados ao
grupo 48/80. ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey.
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4.5. EFEJTO DA MILONINA EM MODELO EXPERIMENTAL DE CHOQUE
ANAFILATICO INDUZIDO POR COMPOSTO 48/80.

A tabela 2 mostra o efeito do tratamento oral dos animais com a milonina
(0,5, 1,0 ou 2,0mg/Kg) ou cromoglitado dissodico (10mg/Kg) 1h antes do
desafio com o agente flogistico composto 48/80 (10mg/kg em PBS) intra
peritonealmente, em modelo experimental de choque anafilatico. Os
tratamentos foram capazes de levar os animais a sobrevivéncia apds passarem
pela reacdo do choque anafilatico em todas as doses testadas, sendo a dose
de 2,0mg/kg capaz de proteger um maior nimero de animais da condicdo
experimental a eles apresentada. Os animais do grupo cromoglicato dissodico
(10mg/Kg) tiveram protecdo em apenas 10minutos apds a inducéo
experimental da doenca, porém todos morreram em 30 minutos. Os animais do
grupo 48/80 morreram todos nos primeiros 30 minutos da condicdo

experimental a eles submetida.
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Tabela 2. Efeito do tratamento oral com a milonina sobre a reacéo
de choque anafilatico induzida por composto 48/80

CHOQUE ANAFILATICO

Grupos Tempo (minutos)
0 10 30° 60 Sobrevivéncia
PBS 8/8 8/8 (100%)
48/80 8/8 2/8 8/8 ZERO
Cromoglicato 8/8 8/8 ZERO
Dissédico
(10mg/kg)
Milonina 8/8 1/8 6/8 1 (12,5%)
0,5mg/kg
Milonina 8/8 1/8 6/8 1 (12,5%)
1,0mg/kg
Milonina 8/8 2/8 6 (75%)
2,0mg/kg
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4.6. EFEITO DA MILONINA EM MODELO EXPERIMENTAL SCRATCHING
BEHAVIOUR (PRURIDO) INDUZIDO POR COMPOSTO 48/80.

O gréfico 5 mostra o efeito do tratamento oral dos animais com a
milonina (2,0mg/Kg) 1 h antes do desafio com o agente flogistico composto
48/80(10ug/20uL de salina) na parte rostral das costas de forma intra dérmica,
em modelo experimental de scratching behaviour.. O tratamento n&o foi capaz

de diminuir de forma significativa o nimero de scratching.

Grafico 5. Efeito do tratamento oral com a milonina em modelo
experimental de scratching behaviour.
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Grafico 6: Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina na dose indicada,
ou PBS. Apds 1 h, receberam a injecao intra dérmica do composto 48/80 (2,0mg/Kg) na parte
rostral das costas. O grupo PBS recebeu injecdo de PBS. O efeito antipruriginoso avaliado foi
padronizado como a quantidade de vezes que o animal co¢a o local da injecdo com a pata
posterior durante o tempo de 60 minutos apds a administracdo do composto 48/80. Os
resultados sao apresentados como média + erro padrao da média (n=8) *** p < 0,001 quando
comparados ao grupo 48/80. ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey.
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4.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA DA MILONINA EM MODELO
EXPERIMENTAL DE SCRATING BEHAVIOUR (PRURIDO) INDUZIDO POR
COMPOSTO 48/80.

A figura 2 mostra o efeito morfoldégico do tratamento oral dos animais
com a milonina (2,0mg/Kg) 1h antes do desafio com o agente flogistico
composto 48/80 (10ug/20uL de salina) em corte histoldgico de pele. Nas
imagens coradas pela hematoxilina e eosina (A-C), vistas em um aumento total
de 40X observa-se que os animais do grupo PBS (A), apresentaram plena
manutencao do arcabouco tecidual, os animais do grupo 48/80 (B), apresenta
manutencdo do arcabouco tecidual seguido de aumento do niumero de células
inflamatorias na derme e os animais do grupo milonina (C) na dose testada
(2,0mg/kg) apresentam caracteristicas semelhantes aos animais do grupo
48/80, porém, possuem um numero menor de células inflamatérias na
dérmicas. A figura 2 (D —F) mostra o efeito morfolégico do tratamento oral dos
animais com a milonina (2,0mg/Kg) 1 h antes do desafio com o agente
flogistico composto 48/80 (10ug/20uL de salina) em corte histolégico de pele,
dessa vez usando como corante o azul de toluidina. As imagens vistas em um
aumento total de 40X evidenciam que os animais do grupo PBS (D),
apresentaram plena manutencao do arcabouco tecidual, no entanto, os animais
do grupo 48/80 (E), apresentam alto numero de mastécitos na derme
evidenciadas pela coloracdo roxa dada pelo corante, a qual evidencia
mastécitos e os animais do grupo milonina (F) na dose testada (2,0mg/kg)
apresenta diminuicdo de mastdcitos teciduais quando comparado ao grupo

48/80 assemelhando-se ao grupo PBS.
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Figura 2. Analise histopatoldgica da pele de animais pré tratados
com milonina ou PBS submetidos ao modelo experimental de scratching
behaviour
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Figura 2: Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina 2,0mg/kg (C/F), ou
PBS e ap6s 1 h, receberam a injecao intradérmica do composto 48/80 (10pg/20ulL de salina) na
parte rostral das costas. O animal 48/80 esta indicado como B/E. O grupo PBS recebeu injecdo
de PBS (A/D). O parametro observado nesta analise é a migragdo de células inflamatérias para
derme. De A-C, tecidos corados por hematoxilina e eosina; De D-F, tecidos corados por azul de
toluidina, vistos em microscépio 6ptico comum em aumento total de 40X.
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Gréfico 6. Analise histopatolégica da pele de animais pré tratados
com milonina ou PBS submetidos ao modelo experimental de scratching
behaviour. Gréfico A e B.
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Gréafico A: Camundongos Swiss foram pré-tratados com milonina 2,0mg/kg ou PBS e
apos 1 h, receberam a injecéo intradérmica do composto 48/80 (10ug/20uL de salina) na parte
rostral das costas. Score inflamatério no qual foi quantificado o numero de células
inflamatdrias. Tecidos vistos em microscopio éptico comum em aumento total de 40X. Os
resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n=8) ** p < 0,01 quando
comparados ao grupo 48/80. ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey.
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Grafico B: Camundongos Swiss foram pré-tratados com milonina 2,0mg/kg ou PBS e
apos 1 h, receberam a injecéo intradérmica do composto 48/80 (10ug/20uL de salina) na parte
rostral das costas. Score inflamatério no qual foi quantificado o numero de células
inflamatérias, especificamente mastécitos. Tecidos vistos em microscopio 6ptico comum em
aumento total de 40X. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média
(n=8) *** p < 0,001 quando comparados ao grupo 48/80. ANOVA “one-way” seguido do teste de
Tukey.
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4.8. EFEITO DA MI,LONINA N,O TESTE DAS CONTORQC)ES ABDOMINAIS
INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO.

O gréfico 7 mostra o efeito do tratamento oral dos animais com a
milonina (0,5, 1,0 ou 2,0mg/Kg) ou morfina (5mg/Kg) via intra-peritoneal, 1h
antes do desafio com o agente flogistico acido acético 1% (0,1 mL/10 g). Todas
as doses de milonina foram capazes de diminuir significativamente (p<0,01 ou
p<0,001) o numero de contor¢cbes abdominais no tempo de 20 minutos. A
morfina (5mg/Kg) via intra-peritoneal, droga padréo utilizada, também inibiu de
forma significativa (p< 0,001) o numero de contor¢cdes abdominais geradas pelo

acido acético nos tempos estudados.

Grafico 7. Efeito do tratamento oral com a milonina em modelo
experimental de contorcdo abdominal induzida por acido acético
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Gréfico 7: Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina nas doses
indicadas, morfina, ou PBS e apds 1 h, receberam a injec&o intra-peritonel de 4cido acético 1%
(0,1/109). O efeito nociceptivo foi avaliado pelo nUmero de contor¢des abdominais no tempo de
20 minutos ap6s a administracdo do &cido acético. Os resultados sdo apresentados como
média + erro padrdo da média (n=8) **p<0,01, *** p < 0,001 quando comparados ao grupo
acido acético. ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey.
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4.9. EFEITO DA MILONINA NO TESTE DA PLACA QUENTE.

O gréfico 8 mostra o efeito do tratamento oral dos animais com a
milonina (0,5, 1,0 ou 2,0mg/Kg) ou morfina (5mg/Kg) via intra-peritoneal, nos
tempos de 30, 60 e 120 minutos dos animais submetidos ao teste da placa
guente. Nenhuma das doses testadas de milonina foram capazes de aumentar
significativamente o tempo de permanéncia dos animais sobre a placa quente
nos tempos estudados. A morfina (5mg/Kg) via intra-peritoneal, aumentou de
forma significativa (p< 0,001) o tempo de permanéncia dos animais sobre a
placa quente em todos os tempos estudados.

Gréfico 8. Efeito do tratamento oral da milonina no teste da placa
quente
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Gréfico 8: Camundongos Swiss foram pré-tratados com a milonina nas doses
indicadas, morfina, ou PBS e foram submetidos ao teste da placa quente. O efeito foi avaliado
pelo tempo de permanéncia dos animais sobre a placa nos tempos indicados. Os resultados
sdo apresentados como média + erro padrdo da média (n=8) *** p < 0,001 quando comparados
ao grupo morfina. ANOVA “one-way” seguido do teste de Tukey.
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5.0 DISCUSSAO

Durante séculos as sociedades utilizam de seus conhecimentos empiricos
a fim de melhorar sua alimentacéo e tratar de suas enfermidades, criando uma
inter-relacdo entre 0 uso das plantas e sua evolucdo tanto culinaria quanto
terapéutica (MIGUEL & MIGUEL, 2000). Provavelmente a utilizacdo das
plantas como medicamento seja tdo antiga quanto o préprio homem.
Numerosas etapas marcaram a evolucdo da arte de curar, contudo torna-se
dificil delimitd-las com exatiddo, ja que a medicina esteve por muito tempo
associada a praticas magicas, misticas e ritualisticas principalmente durante a
idade média (MARTINS, et. al., 1995).

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera
fundamental que se realize levantamentos peridodicos de cada regido
fitogeografica do Brasil e do mundo acerca do uso, manejo e aplicacao
farmacolégica de plantas medicinais, além do conhecimento fitoquimico das
espécies e presenca de marcadores quimicos que caracterizem as mesmas a
fim de garantir a eficacia e seguranca no uso dessas espécies vegetais,
principalmente, quanto este ocorre no ambito do Sistema Unico de Saulde
(SUS) (SANTOS MRA; LIMA MR; FERREIRA MGR. 2008).

A familia Menispermaceae é constituida, em sua maioria, de trepadeira
as quais encontra-se preferencialmente nos trépicos. Embora o namero de
espécies desta familia ndo seja expressivo em comparagdo com o de outras
familias de plantas, as mesmas apresentam grande importancia por
apresentarem componentes biologicamente ativos, como alcaloides, e serem
usadas na medicina tradicional em varios paises. Além disso, diversas
espécies da familia Menispermaceae tém sido cientificamente identificadas por
suas atividades farmacoldgicas, incluindo a atividade anti-inflamatéria aguda e
cronica (JAHAN et al., 2010;VIEIRA et al. 2013).

A familia ainda, no ponto de vista fitoquimico, € muito rica em compostos
bensilisoquinolinicos (alcaloides), lignanas tipo furofurano, flavonas e flavonais,
proantocianidinas. Entre algumas espécies o que mais chama atencao tem sido
a grande diversidade de alcalbides derivados de bensiltetrahidroisoquinolina e

aporfina acumulada como dimeros, como por exemplo, alcaloides
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morfinamicos, como a milonina e diversos outros tipos de alcaloides, tais como
derivados de azafluoranteno (KESSLER, P.J.A., 1993).

Estudos recentes com a planta Cissampelos sympodialis EIHCL
(Menispermaceae) demonstram que alguns constituintes isolados da planta,
como a warifteina (seu marcador fitoquimico) e a metil-warifteina, possuem
atividade antialérgica em modelo experimental de alergia alimentar murino com
possivel efeito anti-inflamatdrio, além de inibir a resposta alérgica asmatica em
modelo experimental murino (COSTA, 2013; VIERA, 2013).

Baseados nas informac¢des acima, sendo a milonina um dos componentes
da planta, investigamos o possivel efeito anti-inflamatério do alcaloide
morfinamico, milonina, presente em Cissampelos sympodialis EIHCL
(Menispermaceae) em modelos experimentais de inflamacao aguda, tais como
inducdo de edema de pata por diferentes agentes flogisticos, como a
carragenina, composto 48/80 e histamina, analise histopatoldgica com corantes
gerais e especiais de tecidos como pata e pele, inducao da reacdo de choque
anafilatico, Scracting behaviour além de modelos experimentais de dor, como a
placa quente e contor¢cdes abdominais.

O processo inflamatério € uma resposta fisiolégico e benéfico do
hospedeiro contra agentes externos, como microrganismos, além de rupturas
teciduais, como lacerac¢fes, o qual tem por finalidade a volta da homeostase o
gue culminara, quando necessario com o processo de reparo tecidual. Porém
quando esta resposta se da de forma exacerbada ou prolongada, esta perde
seu efeito benéfico, tornando-se maléfico e sendo responsavel pela
patogénese de varias doencgas, como a asma, artrite reumatoide, aterosclerose
além de doencas auto-imunes como lUpus eritematoso sistémico, entre outras
(SRIVO, et. al., 2011).

A administracao subcutanea de agentes flogisticos como a carragenina,
0 composto 48/80 e a histamina na regido subplantar das patas traseiras de
camundongos provoca uma reacdo inflamatéria aguda localizada levando ao
inchaco das patas (edema) pelo imediato extravasamento de liquido e
proteinas para o tecido inflamado. Estes modelos experimentais tém sido
considerados eficazes na identificacdo de novos compostos com acdo anti-
inflamatoria (KANAAN et al., 1997; POSADAS et al., 2004; NAIDU et al., 2010).
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O presente trabalho demonstrou que a milonina, um alcaloide isolado de
Cissampelos sympodialis EICHL (Menispermaceae), quando administrada por
via oral, reduziu o edema induzido pela injecédo intraplantar de carragenina,
composto 48/80 e histamina. Os processos inflamatorios induzidos por esses
agentes apresentam caracteristicas semelhantes tais como extravasamento
proteico, vasodilatacdo e acumulo de leucécitos, porém os mediadores
envolvidos sao diferentes em algumas etapas do processo inflamatério
(FANTUZZI et al., 1997; POSADAS et al., 2004; NAIDU et al., 2010).

A carragenina € um agente flogistico que causa uma reacao inflamatoria
reprodutivel e facilmente mensuravel, fatos que tém contribuido para manté-la
como uma das principais ferramentas farmacologicas para experimentos que
envolvem a andlise de processos inflamatorios agudos (LAZZARINI et al.,
2003). Neste modelo a carragenina promove um aumento imediato da
permeabilidade vascular, induzida por mediadores inflamatorios tais como
prostaglandinas (PGs), bradicinina, histamina, moléculas do sistema
complemento, e 6xido nitrico (NO) (0-6h). A permeabilidade vascular seguida
do recrutamento de neutrdéfilos (6-24 h) para o local da inflamacgéo, sendo este
modelo util para andlise de edema de pata em dois momentos, onde no
primeiro temos a liberacdo de mediadores que causam vasodilatacdo, que
causa edema, seguido do aumento da permeabilidade microvascular e no
segundo momento um edema formado pela migracdo de células do processo
inflamatorio (POSADAS et al., 2004).

Diferentes doses da milonina (2,0 e 10 mg/kg) foram testadas no modelo
de edema de pata induzido por carragenina e, as doses de 2,0 e 10 mg/kg
reduziram o edema de pata de forma semelhantes sugerindo efeito anti-
inflamatério deste alcaloide. Estes dados se assemelham como os dos estudos
realizados por Costa (2008) onde a dose de 2,0 mg/kg e 10mg/kg de warifteina
foram eficazes na diminuicdo do edema de pata formado por ovalbumina.
Outros alcaloides também como a curina na dose de 2,5mg/kg diminuem o
edema de pata formado pela carragenina (LEITE, 2013).

Vérios estudos com alcaloides tém demonstrado que estas moléculas
possuem importantes acoes anti-inflamatoérias (HIKINO et al., 1980; SEOW et
al., 1988; TEH et al., 1990; WONG et al., 1992; DE SOUZA, et. al.,. 2009;
CHUNG et al., 2011; WANG et al., 2011; DA SILVA et al., 2012; LEITE, et. al.,
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2014;LIMA, et. al., 2015). A exemplo da atividade anti-inflamatéria de
alcaloides, temos o alcaloide berberina (alcaloide isoquinolinico) obtidos de
raizes de Berberis vulgaris e isopirutalina e isotalictrina (alcaloides
bisbenzilisoquinolinicos) os quais inibiram a formacédo do edema de pata em
modelos de inflamacéo aguda induzidos por carragenina e zimosan além da
atividade do sistema complemento. Outros alcaloides berbamina, palmatina e
columbamina (alcaloides bisbenzilisoquinolinicos) também apresentaram
efeitos semelhantes na formacédo do edema de pata induzida pela serotonina
em aplicacdes orais e tépicas (KUPELI et al., 2002).

O Laboratério de Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba
vem periodicamente estudando a planta Cissampelos sympodialis EICHL
(Menispermaceae) e seu alcaloide warifteina (alcaloide bisbenzilisoquinolinico)
em diferentes modelos de inflamacéo aguda e crénica e tem demonstrado que
a warifteina inibiu o recrutamento de eosindéfilos, a producdo de eotaxina e
cistenil leucotrienos na cavidade pleural, e no lavado broncoalveolar de
camundongos sensibilizados e desafiados com ovalalbumina (BEZERRA-
SANTOS et al., 2006), além da diminuicdo de citocinas imunoregulatérias como
IL-12 e interferon-y (COSTA, et. al., 2013) e inflamacédo pulmonar, além da
diminuicdo de células CD3" e eosindfilos por esses alcaloides, inclusive a
milonina (CARVALHO, et. al., 2013). Esses dados demonstram claramente o
papel imunomodulador dos alcaloides de Cissampelos sympodalis nos
processos inflamatérios mediados por alérgenos.

O Composto 48/80 é um polimero produzido por condensacdo de N-
metil-p-metoxifenetilamina com formaldeido, sendo encontrados em uma
mistura de dimeros e trimeros (PALOMAKI & LAITINEN, 2006; PATON, 1951).
E um potente agente indutor capaz de liberar seletivamente a histamina dos
mastoécitos (PATON, 1951; NIEMEGEERS, et. al., 1978; BRONNER et al.,
1987). Outros estudos mostram que ocorre geracdo enddgena de &cido
lisofosfatidico, o qual também esta envolvido com a liberagdo de histamina a
partir dos mastécitos (HASHIMOTO, et al., 2005). O composto 48/80 promove
a liberacdo de histamina por promover a desgranulacdo dos mastécitos
teciduais, sendo amplamente utilizado ha décadas em modelos experimentais,
nos quais sao avaliadas as funcdes dos mastocitos ou quantificacdo de
histamina (HASHIMOTO, et al., 2005; RIBEIRO-FILHO, 2014). Nao se sabe
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exatamente de que maneira o composto 48/80 consegue levar a desgranulacao
do mastécito, porém sabe-se que ele leva a uma desgranulagcdo de maneira
ndo-litica, ou seja, sem levar o0 mastdcito a morte, com ativacao de proteina G
e liberacdo de diversos mediadores via mobilizacdo de célcio intracelular
(GOMES et al., 1994; TATEMOTO, et. al., 2006;).

Diferentes doses da milonina (0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg) foram testadas no
modelo de edema de pata induzido por composto 48/80 e todas reduziram o
edema de pata de formas semelhantes, sugerindo mais uma vez que o efeito
anti-inflamatoério deste alcaloide depende da ativacdo de mastocitos. Estes
dados apresentam semelhangcas com os dos estudos realizados por Ribeiro-
Filho (2014), onde o alcaloide curina na dose de 2,5mg/kg administrados por
via oral foi capaz de diminuir o edema de pata induzido por composto 48/80,
além de diminuir a liberacéo de cistenil- leucotrienos, PGs e -hemoxidase (-
hex).

Outros alcaloides como a aegelina ou N- [2-hidroxi-2- (4-metoxifenil) etil] -
3-fenil-2-propenamida que é o principal alcaldide isolado a partir Aegle
marmelos correa, planta nativa de Yogyakarta, Indonésia, inibiu a libertacao de
histamina a partir de células RBL-2H3 induzidas por DNP. Além disso, quando
as células foram pré-tratadas com o alcaloide e incubadas com calcio, a
aegelina diminuiu a mobilidade do calcio intracelular (NUGHORO, 2011).

Estudos demonstram que, quando o composto 48/80 ativa os mastdcitos,
essa acdo ocorre diretamente na membrana dos mastécitos, os quais, ligando-
se a receptores associados a proteina G, irdo ativar a via da fosfolipase D, com
consequente aumento da atividade da proteina quinase C (PKC), culminando
no influxo de calcio intracelular, o que leva a ativacdo dos mastocitos (WANG
et al., 1994, PALOMAKI & LAITINEN, 2006). As mudancas iniciais promovidas
pelo composto 48/80 ocorrem na superficie da célula e sdo compostas por
duas fases, uma se caracteriza pelo rapido aumento do calcio intracelular, e
outra caracterizada por uma liberagdo continua do calcio intracelular
(GILLESPIE et al., 1968).

Diante desses dados, sugere-se que a milonina esteja inibindo a
desgranulacdo dos mastdécitos por inibir o influxo intracelular de célcio pelas
vias supracitadas, podendo interagir diretamente na membrana por inibicdo da

PLA2 ou de forma intracelular, inibindo a PKC ou algum receptor de estocagem
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de calcio, como os presentes no reticulo endoplasmatico. Experimentos
adicionais serdo realizados para comprovar tal hipdtese.

A histamina € uma amina biogénica essencial presente em procariotas e
tecidos de animais e plantas. Nos seres humanos, a histamina atua como um
neurotransmissor, onde esta envolvida em reacfes alérgicas, na proliferacdo
celular, e é importante na sinalizacdo de libertacdo de &cido gastrico no
estdbmago. Os receptores de histamina sdo os alvos de drogas que tratam
alergias e a hiperacidez do estdmago, mas ha pouca informacéo estrutural
sobre os grupos farmacoféricos da histamina no tocante aos locais de ligacéo
dessa molécula (NIRAJ, 2012).

Os efeitos da histamina sdo mediados por seus receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) H1, H2, H3, H4 (HARVEY et al., 1980; THURMOND et. al,
2004; VARGA et al, 2005).

In vitro, os receptores H1 melhoraram a quimiotaxia de neutrofilos e
eosindfilos humanos, mas os receptores H2 sédo inibidores de neutrofilos e
eosinofilos (MERETEY, et. al., 1989).

Milonina, nas doses de 0,5, 1,0 ou 2,0 mg/kg, foi testada no modelo de
edema de pata induzido por histamina e ndo se observou reducdo do edema
de pata induzido pela histamina indicando que a agcao desse alcaloide esteja
relacionada, ndo a inibicdo da histamina no tecido, mas a inibicdo da liberacdo
da histamina pelos mastdécitos teciduais.

Outros alcaloides sdo capazes de diminuir o edema de pata por
composto histamina a exemplo de curina e, em adi¢do a aegelina, licarisina e
biscoclaurina, in vitro, inibem a liberacdo de histamina ou degranulacdo de
mastoécitos por composto 48/80 (GHOSAL, et al, 1986;; NUGHORO, 2011,
RIBEIRO-FILHO, 2014).

Os efeitos edematogénicos ocasionados pelos mediadores, tais como
carragenina, histamina, PGE2 ou bradicinina, ocorrem por vias de sinalizacdes
intracelulares. Por exemplo, os receptores de histamina e PGE2 presentes nas
membranas citoplasmaticas de diversos tecidos sédo do tipo GPCR ligados a
proteina Gag/11 e Gas, respectivamente, 0s quais ativam a enzima fosfolipase
C e adenililciclase (JONES, et. al, 2011;KALINSKI., 2012). Portanto, o
mecanismo de acdo da milonina pode nao estar relacionado a esse bloqueio da

acdo da histamina j& presente no tecido via proteina Ga, e sim atuar
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diretamente no mastocito em um de seus receptores, impedindo o evento da
desgranulagéo.

Para a andlise microscépica de tecidos de diferentes érgdos sadios ou
inflamados a utilizacdo de técnicas de coloracdo histolégica € de grande valia.
As marcas morfologicas das reacfes inflamatérias agudas sao a dilatacdo de
pequenos vasos sanguineos, lentiddo do fluxo sanguineo, acumulo de
leucécitos e hemacias no tecido e presenca de fluidos no tecido extra vascular
bem como observacdo das células teciduais. Porém outras observacfes
patolégicas também podem ser presenciadas, como a presenca de morte
celular e processos degenerativos (ROBBINS & COTTRAN, 2013).

Quando tratados por milonina, 0s animais apresentaram manutencao do
arcabouco tecidual, sem desgaste epidérmico, 0 que pode ser gerado pela
pressdo que 0 edema causa ao epitélio, levando a rompimentos ou
descontinuidade da queratina na camada cornea da epiderme. Auséncia de
edema inflamatoério, que foi o principal sinal inflamatério avaliado, estava
ausente nos animais do grupo tratados com milonina. Esta caracteristica
inflamatoria € caracterizada pela perda da continuidade epiderme-derme.

Esses resultados se somam aos de outros alcaloides presentes na planta
Cissampelos sympodialis 0s quais em modelos experimentais de
hipersensibilidade imediata, também geram reducdo de parametros
morfologicos inflamatérios como migracéo de células para o pulméo e aumento
da expresséao de células caliciformes, em modelo experimental murino de asma
(VIEIRA, 2013), além de diminuigdo, por warifteina e metil warifteina, de células
inflamatorias como eosinofilos e mastdcitos em modelo experimental de alergia
alimentar (COSTA, 2013).

Dentre as diversas reac0es fisiopatoldgicas mediadas por mastocitos, as
reacOes de anafilaxia ou choque anafilatico caracterizam por sinais e sintomas
tais como eritema difuso, prurido, urticaria e /ou angio edema, broncoespasmo,
edema de laringe, hiper peristalse, hipotenséo e / ou cardi-arritimias, nauseas,
vOmito, tontura, dor de cabeca, sensagdo de morte iminente, e inconsciéncia
(KEMP el al., 2001, 2002). Portanto é uma reagéo aguda com risco de morte do
individuo, mediada por mecanismos imunologicos, 0s quais resultam na
liberacdo sistémica e subita de mediadores, tais como histamina, presentes em

mastoécitos e basofilos.
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As reacdes de anafilaxia ou choques anafilaticos sédo reacdes alérgicas
graves de inicio subito e potencialmente fatal (SAMPSON, et al. 2006). O
choque anafilatico corresponde a manifestacdo mais grave da anafilaxia
(LONGROIS, et al. 2011).

As reacdes patolégicas com envolvimento do sistema imune foram
descritas por Coombs e Gell (COOMBS RRA, GELL PGH, 1975), os quais
classificaram essas reacdes em quatro tipos: hipersensibilidade tipo | ou
imediata, mediada por IgE e tendo como células efetoras mastécito, o baséfio
e o eosindfilo, hipersensibilidade tipo Il ou citotoxica mediada por IgG ou IgM,
hipersensibilidade tipo Ill ou complexos imunes, mediada pelas IgG e IgM e
hipersensibilidade tipo IV ou tardia mediada por linfécitos T citotoxicos (COHEN
SG, et. al 2002). Acreditava-se que somente reacdes Ig-E dependente
poderiam causar reacdes de anafilaxia, entretanto, observou-se que nao
somente reacdes IgE-dependentes poderiam causar anafilaxia, mas também
reaccbes IgG ou IgM dependentes tais como transfusdo de sangue
incompativeis as quais sao classificadas como citotoxicos além de reacdes por
imune complexos poderiam desenvolver reagdo semelhante. Diante disso, o
termo definiu-se como reacdo anafilactoide como sendo uma reacdo de
hipersensibilidade independente de IgE. (TALLO, FS et. al., 2012)

Em 1996 (SELL, et al. 1996) surgiu um outro sistema de classificacdo o
qual propde um classificacdo com base em 7 mecanismos imunopatologicos: 1
— reacao de Inativacdo Imunomediada; 2 - Reacao de ativacdo de moléculas
biologicamente ativas; 3 —Reacdo citolitica mediada por anticorpos; 4 —reacdes
imunologicas complexas; 5 — reacbes alérgicas; 6 — reacbes citotdxicas
mediadas por linfécitos e 7 — reacdes granulomatosas. Sendo as reacdes
anafilaticas incluidas na sua classificagdo como sendo as complexas reacdes
imunoldgicas.

A ativacdo dos receptores H1 e H2 da histamina é que serdo 0s
responsaveis pelos sinais e sintomas da reacdo, como prurido, rinorréia,
taquicardia, broncoespasmo 0s quais sdo causados em maior parte por
ativacdo dos receptores H1l. A ativacdo de ambos receptores Hle H2
mediaram sintomas como dor de cabeca, rubor e hipotensédo (KALINER et. al.,

1981). O nivel sérico de histamina correlaciona-se com a gravidade e
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persisténcia de manifestacdes cardiopulmonares, mas ndo com a formacédo da
urticaria ou prurido (SMITH et. al., 1980).

Vérios sdo os agentes capazes de levar as reacBes anafilaticas, entre
eles destacam-se: alimentos (amendoim, ovos, crustaceos), medicamentos
(penicilinas), venenos como o composto 48/80, corantes, exercicios fisicos,
entre outras causas, entre elas idiopéticas (KEMP et al., 2002).

Laboratorialmente, varios modelos animais sdo utilizados para avaliagdo
da degranulacdo de mastocitos induzindo reacdo de choque anafilatico, entre
eles os que utilizam o DNP ou composto 48/80 como agente causador da
degranulacdo dessa célula, o qual leva a célula passar por uma desgranulacéo
ndo citolitica com liberacdo de todos os mediadores presentes em seus
granulos (GHOSAL et al.,, 1986, COSTA, 2008, CHATTERJEA et al. 2012
RIBEIRO-FILHO, 2014.)

Diferentes doses da milonina (0,5, 1,0 ou 2,0 mg/kg) foram testadas no
modelo experimental de choque anafilatico induzida pelo composto 48/80, os
quais observou-se que, em todas as doses testadas, protecdo dos animais da
morte por essa reacédo, sendo a dose de 2,0mg/kg capaz de proteger 75% dos
animais frente ao estimulo, confirmando mais uma vez a potencial acdo da
substancia em inibir a desgranulacdo do mastdcito, fato esse fundamental para
o desencadear do evento anafilactoide. Outros alcaloides, como a curina, a
aegelina, a licarisina e a biscoclaurina, também séo capazes de proteger os
animais desse tipo de reacdo quando tratados bem como em testes in vitro
inibem a liberacdo de histamina ou degranulacdo de mastdcitos por composto
48/80 (GHOSAL et al 1986;ARIBA et al, 1992; RIBEIRO-FILHO, et al., 2014,
NUGHORO et al, 2011). A warifteina, um dos alcaloides presentes na planta
Cissampelos sympodialis assim como a milonina, também foram capazes de
levar a sobrevivéncia aos animais pré-tratados por via oral na dose de 2,0 ou
10mg/kg (COSTA, 2008), corroborando assim o potencial efeito protetor dessa
espécie vegetal frente as reacdes anafilactéides, tendo em vista que dois de
seus constituintes isolados apresentam essa caracteristica protetora frente as
reacoes de choque anafilatico induzidas por composto 48/80.

Durante a degranulacdo dos mastocitos, importantes mediadores séo
liberados, os quais agindo em seus receptores irdo causar o sinal clinico de

coceira ou scratching, como por exemplo: a histamina, serotonina, além do
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PAF, PGs e leucotrienos (INAGAKI, et al., 1999; ANDOH et al.,, 2001).
Laboratorialmente, tem se utilizado o composto 48/80 como ferrramenta
farmacoldgica para a analise do scratching behavior devido ser esse composto
conhecido como potente ativador de mastocitos da pele e dos tecidos
conjuntivos (BENYON et al.,, 1989), onde a reacdo cutanea causada pelo
composto 48/80 foi atribuida a ativacdo de mastoécitos e consequente liberacao
de seus granulos (METYS et al, 1988).

Em seres humanos, injecdo intradérmica de composto 48/80 induz
coceira e exsudato protéico (STAHLE e HAGERMARK, 1984; WAHLGREN et
al., 1991). Em camundongos, para avaliagdo da participacdo desses e outros
mediadores no envolvimento desse evento utiliza-se o composto 48/80 para
mimetizar a situacdo experimental proposta.

A dose testada da milonina nessa condicdo experimental foi 2,0 mg/kg,
devido esta ter sido a dose com melhor atividade frente ao choque anafilatico
induzida pelo composto 48/80. No entanto, na dose nado foi observada
diminuicdo significativa do prurido ou scratching behavior. Outros alcaloides
como a curina e a warifteina reduzem esse evento em doses de 2,5mg/kg e
2,0mg/kg respectivamente (COSTA, 2008; RIBEIRO-FILHO, 2014).

Em estudos realizados por Inagaki, N (2002), onde este examinou o papel
do composto 48/80 como indutor do comportamento de prurido, scratching
behavior, em camundongos BALB / c, avaliando o papel dos mastdcitos e seus
mediadores, verificou-se que o composto 48/80 pode causar prurido,
independente da acdo da histamina. Serotonina e mediadores lipidicos como
as PGs, PAF e leucotrienos participam desse evento. Ainda foi observado que
o composto 48/80 pode induzir prurido em camundongos deficientes em
mastocitos, indicando assim que esse composto pode tambem induzir o prurido
por via independente de mastdcito (INAGAKI, et al, 2002).

Em estudos como os realizados por Yamamoto, 2010 foi evidenciado que
a injecao da morfina também leva ao comportamento de scratching, sendo este
revertido pelo seu antagonista farmacolégico naloxona (YAMAMOTO, A et al.,
2010).

Em analises histopatoldgicas de pele, de animais que foram submetidos
ao modelo experimental de scratching behavior observou-se tanto padrdes

inflamatorios gerais, como vasodilatacdo e migracdo de células como padrdes
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diferenciais, a exemplo da presenca de um tipo exclusivo de célula, a exemplo
do mastdcito, evidenciado por corante especifico (INAGAKI, et al., 2002).

Nas andlises histopatolégicas de animais tratados com a milonina
observou-se diminuicéo tanto nos padrdes inflamatérios avaliados como nos de
migracdo de célula e, pela coloracdo com o azul de toluidina, confirmou-se que
a célula que estava diminuida no evento inflamatorio era mastaocito.

Diante disso, sugere-se que a milonina, ndo atua no comportamento de
prurido (scratching behavior). Entretanto, leva a diminuicdo de mastécitos que é
evidenciado na analise histopatologica pela menor migracédo dessa célula e das
demais células inflamatérias. Porém o efeito sobre o comportamento de prurido
possa estar sendo evidenciado pelo composto 48/80 através de uma via
independente da acdo de mastécitos como constatado por Inagaki, 2002.

A dor, como um dos sinais cardinais da inflamacao, esta intimamente
relacionada ao processo inflamatério, tanto agudo como crénico, pois 0s
mediadores liberados durante a injuria tecidual sdo capazes de modificar a
transmissdo e a excitabilidade de nervos (WOOLF et al,1999). Quanto ao
processo de dor inflamatérias, sabe-se que o exsudato, transudato e a
liberacdo de mediadores sado o0s responsaveis por esse processo (LINLEY et
al., 2010).

Além disso, altos niveis de citocinas (IL-1B, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a) e NO
no plasma correlacionam-se com a severidade da dor em pacientes portadores
de doencas crbnicas (KOCH et al., 2007).

Durante o processo de degranulacdo dos mastécitos, varios mediadores
liberados por essas células sdo capazes de, agindo em seus receptores, gerar
um processo algico. Entre esses mediadores, se destacam: a histamina,
serotonina, enzimas proteoliticas como as quimases, substancia P, bradicinina
e uma variedade de citocinas, como as ILs-1, 2, 4, 9 e 13 além de mediadores
lipidicos como os leucotrienos, como o leucotrieno C4 (CHATTERJE et al.
2015).

A atividade antinociceptiva da milonina foi avaliada por modelos de
nocicep¢ao quimica, como o modelo das contor¢des abdominais induzidas pelo
acido aceético, aléem de modelos fisicos, como o da placa quente.

O teste das contor¢bes abdominais € bastante utilizado na triagem de

drogas com possivel atividade antinociceptiva (COLLIER, et. al., 1968). Este



75

método apresenta boa sensibilidade com baixa especificidade, logo
substancias com diferentes mecanismos de acdo podem ter bons resultados
nesse teste. O efeito nociceptivo desse teste pode ser evitado por drogas
como os antinflamatérios tanto esteroidais como nao esteroidais, além de
analgésicos centrais como a morfina (SANTOS, et. al.,, 2010). Esse teste é
descrito como um tipico modelo experimental para avaliar a dor de origem
inflamatdria, pouco especifico, mas sensivel sendo uma importante ferramenta
de triagem para avaliacdo da atividade analgésica e anti-inflamatéria (KOSTER
et al., 1959; NARAYANAN et al.,, 2000; IKEDA et al., 2001; BASTOS et al.,
2006).

A administracdo do acido acético no peritbnio provoca comportamentos
tipicos que sdo caracterizados por contorcbes abdominais e reducdo na
coordenacdo motora. Estes comportamentos sdo considerados reflexos e
evidenciam a dor visceral provocada por esse composto. De acordo com Julius
e Basbaum, (2001) a excitabilidade neuronal é alterada pela interacdo direta
dos prétons liberados pela dissociacdo do acido acético com canais iGnicos
presentes sobre as terminagdes nervosas sensoriais. A resposta nociceptiva ao
acido acético presente na cavidade peritoneal de camundongos também
resulta na liberacdo de diversos mediadores inflamatorios como a PGE2 e
PGF2a (DERAEDT et al., 1980). Macréfagos peritoneais liberam as citocinas
TNFa, IL-1B e IL-8/CXCL8, além de sensibilizar e estimular os neurbnios
aferentes  priméarios, resultando no aumento da liberagdo dos
neurotransmissores excitatorios tais como o aspartato e o glutamato no fluido
cérebro-espinhal (FENG et al., 2003). Os mastécitos também liberam as
mesmas citocinas liberadas pelos macréfagos, além de outras como a IL-4, 13,
9 além de diversos mediadores (RIBEIRO, et. al., 2000). O mecanismo
nociceptivo decorrente da administracdo de &cido acético também envolve a
participacdo de receptores vaniloides (IKEDA et al., 2001).

A milonina gerou reducdo do numero de contor¢cdes abdominais geradas
pelo acido acético. Esses resultados indicam que a milonina apresenta
atividade analgésica central e/ou atividade anti-inflamatéria aguda frente a
inibicdo da liberagdo de mediadores por células residente como 0s mastocitos

peritoneais.
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Esses resultados se somam aos de outros alcaloides, como a curina a
neferina, a tetandrina e a caulerpina que também reduziram o numero de
contorcbes abdominais geradas pelo &cido acético (LEITE, et al. 2013,
NAKAJIMA et al. 2011; RAHMAN et al., 2011; DE SOUZA et al., 2009).

Outro teste utilizado para avaliacdo da atividade algica, foi o teste da
placa quente, sendo este um teste especifico para avaliacdo de substancias
com potencial &lgico associado a inibicdo central da dor (ORLANDI, et. al.,
2011). A placa aquecida a temperatura constante provoca respostas
comportamentais como lambida da pata ou salto do animal (NEMIROVSKY, et.
al., 2001). O estimulo térmico provoca ativacdo dos nociceptores que levam o
impulso par ao corno dorsal da medula espinhal e para os centros corticais 0s
quais interpretam o estimulo (DICKENSON; BESSON, 1997).

Embora a milonina seja um alcaloide da classe quimica morfinamica nao
foi capaz de aumentar a laténcia dos animais submetidos ao teste da placa
quente nos tempos avaliados diferentemente da morfina que também € um
alcaloide morfinamico e que, devido a sua maior solubilidade em membrana
hemato encefalica age em nivel do SNC aumentado a laténcia dos animas
submetido a essa condi¢cao experimental.

Portanto, o conjunto de resultados obtidos nos diferentes testes com a
finalidade de avaliar a atividade anti-nociceptiva da milonina indica que sua
acado anti-nociceptiva esteja relacionada a nocicepcéo inflamatéria e néo
central e essa acdo esta provavelmente relacionada com a inibicdo da
liberacdo de mediadores por células residentes como macréfagos e mastécitos.

Diante do exposto podemos afirmar que milonina, um alcaloide
morfinamico de Cissampelos sympodialis apresenta atividade anti-inflamatéria

e analgésica.
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6.0 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo com o alcaloide milonina da planta
Cissamplelos  sympodialis EICHL (menispermaceae) em  modelos
experimentais de inflamacgao e nocicepgao possibilitam concluir que:

A milonina apresentou atividade anti-inflamatéria via inibicdo da
desgranulacdo mastocitos teciduais, porém sem inibir a acdo da histamina um
dos principais mediadores liberados no processo de degranulacao.

A milonina aumentou a sobrevivéncia de animais submetidos ao modelo
experimental de choque anafilatico induzido por composto 48/80, sugerindo
efeito do alcaloide sobre os mastocitos. Entretanto, em modelo de scraching
behaviour a milonina ndo reduziu significativamente o comportamento de
coceira mas reduziu o namero de mastécitos na pele.

A milonina apresentou atividade anti-nociceptiva via reducdo da
inflamacéo evidenciada no teste das contor¢cbes abdominais induzidas por
acido acético sem alterar a nocicepcdo central verificada no teste da placa

quente.
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