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RESUMO

O processo inflamatério € uma resposta benéfica do organismo frente a uma lesdo ou infecgao,
visando a eliminagdo da injuria inicial, bem como as consequéncias dessa injuria. Entretanto, a
inflamacédo, em resposta exagerada, pode ser prejudicial. Dessa forma, se faz necessario o
desenvolvimento de novos farmacos com propriedades anti-inflamatéria e analgésica, sendo utilizado
como estratégia terapéutica a busca por moléculas oriundas de produtos naturais que possuam tais
propriedades. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial anti-inflamatério da
milonina, alcaloide de Cissampelos sympodialis Eichl frente a liberacdo de mediadores inflamatérios
utilizando o modelo murino de inflamagdo aguda e dor. Camundongos Swiss pré-tratados com
milonina foram submetidos aos protocolos de: edema de pata induzido por LPS, prostaglandina
(PGEy,), bradicinina (BK) e serotonina (5-HT) para avaliar a atividade antiedematogénica do alcaloide;
permeabilidade microvascular induzida por acido acético para obter a concentragdo de proteinas
totais e analise histologica do peritbnio; os modelos de peritonite induzida por carragenina para
avaliar o efeito da milonina sobre a migracédo de células totais e diferenciais; e o teste da formalina
para avaliar a sua atividade nociceptiva. Os resultados demonstraram que a milonina foi capaz de
reduzir significativamente (p<0,001) a formacdo do edema de pata induzido por LPS, PGE,, BK,
porém nao foi capaz de reduzir o edema induzido pela 5-HT; diminuiu significativamente (p<0,05) o
extravasamento de liquido para o peritbénio induzido por acido acético, mantendo a sua morfologia
preservada. O alcaloide também foi capaz de inibir (p<0,01) a migracdo de leucécitos totais para a
cavidade peritoneal durante a inflamagéo induzida por carragenina, diminuindo o numero de células
polimorfonucleares (PMN) sem alterar células mononucleares (MNs). No teste da formalina, o tempo
de lambida da pata dos animais foi inibida (p<0,01) por milonina apenas na segunda fase quando
administrada por via intraperitoneal (i.p.). Portanto, este estudo demonstrou que a milonina possui
atividade anti-inflamatéria e analgésica por inibir a acdo de mediadores essenciais para o inicio do

processo inflamatorio.

Palavras-chave: Cissampelos sympodialis, inflamagao aguda, alcaloide, milonina, anti-inflamatério,

nocicepgao.



ABSTRACT

Inflammation is an immune response that aims to establish a tissue homeostasis during an infection or
injury. Recognized as a beneficial process, an inflammation can become harmful when in excess.
Thus, therapeutic therapies that are applied to the resolution of the inflammation are studied and
developed, with natural products and their derivatives playing a prominent role in the discoveries of
new anti-inflammatory molecules. In this context, the objective of this study was to evaluate the anti-
inflammatory potential of milonine, a Cissampelos sympodialis Eichl alkaloid, in vivo, against the
release of mediators by using the murine model of acute inflammation and pain. Swiss mice
pretreated with milonine were submitted to protocols of: paw edema induced by LPS, prostaglandin
(PGE,), bradykinin (BK) and serotonin (5-HT) to evaluate the anti-edematogenic activity of the
alkaloid; microvascular permeability induced by acetic acid to obtain a total protein concentration and
histological analysis of the peritoneum; the models of carrageenan-induced peritonitis to evaluate the
effect of milonine on the migration of the total and differential cells; and the formalin test to evaluate its
nociceptive activity. The results show that milonine was capable of significantly reduce (p<0.001) the
formation of the paw edema induced by LPS, PGE,, BK, however it was not capable to reduce the
edema induced by 5-HT; significantly reduced (p<0.05) the extravazation of liquid to the peritoneum
induced by acetic acid, maintaining its morphology preserved. The alkaloid was also able to inhibit
(p<0.01) the migration of the total leukocytes to the peritoneal cavity during the carrageenan-induced
inflammation, decreasing the number of polymorphonuclear cells (PMN) without changing
mononuclear cells (MNs). In the formalin test, the paw licking time of the animals was inhibited
(p<0.01) only in the second phase through the intraperitoneal (i.p.) administration, corroborating the
inhibition of inflammatory mediators. Therefore, this study demonstrates that milonine has an anti-
inflammatory and analgesic activity due to the inhibition of the action of mediators essential for the

start of the inflammatory process.

Keywords: Cissampelos sympodialis, acute inflammation, alkaloid, milonine, anti-inflammatory,

nociception.
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1. INTRODUGAO

1.1. Inflamagao

A inflamacdo é uma resposta fundamentalmente protetora do corpo desencadeada
por estimulos nocivos a fim de eliminar patégenos, reparar tecidos danificados e restaurar a
homeostase (MEDZHITOV, 2008). A inflamagao é causada por diversos fatores, como
agentes fisicos (trauma, contusdes), agentes quimicos (corrosivos), agentes bioldgicos
(bactérias, parasitas, virus e fungos), lesao tecidual causada por corpos estranhos ou ainda
reagdes imunoldgicas como as autoimunes. De forma abrangente, o processo inflamatério
apresenta manifestagdes clinicas que se caracterizam por rubor, inchaco, calor, dor e perda

da funcédo do tecido.

A resposta inflamatéria pode ser dividida em dois tipos: aguda ou crbnica. Esta
divisdo estd baseada geralmente na duracdo e caracteristicas patoldégicas da reacdo

inflamatoria.

1.1.1 Inflamagao aguda

O processo da inflamagao aguda se caracteriza por ser uma resposta imediata no
intervalo de minutos a dias. Este evento, comumente benéfico para o individuo, é
desencadeado devido a ocorréncia de lesdes celulares e teciduais. Os componentes
principais da inflamac&o aguda envolvem alteragdes vasculares, onde ocorre alteragao do
fluxo e calibre dos vasos; e a migracao de leucdcitos, principalmente de neutréfilos para o
local da lesao, pois a fungao é erradicar o estimulo inicial e, em alguns casos, ativagao da
cascata de coagulacdo (MEDZHITOV, 2008; RAJESH et al., 2014).

Quando o processo inflamatério agudo é bem sucedido, reparando o tecido
lesionado, ou apresentando a formagédo de cicatriz, a homeostasia é restaurada. Dessa
forma, a inflamacédo aguda tem como objetivo principal a eliminagdo do agente agressor,
seguido por uma fase de resolugdo e reparacdo, que €& mediado principalmente por
macréfagos (MEDZHITOV, 2010; SHERWOOD & TOLIVER-KINSKY, 2004).
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1.1.1.1 Eventos vasculares

Em homeostase, as proteinas plasmaticas e as células circulantes estdo comumente
presentes no interior dos vasos, se deslocando no sentido do fluxo sanguineo. Em um
processo inflamatério, os vasos sanguineos sofrem alteragdes que induzem a passagem de
proteinas plasmaticas e células da circulagao para o local da lesdo ou da infeccao (RYAN &
MAJNO, 1977).

Os efeitos vasculares se iniciam com alteragbes no fluxo e calibre dos vasos
sanguineos estimulados pelas moléculas pré-inflamatérias como a histamina, leucotrienos e
prostaglandinas e do 6xido nitrico (NO) produzido por células endoteliais que acarretam os
sinais cardinais da inflamacéo, e desenvolvem-se em velocidades variaveis de acordo com a
intensidade da lesdo. Em seguida, apdés uma vasoconstricdo das arteriolas em
consequéncia da contracdo do musculo liso presente na parede desses mesmos vasos, que
dura alguns segundos, ocorre vasodilatagdo, que promove o aumento do fluxo sanguineo,
que gera calor através da hiperemia arterial, e rubor pelo acumulo de glébulos vermelhos
(NUNES & ABREU, 2012).

A medida que vai ocorrendo o aumento do fluxo sanguineo, a vasodilatacdo das
artérias ira provocar um aumento da pressao hidrostatica entre os vasos, resultando, dessa
forma, em um extravasamento de liquidos dos capilares para os tecidos. Este processo é
exacerbado pelo aumento da permeabilidade vascular que é induzido, por exemplo, pela
histamina e cininas, além de outros mediadores que irdo provocar aberturas entre as células
endoteliais e vao permitir a passagem de leucdcitos e de liquido rico em proteinas
plasmaticas (exsudato) no sitio da lesao tecidual resultando no edema (RYAN & MAJNO,
1977; KUMAR, ABBAS & ASTER, 2012; RAJESH et al., 2014).

1.1.1.2 Eventos celulares

As alteragcbdes celulares nas primeiras horas da lesdo se caracterizam por um
infiltrado de origem neutrofilica que no decorrer do processo e do estimulo da lesdo vao
sendo substituidos por células mononucleares. Para alcangcar o foco da infecgdo, o
recrutamento dos leucécitos envolve uma série de etapas ocorrendo na margem da parede
endotelial para o espago extravascular, que sdo acompanhados pelo processo de

vasodilatacdo. Essas etapas sdo a marginacdo e rolagem, a aderéncia e a diapedese.
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Muitas citocinas induzem expressao de moléculas de adesao (selectinas e integrinas); estas
estdo presentes na membrana de leucdcitos e células endoteliais. Além disso, a presenca
de quimiocinas permitem o aumento da interagdo das integrinas com os seus ligantes,
promovendo uma adesdo mais estavel entre o leucdcito e endotélio, assim permite o
direcionamento dos leucécitos ao local lesado. Ao final dessas etapas, os leucdcitos
presentes na regido da infeccdo uma vez ativados irdo iniciar o processo da fagocitose
(RYAN & MAJNO, 1977; POBER & SESSA, 2007).

No processo de marginacao, os leucocitos se aderem de maneira fraca na parede do
endotélio, que em seguida resulta na rolagem sobre a parede do vaso, mediada pelas
moléculas de adesdo como, por exemplo, as selectinas. Essas moléculas de adesdo de
células vasculares estdo envolvidas nas interacdes de adesdo de leucdcitos e plaquetas da
circulacdo sanguinea. Ha trés membros da familia das selectinas: P, E e L-selectinas. A P-
selectina se expressa em células endoteliais e plaquetas, sendo a selectina a responsavel
na célula endotelial pela fase mais precoce do recrutamento celular no processo
inflamatoério. A L-selectina esta expressa em todos os leucécitos, exceto nos linfécitos de
memoria ativados. Esta selectina contribui para a migracao de linfécitos e neutrdéfilos até os
sitios inflamatérios. A E-selectina é responsavel pela adesao de neutréfilos, mondcitos e
células T a sitios inflamatérios (Figura 1) (HILL, 2011; JUBELI et al., 2012; MITSUI et al.,
2015).

Apds o rolamento, segue-se a aderéncia firme mediada por moléculas codificadas
pelos genes da superfamilia das imunoglobulinas e integrinas. A superfamilia das
imunoglobulinas constitui uma diversidade de proteinas de cadeia unica com varios
dominios de caracteristicas semelhantes as das imunoglobulinas e agem como ligantes de
outras moléculas de adesdo. Quatro membros atuam como ligantes para leucocitos nas
células endoteliais: ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 e PECAM-1 (MAKRILIA et al., 2009; WAI
WONG C, DYE DE & COOMBE, 2012). As integrinas sdo uma familia de moléculas de
adesao que sao constituidas de uma subunidade a- e outra — 3. As subunidades possuem
segmentos extracelulares, transmembrana e citoplasmatico. Os segmentos extracelulares
se ligam as proteinas da matriz extracelular e a outras proteinas de superficie celular,
inclusive moléculas de adesdo da classe da superfamilia das imunoglobulinas
(HENDERSON & SHEPPARD, 2013; WRIGHT, MEURS & DEKKERS, 2014). A expressao
da avidez dessas moléculas de adesdo é modulada pelos mediadores inflamatorios

liberados pelas células residentes.

As células migram através dos vasos sanguineos, e atravessam o tecido intersticial

por fendas existentes entre as células do endotélio. Este processo é denominado de
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diapedese ou transmigragdo, em que s&o atraidos por sinais quimicos, tais como a
interleucina-8 (IL-8), Cb5a, Interferon-gama (IFN-y) e leucotrieno B4, num processo
denominado de quimiotaxia. (WITKO-SARSAT et al., 2000; KLEBANOFF & CLARK, 1978).

Havendo o controle do processo inflamatdrio, a inflamagao diminui gradativamente
devido ao fato dos mediadores possuirem uma meia-vida curta, sendo rapidamente
degradados e apenas produzidos se o estimulo persistir. Dessa forma, a fase resolutiva se
desenvolve e o processo desencadeia varios sinais que contribuem para o término da

resposta inflamatéria e restabelecem a homeostase.

Fluxo sanguine%

| - Rolamento

leucocitdrio
Il - Adesdo estavel

Ill - Diapedese

Figura 1. Processo esquematico migragdo e adesao leucocitaria na parede endotelial. Em
resposta a estimulos inflamatdrios, as moléculas de adesdo tais como as selectinas e
glicoproteinas presentes em células endoteliais e leucécitos interagem, o que possibilita uma
ligacao temporaria. Esta interagao permite que os leucécitos rolem ao longo da parede endotelial
vascular (). Isto é seguido por adesédo firme de leucécitos ao endotélio através da ligagao de
integrinas na superficie de leucécitos a ICAM-1 ou VCAM-1 na superficie de células endoteliais
(I). Em seguida, as células migram através do endotélio microvascular pelo processo de
diapedese que envolve interagbes complexas com moléculas de jungdo de célula-célula
endotelial, incluindo VE-caderina, JAMs e PECAM-1 (lll) (ADAPTADO de YUAN et al., 2012).
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1.1.2 Inflamagéo crénica

Quando o estimulo do processo inflamatério agudo nao é suprimido, a inflamagao
permanece e avanga para outro nivel, no qual ocorrem alteragbes na composi¢cdo dos
leucdcitos infiltrantes, ou seja, os neutréfilos dao lugar a uma combinagao de células como
os linfocitos e os macréfagos (FRANCESCHI & CAMPISI, 2014). Dessa forma, esse avango
se caracteriza pela inflamagao crénica que apresenta maior duragao (semana, meses e
talvez anos) e esta relacionada a proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose
tecidual (FUJIWARA & KOBAYASHI, 2005).

Para finalizar e eliminar todos os tipos de sinais da inflamagao é preciso inativar a
producdo de mediadores inflamatérios, bem como a remog¢ao do aglomerado de células
inflamatdrias, sem que desencadeie uma resposta autoimune. As células da série fagocitica
do tipo mononuclear sao responsaveis pela eliminacdo das células inflamatérias que
sofreram apoptose na fase resolutiva da inflamagéo, acarretando a restauragao do tecido

inflamado e o retorno a homeostasia (BUCKLEY et al., 2013).

Assim, quando a inflamacdo é exarcebada ou exagerada, o processo inflamatério
deixa de ser uma resposta benéfica e passa a contribuir para a patogénese de varias

doencgas, como doengas auto-imunes, cancer e diabetes, etc.

1.1.3 Autoinflamacgao

Em recentes pesquisas, incluem uma nova categoria de inflamagdo, a auto
inflamagao. Este termo foi proposto pela primeira vez em 1999 para descrever um grupo
doencas inflamatérias sistémicas que se diferencia das doengas autoimunes
tradicionalmente definidas (McDERMOTT et al., 1999).

A autoinflamagdo se caracteriza por episddios de inflamagdo aparentemente
desencadeada por componentes exégenos e endégenos, sendo resultado de disfuncido da
imunidade inata, responsavel pela primeira linha de defesa imunolégica, de resposta
imediata a agentes agressores externos e internos. Diferentemente de doencgas autoimunes
qgue sao desencadeadas por linfocitos T autoreativos e autoanticorpos altamente especificos
para os agentes patogénicos que atuam na resposta imune adaptativa (KANAZAWA,
TCHERNEV & WOLLINA, 2014; KEMPEN et al., 2015).

Quando um processo provoca uma desregulacdao do sistema imunitario inato, isso
desencadeara um estado pré-inflamatério patogénico, o qual a via de sinalizagdo comum

resulta na ativacdo do inflamassoma com o resultante excesso de citocinas. Dessa forma,
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este € o principal mecanismo que o sistema imunitario inato esta relacionado na
patofisiologia das doencas autoinflamatérias (KEMPEN et al., 2015; CUSH, 2013). Como
exemplo, temos a Febre Familiar do Mediterraneo (FFM), que apresenta um estado pro-
inflamatoério pela producédo de IL-1b, o que explica parcialmente o0 mecanismo de alguns
achados dessa enfermidade (CHAE et al., 2008).

1.1.4 MEDIADORES INFLAMATORIOS
1.1.4.1 Aminas Vasoativas

As aminas vasoativas que compreendem mediadores denominados de histamina e
serotonina apresentam funcéo nas fases iniciais do processo inflamatério. A permeabilidade
vascular e o aumento do fluxo sanguineo ocorrem em decorréncia da dilatagdo das vénulas
por acdo dessas aminas (BARNES et al.,, 1998). Aparentemente esses mediadores sao
liberados ao mesmo tempo em quantidade suficiente para realizar seu efeito maximo na
permeabilidade vascular (DI ROSA et al., 1971).

Uma enzima triptofano sintetase age sobre o triptofano e sintetiza uma amina que é
conhecida como serotonina ou também chamada de 5-hidroxitriptamina. Este processo
ocorre principalmente em células do tipo enteroenddcrina, as chamadas de enterocromafins,
que ocorrem no epitélio que reveste o lumen do trato digestivo e respiratorio. Porém, elas
podem ocorrer também em mastécitos, nos neurdnios e células musculares. (BISCHOFF et
al., 2009).

Nos tecidos periféricos, a serotonina é secretada por mastocitos e plaquetas
simultaneamente com a histamina por degranulagdo induzida por mediadores, como
substancia P. Esta amina desencadeia o processo de hiperalgesia por agao direta em
receptores de serotonina em neurdnios aferentes sensoriais primarios. A serotonina se
assemelha nas suas a¢des com a histamina, ou seja, desencadeia vasoconstri¢ao inicial, e,
juntamente com outros mediadores, vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
(KOPP, 1998).

A acdo da histamina é mediada por quatro tipos de receptores de membrana para a
histamina (HRs): HR1, HR2, HR3 e HR4, os quais sao receptores acoplados a proteina G.
Diante disso, esses receptores possuem caracteristicas semelhantes a da proteina,
incluindo sete dominios transmembranares, sitios de glicosilagdo amino-terminais, sitios de

fosforilacdo de proteina quinase, e proteina quinase C (PKC) (JUTEL, 2002). O receptor H4,
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além da presenga conjunta com os outros receptores, esta presente na medula 6ssea e em
células hematopoiéticas periféricas. Ele é responsavel pela estimulagao da quimiotaxia de
eosindfilos e mastécitos, bem como o controle da fungdo de células T. Através desses
quatro subtipos de receptores, a histamina desempenha um papel importante no sistema

complexo de imunoregulacao e na inflamagao alérgica aguda e cronica (SIMONS, 2011).

Além disso, esta amina é responsavel pelas respostas alérgeno-inflamatério devido
ao aumento da secrecdo de citocinas pré-inflamatérias, como as interleucinas-1a (IL-1), IL-
1B, IL-6 e as quimiocinas, RANTES ou IL-8, em varios tipos de células e tecidos locais. Na
inflamagao alérgica, esse mediador & responsavel pela regulacdo do acumulo de

granuldcitos (eosinoéfilos) e a sua migracao.

O efeito da histamina sobre a migracédo de eosindfilos pode ser diferente de acordo
com a concentragdo. Em altas concentracbes a quimiotaxia de eosinéfilos é inibida pelo
receptor de histamina H2, em contrapartida, no caso de baixas concentragdes, a quimiotaxia

de eosindfilos € aumentada através do receptor de histamina H1 (AKDIS, 2006).

1.1.4.2 Eicosandides

Um dos primeiros eventos na resposta inflamatéria € a liberagdo do &cido
araquiddnico (AA), que esta armazenado no interior de fosfolipidios de membrana de forma
esterificada. Depois que as células sdo ativadas, varias fosfolipases como a A2 (PLA;)
catalisam a hidrolizagdo do segundo acido graxo dos fosfolipidios. Com o aumento do calcio
intracelular através dos canais de calcio, a cPLA, (um dos tipos de fosfolipases calcio
dependente) libera a saida de acido araquidénico. O AA é entao convertido em um produto
intermediario denominado PGH, prostaglandinas (PG) pelas cicloxigenases (COX) e em
leucotrienos pela 5-lipoxigenase (YOKOMIZO, 2014; HARRIS, 2002).

O produto intermediario da prostaglandina, o PGH,, possui pouca fungdo no
organismo, mas serve como substrato para a biossintese de diversas PGs com atividades
bioldgicas distintas. Dessa forma, a PGH;, é convertida pelas prostaglandinas sintases das
células especificas em diversos derivados como PGD,, PGE,, PGFza, prostaciclinas (PGl,) e
em tromboxanos (TX) (HARRIS, 2002; RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011).

A maioria dos receptores das prostaglandinas esta localizada na superficie da
membrana celular acoplado a proteina G, porém também existem receptores na membrana

nuclear. Nesse caso, os ligantes atuam na transcricdo e alteracdo de expressao génica
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(GONZALEZ, 2003). Os papéis fisioldgicos e patoldgicos desses receptores dependem de
complexos conjuntos de interagdes entre receptor e ligante, que, por sua vez, depende de
diversos fatores como: afinidade, perfil de expressao e contexto celular no qual o receptor é
expresso (HATA, 2004).

As prostaglandinas estdo envolvidas em diversos processos fisiopatolégicos, como:
homeostase, trombose, angiogénese, cancer e ulceragdes. Elas s&o responsaveis pelo
aumento da inflamagao em tecidos e o desenvolvimento dos sinais cardinais. As sensagoes
de dor, por exemplo, ocorrem pela ativagao de receptores de PGE, nos neurdnios sensoriais
(SYKES, 2014; AOKI, 2012).

A PGD, é um dos principais produtos da COX, formada em mastdcitos ativos. Ela
possui diversas fungbes bioldgicas como vasodilatagdo e bronco-constricdo. Estudos
mostram que este eicosanoide também pode estar envolvido na fase tardia em respostas de
reacgoes alérgicas (FUJITANI, 2002).

A PGE; é sintetizada por diversas células do organismo humano, como, fibroblastos,
células endoteliais e musculares lisas. Ela é responsavel pelo aumento da permeabilidade
microvascular e vasodilatagdo, acarretando em dois sinais cardiais da inflamagao: rubor
(vermelhidao) e edema (GOMEZ, 2013).

Os leucotrienos podem se dividir em dois grupos: os diidroxi-leucotrienos e os
leucotrienos peptidicos. O primeiro grupo é formado, principalmente, pelo leucotrieno B4
(LTB4), produzido pela hidrélise do LTA4 através da enzima LTA4 hidrolase. Esse LT € um
quimioatrator dos fagodcitos, devido a sua alta expressdo de 5-lipoxigenase em contraste
com a baixa expressao de cicloxigenases. O LTB4 esta relacionado a diversas funcgoes,
entre elas: estimulacéo e ativacdo de neutréfilos, e aumento da produgéo de interleucina-6,
na qual acarreta a transcricdo precoce de genes em células mononucleares. (YOKOMIZO,
2011).

O leucotrieno B4 possui diversos receptores, dentre eles os principais citados na
literatura sdo os receptores BLT1 e BLT2. O receptor BLT1 foi isolado em diferentes
espécies e em todas se apresentou como um receptor de alta afinidade para BTL4. Analises
com Northern Blot revelaram que esse receptor esta altamente presente em leucécitos
(KATO, 2000). Camundongos deficientes em BTL1 mostram fendtipos (caracteristicas da
enfermidade) reduzidos em varios modelos inflamatérios, tais como peritonite e asma
brénquica. O BTL2 é expresso em células epiteliais e queratindcitos e esta associada a
liberacdo de enzimas lisossomais e o aumento do metabolismo oxidativo. Além disso,

ambos os receptores apresentam atuacdo quimiotatica, pois possuem uma agao inibitéria da
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proteina G, inibindo a adenilato ciclase e ativando a fosfolipases C, aumentando o calcio

intracelular e, consequentemente, a quimiotaxia (YOKOMIZO, 2011).

O segundo grupo é formado pelos leucotrienos cisteinil (CysLTs). Eles estao
presentes em diversos grupos de células como mastdcitos e macrofagos, principalmente
nas areas alveolares. As CysLTs podem gerar vasodilatagao, relevante no recrutamento de
leucdcitos e no inicio de uma resposta inflamatéria (BUSSE, 1998). Eles também estao
relacionados na fisiopatologia da asma, identificados em niveis elevados em broncoscopia e
expectoracdo induzida (WILSON, 2004). Diversos estudos com inibidores de leucotrienos
tém sido realizados com o objetivo de reduzir as crises de asmas em pacientes e as reagdes
alérgicas. As pesquisas clinicas iniciaram nos anos 80 e essas substancias agem de duas
maneiras: reducdo da agao da proteina ativadora da 5-lipoxigenase, bloqueio da prépria 5-
lipoxigenase e antagonizacdo da ac&o dos leucotrienos-cisteinil em seus receptores
(BORGES, 2001).

1.1.4.3. Sistema das Cininas

Durante a coagulagdo sanguinea sio ativadas algumas moléculas responsaveis em
desencadear a resposta inflamatéria. Uma dessas moléculas é chamada de fator de
Hageman (fator XIl), que € uma proteina produzida pelo figado que atua na cascata de
coagulacdo e se apresenta em uma forma inativa ou ativa no colageno ou nas plaquetas
(RENNE et al., 2012).

A acdo do fator de Hageman na inflamacado se da a partir da ativagado de quatro
sistemas. Um deles é o sistema cinina, responsavel por produzir mediadores importantes
para resposta inflamatéria, isto €, peptideos a partir de proteinas plasmaticas denominadas
cininogénios (KENNE & RENNE, 2014). A producdo de cininas durante a resposta
inflamatéria se da a partir das seguintes vias: no plasma, no tecido e uma via plasma
independente de tecido. A via no plasma ocorre inicialmente com a ativac&o e interagcédo do
fator Xll com a pré-calicreina e também com um cininogénio de alto peso molecular. Uma
vez que o fator XlI é ativado, a pré-calicreina se converte em calicreina, favorecendo assim
a conversao do fator Xll a fator Xlla. Desse modo, a medida que ocorre a ativagdo da
calicreina, havera uma sequéncia de eventos e ha liberagao da bradicinina (SHARMA & AL-
SHERIF, 2011).

A bradicinina (BK) é um peptideo fisiélogico e farmacologicamente do grupo de
proteinas de cininas, que consiste em nove aminoacidos. Este peptideo faz com que os

vasos sanguineos se dilatem e, por conseguinte, faz com que a pressao no sangue diminua.
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Vale ressaltar que sua acdo € semelhante a da histamina, podendo causar também a
hiperalgesia, vasodilatagdo, contragdo da musculatura lisa e aumento da permeabilidade
vascular (BUJAK-GIZYCKA, 2011; MAURER et al., 2011).

As cininas produzidas dentro de microambientes teciduais inflamatérios, onde
exercem suas funcdes, dependem da sinalizacdo de dois receptores: o receptor de cinina 2

(B2R) que ¢ expresso constitutivamente e o receptor de cinina 1 (B1R) (SHARMA, 2014).

Receptores B2R sao distribuidos ao longo dos tecidos periféricos e centrais e tém
uma maior afinidade para (BK) e peptideos Lis-BK. Em contrapartida, os receptores B1R
s80 expressos em baixos niveis sob condi¢gdes normais e de exibigao de alta afinidade para
alguns metabdlitos. No entanto, os receptores B1 sofrem um rapido aumento da regulacao
sobre estimulos inflamatérios, estimulagcdo de citocinas ou de lesdo da célula. (CHAO,
BLEDSOE & CHAO, 2014; KASHUBA et al., 2013).

1.1.4.4 Citocinas

As citocinas representam um grupo de proteinas que desempenham um papel
importante em eventos da inflamagao, elas sao sintetizadas por varios tipos celulares em
resposta a um estimulo, além de regular a imunidade inata e adaptativa. Outras citocinas
sao responsaveis por estimular os precursores na medula éssea para a formagao de mais
leucdcitos, fazendo com que esses sejam substituidos durante o processo inflamatério e
também nas respostas imune (SHACHAR & KARIN, 2013).

As citocinas sao representadas por interleucinas (IL) que induzem a interacéo entre
os leucocitos (GRUNNET & MANDRUP, 2012); fator de necrose tumoral (TNF), que
apresentam atuagao pro e anti-inflamatéria; interferons (IFN) que agem contra alguns tipos
de infecgdbes (COOPER, MAYER-BARBER & SHER, 2011); e quimiocinas atuam na

quimiotaxia.

O processo inflamatério apresenta dois grupos principais de citocinas: proé-
inflamatérias (IL-1, TNFa e IL-6) e anti-inflamatérios (IL-4, IL-10 e IL-13). As citocinas pro-
inflamatoérias sdo aquelas sintetizadas por macrofagos e estdo envolvidas na regulagao das
reacoes inflamatérias. Ja as citocinas anti-inflamatérias sdo aquelas derivadas de células T
e apresentam a fung¢do de regulacdo negativa das reacdes inflamatérias (BANCHEREAU,
PASCUAL & O'GARRA, 2012; TURNER et al., 2014).

Dentre as citocinas, existe um grupo de moléculas com fungdes quimiotaticas para

diferentes subconjuntos de leucdcitos que sdo denominadas quimiocinas, algumas delas
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sao IL-8, MIP, MCP-1. Estas sao responsaveis por regular o processo dindmico celular, bem
como promover a migragao destes leucécitos até o local da inflamagao tecidual por meio do
sangue. As quimiocinas sdo produzidas por varios tipos celulares como macroéfagos,
mondacitos, células estruturais e endoteliais (COMMINS, BORISH & STEINKE, 2010).

Dessa forma, as citocinas sdo mediadores importantes para orientar a resposta
inflamatoéria aos locais de estimulo, promovendo a resolugdo da inflamagao. Entretanto, com
a producao exacerbada de citocinas proé-inflamatérias diante de um estimulo, o organismo
pode sofrer lesdes no 6rgao-alvo, que contribui com a insuficiéncia de multiplos 6rgaos e até
a morte. E diante da presenca de citocinas anti-inflamatérias nesses locais, podem diminuir
alguns desses efeitos (FATKHULLINA, PESHKOVA & KOLTSOVA, 2016; WOJDASIEWICZ
etal., 2014).

1.1.4.5. Oxido Nitrico

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre na forma de gas que se forma nas células
endoteliais, alguns neurdnios e macrofagos, induzindo a dilatagcdo do vaso sanguineo a
partir do relaxamento da musculatura lisa. Trata-se de um dos principais mediadores do
processo inflamatoério (TOUSOULIS et al., 2012).

A sintese do NO se da a partir de uma enzima denominada 6xido nitrico sintase
(NOS), fazendo uso do aminoacido L-arginina. Esta enzima se apresenta em trés tipos:
endotelial (eNOS), neural (nNOS) e induzivel (iNOS) (FLEMING, 2010; PETHO & REEH,
2012). A eNOS ¢ sintetizada principalmente no endotélio. A nNOS se expressa nos
neurdnios e nao apresenta papel importante na inflamacao. O iINOS é a enzima responsavel
pela produgéo de NO na inflamacado (FORSTERMANN & SESSA, 2012; WINK et al., 2011;
GALVAO & CARVALHO, 2014). Essas enzimas podem ser ativadas em duas formas: a
medida que as enzimas Oxido nitrico sintase, neural e endotelial se apresentam em baixas
concentragdes, havera um influxo maior de calcio no meio, consequentemente resultando no
aumento da producdo do NO. Por outro lado, a enzima 6xido nitrico sintase induzivel sera
ativada pelos macroéfagos, estimulando assim a formagao de citocinas e mediadores como,
por exemplo, o TNFa, IL-1 e IFNy (KOBAYASHI, 2010).

Os efeitos do NO podem ser tanto pré-inflamatérios, causando a vasodilatagao,
como anti-inflamatdrio, apresentando a fungdo de regular a resposta inflamatéria. Além
disso, este gas pode causar a inibicdo de alguns eventos da inflamagdo como a
degranulagao dos mastocitos, impedindo também a migragdo dos leucécitos (LI, HSU &
MOORE, 2009; FARO et al., 2014).
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1.1.5 Dor inflamatoria

Com a liberacdo de inumeros mediadores atuando no processo inflamatério, alguns
deles também estimulam os neurbnios sensoriais locais, 0 que acaba contribuindo para o
desenvolvimento da dor (HADDAD, 2007).

A dor pode ser definida segundo a Associacao Internacional do Estudo da Dor
(Internacional Association for the Study of Pain - IASP) como uma experiéncia que envolve
aspectos emocionais e sensoriais desagradaveis que pode ou ndo estar associada a um

dano tecidual.

Quando falamos sobre dor inflamatéria, nos referimos que ocorre devido a
sensibilizagdo dos neurdnios nociceptivos sensoriais primarios, em virtude de um tecido
inflamado que se torna sensivel a estimulos (CUNHA et al., 2005). A dor inflamatéria nao
ocorre imediatamente apds ou durante um estimulo, mas sim apds a ativagdo da cascata de
citocinas, seguida da liberacdo de outros mediadores por células ndo-neuronais, como
mastocitos, macréfagos e neutrdfilos. Entre os mediadores envolvidos estdo as
prostaglandinas (PGE) e leucotrienos, bradicinina (BK), histamina, serotonina (5-HT),
acetilcolina (Ach), citocinas, glutamato, o6xido nitrico (NO), adenosinatrifosfato (ATP),
adenosinadifosfato (ADP), substancia P, polipeptideos vasoativos e muitos outros
(HADDAD, 2007; KIDD & URBAN, 2011).

A dor inflamatéria tem um papel importante, pois permite sinalizar a ocorréncia do
dano tissular, limitando a movimentagao pela hiperalgesia (sensibilidade aumentada) e dor
espontanea até que o reparo esteja completo, minimizando mais danos. Normalmente, a dor
inflamatoéria diminui a medida que o dano e a resposta inflamatéria se resolvem (Figura 2)
(WOOLF, 2004).
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Figura 2. Representacdao esquematica do processo de dor inflamatéria. Em resposta a uma
lesdo tecidual acompanhada de inflamagéo, ocorre liberagdo de mediadores que ativam e
sensibilizam estruturas periféricas (nociceptor sensorial) e transmitem o sinal para sistema

nervoso central que é traduzido como dor (Adaptado de WOOLF, 2004).

1.2 Plantas Medicinais

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) mostra que apesar do avango ao longo dos
ultimos 30 anos em relagao as politicas publicas, ainda ha um numero alto de individuos que
nao tem como obter medicamentos essenciais ou até mesmo o acesso restrito a servigos de
salde convencionais, principalmente para paises em desenvolvimento (ARNOUS et al.,
2005). Na tentativa de suprir esses limitados recursos, populagdes utilizam as plantas

medicinais como alternativa para tratar suas enfermidades (MOURA et al., 2001).

A OMS reconhece que qualquer planta que apresente em sua composi¢ao substancias
para uso terapéutico é considerada planta medicinal ou até mesmo utilizada como inicio
para a sintese de produtos quimicos e farmacéuticos, o que conhecemos como fitoterapicos.
O Brasil é um pais com uma vasta diversidade biolégica e também cultural, o que conta com
o0 grande acumulo de conhecimentos tradicionais, dos quais se destacam os ensinamentos e
manuseios passados por geragdes no uso de plantas medicinais (VEIGA et al, 2008;
RODRIGUES, 2006).

A fim de unir esse conhecimento cultural com a realidade atual, estudos cientificos
de varias regides do mundo tém sido realizados, no sentido de investigar a atividade
farmacoldgica dos produtos naturais de plantas medicinais para o tratamento de varias
doencas (FOGLIO et al., 2006; DORIGONI et al., 2001).
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Diversas pesquisas com plantas medicinais permitiram a descoberta de centenas de
compostos Uteis como, a morfina, proveniente do 6pio. Estes compostos sdo de muitos
tipos, mas a maioria esta em quatro grandes classes bioquimicas, os alcaloides, glicosideos,
polifendis e terpenos (ATANASOV et al., 2015).

Para que se possam estudar as possiveis atuacdes bioldgicas dessas plantas, bem
como suas substancias, € imprescindivel que haja uma integragdo multidisciplinar, nas quais
envolvem outras areas de conhecimento como a botanica, quimica, farmacologia e
toxicologia com o objetivo de validar a eficacia e seguranga das espécies de plantas, no
intuito de relacionar os constituintes ativos as atividades farmacolégicas (RATES, 2001;
BRASIL, 2011; GULLO e HUGHES, 2005).

1.3. Cissampelos sympodialis Eichl (Menispermaceae)

O género Cissampelos compreende cerca de 19 espécies, sendo nove delas
ocorrem no Brasil (Rhodes, 1979). No estado da Paraiba sdo encontradas trés espécies em
diferentes tipos de habitat ocorrendo, sobretudo em regides de floresta da costa atlantica
(MANGUEIRA et al., 2010). Uma dessas espécies é a Cissampelos sympodialis Eichl
conhecida popularmente como “milona”, “orelha de ong¢a”, “jarrinha” ou ainda “abuteira”
(CORREA, 1984).

Suas folhas e raizes sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de
diversas patologias como: doengas respiratorias, doengas no trato genitourinario, diarréia,
doencgas cardiacas, entre outras enfermidades (MANGUEIRA et al., 2010). Com o intuito de
avaliar o potencial terapéutico e também respaldar cientificamente o uso da planta na
medicina popular, foram feitos varios estudos utilizando diferentes modelos experimentais
com o extrato hidroalcodlico das raizes e folhas, bem como seu alcaloide majoritario, a

warifteina.

Os extratos hidroalcodlico das raizes (AFR — alcoholic fraction from roots) e folhas
(AFL — alcoholic fraction from leaves) de C. sympodialis demonstraram efeito relaxante na
musculatura lisa, e aumento dos niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) em
macrofagos do lavado broncoalveolar, possivelmente ligado a inibicdo das enzimas
fosfodiesterases, na musculatura traqueal de cobaias (THOMAS et al., 1995; THOMAS,
BURNS & PYNE, 1997b). Além disso, estudos com a AFL apresentaram um efeito
antidepressivo em cérebros de ratos (ALMEIDA et al., 1998), inducdo da contracdo do
musculo liso vascular (FREITAS et al., 2000), e a inibicdo da degranulagdo de neutrofilos
humanos (THOMAS, SELAK & HENSON, 1999).
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1.3.1 Consideragoes sobre alcalbéides isolados de Cissampelos sympodialis Eichl

Os alcaloides sao origem vegetal e apresentam compostos pertencentes ao grupo
das aminas ciclicas, que possuem anéis heterociclicos contendo nitrogénio. Nas plantas, os

alcaloides tém funcéo de defesa contra insetos e animais predadores.

Na espécie C. sympodialis foram isolados e identificados os seguintes alcaloides: a
metilwarifteina e warifteina, sendo alcaloides do tipo bisbenzilisoquinolinico, a milonina, um
alcaloide do tipo morfinanico, a liriodenina, alcaloide do tipo oxoaporfinico e a roraimina, um
alcaloide do tipo  bisbenziltretaisoquinolinico que tém  permitido  estudos
imunofarmacolégicos mais precisos sobre os mesmos (BARBOSA-FILHO, AGRA e
THOMAS, 1997; DE LIRA et al., 2002). A warifteina € o composto majoritario isolado do
extrato etandlico da raiz do Cissampelos sympodialis Eichl, (MELO et al. 2003), com
rendimento de 1,4% (MARINHO, 2008) e a milonina o composto majoritario do extrato
etandlico das folhas (THOMAS et al., 1997a).

Estudos com a warifteina demonstraram sua capacidade de inibir a produgdo de
cistenil-leucotrienos e o influxo de eosindfilos, promovido pelo processo alérgico da asma.
(BEZERRA-SANTOS et al.,, 2006). Além disso, verificou-se a reducdo da resposta de
linfocitos T e a producao de IgE, em modelo de alergia induzido por ovalbumina (COSTA et
al., 2008). Rocha e colaboradores (2010), observaram a diminuicdo da proliferagao de
células B e a producdo de imunoglobulinas, que sdo a¢des mediadas pelo aumento dos

niveis de AMPc intracelulares.

Outro composto isolado, a metil-warifteina, um derivado metilado da warifteina
desencadeou o aumento dos niveis de AMPc, em homogenato de musculo liso,
apresentando efeito superior a warifteina (THOMAS, BURNS, PYNE, 1997b), promoveu a
diminuicao do numero de linfoécitos T no lavado bronco alveolar, propondo que os compostos
de C. sympodialis regulem essa populagdo de células (VIEIRA et al., 2012). Tanto a
warifteina como a metil-warifteina apresentam efeitos imunomoduladores na alergia
alimentar com aumento de células Treg e a diminui¢do de citocinas provenientes de células

do mecanismo imune inato, independente do mecanismo adaptativo (COSTA et al., 2013).

1.3.2 Alcaloide milonina

A milonina (Figura 3), um alcaloide 8,14 dihidromorfinandeindnico, isolado e

identificado por Freitas e colaboradores (1995), apresentou atividade espasmolitica da
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musculatura lisa do endotélio da artéria mesentérica de ratos através de efeitos
hipotensivos, acédo vasorrelaxante mediado pelo endotélio via liberacdo de éxido nitrico e
abertura de canais de potassio (CAVALCANTE et al., 2011), porém independente das
prostaglandinas e dos adrenoceptores 3, (CAVALCANTE, 2003).

Em estudos citotoxicos a fim de comparar os alcaloides warifteina e milonina in vitro,
descobriu-se que, em cultura de hepatdcitos de ratos e células fibroblastos tratados com
cimetidina, um inibidor do citocromo P450, que a milonina se apresentou menos téxica que a
warifteina nos dois tipos celulares. Além disso, observou-se que a cimetidina ndo conseguiu
proteger as células contra a toxicidade dos alcaloides, mostrando que a toxicidade
independe do citocromo P450 (MELO, et al, 2003).

Em estudos recentes desenvolvidos no laboratério de Imunofarmacologia da
UFPB/Jodo Pessoa. PB, Brasil, demonstrou-se que a milonina apresentou atividade anti-
inflamatdria via inibicdo da degranulacdo de mastoécitos, e que no modelo experimental de
choque anafilatico induzido por 48/80, aumentou a sobrevida dos animais. A atividade
antinociceptiva foi sugerida atuar pela via periférica em teste de contor¢cdes induzidas com
acido acético (ALVES, 2016).

Atualmente, varios medicamentos encontram-se disponiveis para uso clinico como
analgésicos e/ou anti-inflamatérios, corticosteroides, os opidides e os AINEs. Apesar destas
classes de substancias apresentarem excelentes propriedades terapéuticas seu uso produz
importantes efeitos colaterais. Tal fato encoraja a busca por substancias com menos efeitos

indesejaveis e com maior seletividade de agao anti-inflamatoéria e/ou analgésica.

Diante disso, o presente estudo se justifica pelo fato de alcaloides isolados de C.
sympodialis estarem envolvidos em eventos vasculares e celulares dos processos
inflamatérios, bem como os extratos das folhas e raizes dessa planta exibirem efeitos anti-
inflamatérios, antialérgicos e imunomoduladores. Portanto, a milonina pode ser mais um
dos alcaloides da planta a exercer seus efeitos anti-inflamatério e analgésico acrescentando,
portanto, mais uma molécula no arsenal de moléculas com tais atividades e respaldar
cientificamente os efeitos dos extratos da folha da planta, onde esse alcaloide se encontra

em altas concentracdes.

Neste contexto, temos como objetivo investigar os efeitos da milonina de
Cissampelos sympodialis Eichl. (Menispermaceae) em modelos experimentais de
inflamagao aguda e dor, no que diz respeito a sua possivel propriedade anti-inflamatoéria e

analgésica frente a liberacdo de mediadores.



MILONINA

Figura 3. Estrutura bidimensional da milonina.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria e analgésica da milonina de Cissampelos sympodialis

Eichl. (Menispermaceae) em modelos experimentais de inflamagao aguda e dor.

2.2. Especificos

1. Avaliar o edema de pata induzido pelo LPS para triagem do mecanismo de agéo.

2. Estudar o mecanismo de agdo antiedematogénico da milonina utilizando PGE,, BK e
5-HT.

3. Estudar efeito da milonina no modelo experimental de permeabilidade microvascular
via a quantificagcao de proteinas presentes no exsudato.

4. Avaliar por cortes histolégicos o peritdnio de camundongos tratados com milonina no
modelo de permeabilidade microvascular induzidos com acido acético.
Estudar a atividade da milonina na migracao celular em modelo de peritonite.

6. Avaliar a atividade de analgesia da milonina no teste da formalina induzida nas patas

dos animais.
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3. METODOLOGIA

3.1. Isolamento e preparo da milonina

O alcaloide foi fornecido pelo Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho. A partir do AFL
(extrato hidroalcodlico das folhas de C. sympodialis), a milonina foi isolada com o uso de
cromatografia de coluna sob a adsorvente alumina seguida de uma cromatografia em
camada delgada para separagao de misturas (FREITAS, 1995). O composto foi preparado
da seguinte forma: 1 mg da milonina em 50 uL de HCI 1N e adicionado 800 uL de solugao
salina (NaCl 0,9%). O pH foi ajustado para 7 com uma solugéo de hidréxido de sodio 1M e

acrescido de solugéo salina para 1000 pL.

3.2. Animais

Camundongos Swiss fémeas (Mus Musculus), com seis semanas de idade (25-30gq),
fornecidos pelo biotério Professor Thomas George da Universidade Federal da Paraiba/Joao
Pessoa, PB, Brasil, foram utilizados durante a execugao do trabalho. Grupos de animais
(n=6-7) foram utilizados para cada protocolo experimental. Os animais foram mantidos em
gaiolas de polipropileno a uma temperatura de 25 + 2 °C e submetidos a ciclos de
claro/escuro de 12h, com total acesso a agua e uma dieta controlada a base de ragao do
tipo pellets (PURINA), durante o periodo de experimentacdo. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com o Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA/UFPB) sob n°
003/2016.

3.3. Tratamento com o alcaloide

Os camundongos submetidos ao modelo de edema de pata foram tratados com
milonina nas doses 1,0 ou 2,0mg/kg ou PBS, administradas por via oral (v.0.). Sob esta via
todos os animais foram tratados 1 hora antes dos desafios com os agentes flogisticos. Aos
demais modelos de inflamagao foram apenas tratados com milonina na dose 1,0mg/kg (v.0)
pois foi a dose do alcaloide com melhor efeito nos protocolos de screening. Para o teste de
nocicepgao, a milonina foi administrada por uma via oral e outra intraperitoneal (i.p) na dose

1,0mg/kg, 1h antes do desafio com o agente flogistico, a via i.p foi incluida para comparagao
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com a droga padrdo, a morfina, um alcaloide da mesma classe. A escolha das doses de
milonina utilizadas nesse estudo foi baseada nos estudos anteriores (VIEIRA, 2013; ALVES,
2016).

3.4. Edema de pata induzido por agentes flogisticos: LPS, prostaglandina, bradicinina

e serotonina.

Os camundongos Swiss (n=7/grupo), receberam, de acordo com o protocolo descrito
acima, a milonina (MIL 1,0mg/kg ou MIL 2,0mg/kg) ou droga padrdo indometacina (INDO
10mg/kg). Em seguida, por via intraplantar, na pata esquerda, receberam 20 ul de PBS
contendo LPS (25 ug/pata), PGE; (5 ug/pata), BK (6 nmol/pata) ou 5-HT (5-hidroxitriptamina,
1%, p/v). A pata direita recebeu o0 mesmo volume de PBS, que foi utilizada como controle
(CAMPOS & CALIXTO, 1995). Alteragcbes no volume da pata foram medidas por um
paquimetro digital em varios intervalos de tempo de acordo com cada agente flogistico (24,
48, 72, 96 h; 30 e 60 min; 15 e 30 min; 15 e 30 min respectivamente). A diferenga entre o
tamanho das patas direita e esquerda foi quantificada e tomada como indice de edema
(NAIDU et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2012; SANTIAGO et al., 2015).

3.5. Avaliagao da permeabilidade microvascular (acido acético)

A administragdo intraperitoneal de uma solu¢do de acido acético 0,6% desencadeia
reagdo inflamatéria local e envolve liberagdo de mediadores, que provocam a
permeabilidade vascular e extravasamento de liquidos rico em proteinas (exsudato) para o
intersticio. A concentracao de proteinas totais presentes no exsudato é quantificada por Kits
especificos de dosagem de proteinas totais (PINHEIRO, et al. 2013). A metodologia utilizada
foi a do biureto, que permite a determinacdo quantitativa de proteinas totais e tem como
base o desenvolvimento de uma cor violeta em solucdo aquosa resultante da reacdo da
proteina com o reagente mencionado. Para esse experimento foram utilizados grupos de
camundongos (n=7/grupo) tratados previamente com milonina (MIL 1,0mg/kg ou 2,0mg/kg),
indometacina (INDO10 mg/kg, v.0.), ou veiculo (grupo controle). Uma hora apds os
tratamentos, os animais receberam 300 yL de acido acético (Reagen) (0,6%) (i.p), com
excegao do grupo basal que receberam 300 pL de PBS utilizando a mesma via de
administracdo, servindo como controle da eficacia na indugéo da inflamacgao. Vinte minutos
apo6s o desafio com acido acético, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical
e tiveram seus periténios lavados com 3 ml de agua destilada. Apds esse procedimento, 50

uL de cada amostra foram transferidas para placas de 96 pocos, juntamente com 150 uL de
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reagente de biureto (Labtest) conforme a orientacdo do fabricante do Kit. A placa foi
incubada por 10 min em estufa de 37 °C e a medida do extravasamento vascular foi
estimada indiretamente pela intensidade da cor azul, obtida com a determinacdo das
absorbancias a 540 nm, utilizando leitor de microplacas (KROHN, 2011; LOH, LEONG e
SETHI, 2013).

3.6. Coleta de tecido e analise histologica

Os peritbnios dos animais tratados com milonina e desafiados com acido acético
foram coletados e fixados imediatamente em solugdo de formol 10% durante 24 horas e
posteriormente submetidos ao processamento histoldgico convencional que consiste na
desidratacao, diafanizagao e inclusdo em parafina. Apds isso, foram geradas secgdes de 5
Mm por microtomia, esses cortes foram fixados em laminas para microscopia e coradas para
a quantificagcao de parametros inflamatérios, para isso, utilizou-se do corante Hematoxilina &
Eosina. As ladminas foram avaliadas via microscopio optico comum. As imagens foram

obtidas em aumento total de 10X com o auxilio da microcAmara moticam5 (5MP).

3.7. Teste de peritonite induzida por carragenina

A peritonite se baseia na migragdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal, esse
processo ocorre na presenga de um estimulo que neste caso foi a carragenina. Os animais
(n=6/grupo) foram pré-tratados por via oral com a milonina (MIL1,0mg/kg) ou indometacina
(INDO10 mg/kg), e 1 hora apods os tratamentos foi administrado por via intraperitonial uma
solucao de carragenina a 1%. Apos 4h do estimulo com o agente flogistico, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada com PBS
(BOZZA et al., 1994). O peritdnio foi cuidadosamente massageado por 30 segundos. A partir
do infiltrado celular, foram realizadas: a contagem total de leucdcitos (cAmara de Neubauer)
e a contagem diferencial de leucdcitos (hematoxilina e eosina) para caracterizar a populacao
celular (CUNHA et al., 1989).

3.8. Teste de formalina

Os animais (n=7/grupo) foram tratados com milonina (1mg/kg; v.0.), ou com igual
volume de PBS (v.0), milonina (1mg/kg; i.p) ou farmaco padrdao morfina (5 mg/kg; i.p.).

Sessenta minutos apds cada tratamento, os camundongos (n=7) receberam uma injecao
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intraplantar de formalina a 1% (20 uyL/ animal). Apés a administragcdo da formalina, os
animais foram colocados individualmente dentro de um recipiente triangular de vidro e foi
cronometrado o tempo (em segundos) que passaram lambendo a pata traseira esquerda em
duas fases (0-5 min primeira fase; 15-30 min segunda fase), sendo considerado tempo zero
o0 momento imediatamente apds a administragdo da formalina. A primeira fase se caracteriza
por dor neurogénica e a segunda fase se caracteriza pela dor inflamatéria, o qual representa
a resposta mais forte a dor, acompanhada de uma resposta inflamatéria com liberagao de
mediadores. Entre as duas fases se diz que ndo ha manifestacdo de estimulos, que
denominamos quiescéncia (HUNSKAAR & HOLE, 1987).

3.9. Anadlise Estatistica

Os resultados foram expressos por média + erro padrdo da média (E.P.M) e
analisados estatisticamente utilizando ANOVA one-way seguido do pés teste de Bonferroni,
Tukey ou Dunnett, quando apropriado. Todos os dados foram analisados pelo programa
GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e os valores foram

considerados significativos para p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Atividade anti-inflamatéria da milonina

4.1.2. Efeito anti-inflamatério da milonina no edema de pata induzido por

lipopolissacarideo (LPS)

O LPS é um componente presente na parede de bactérias gram-negativas, que em
contato com receptores presentes nas membranas citoplasmatica das células do sistema
imune induz o processo inflamatério. No grafico 1 observa-se que o LPS induziu, de
maneira significativa (p<0,001), o edema na pata dos animais do grupo controle (LPS) em
relagdo aos animais do grupo basal. A indometacina (INDO 10mg/kg), anti-inflamatério nao
esteroidal, utilizado como droga de referéncia, inibiu, de forma significativa (p<0,001), em
56% e 50,1% a formacao do edema de pata nos tempos 24h e 48h apds o estimulo,
respectivamente. A milonina, nas doses de 1,0 ou 2,0mg/kg, foi capaz de reduzir
significativamente (p<0,001) o edema em 60,2% e 64,3% e em 44,5% e 56,69%,
respectivamente, nos intervalos de 24h e 48h, respectivamente, quando comparadas ao
grupo controle (LPS). Entretanto, nos tempos mais tardios de 72h e 96h, ndo houve reducao
significativa para nenhum dos grupos tratados apds a indugdo do edema com o agente

flogistico. Mas, foi observada nesses intervalos uma reducédo do edema no controle (LPS).
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Grafico 1. Efeito antiedematogénico da milonina induzido por LPS
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Camundongos Swiss (n=7) receberam inje¢des intraplantar (20ul) de LPS (25ug/pata) na pata
traseira esquerda e PBS, com o mesmo volume, na pata traseira direita 1h apds o tratamento oral
com Milonina 1,0mg/kg ou 2,0mg/kg, Indometacina (10mg/kg) ou veiculo (grupo controle). O grupo
basal (PBS) foi desafiado apenas com PBS em ambas as patas. O edema foi medido nos tempos
24h, 48h, 72h e 96h apds o estimulo com o LPS. Os gréaficos representam a média £ E.P.M. da
diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido apds a injegdo, em funcéo dos tratamentos.
Os dados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA one-way, seguida do pods-teste de
Bonferroni. ### p<0.001 comparagao entre grupo controle e basal; *** p< 0.001 para comparag¢ao

dos grupos tratados com o grupo controle.
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4.1.3. Efeito anti-inflamatério da milonina no edema de pata induzido por
prostaglandina E; (PGE,)

A prostaglandina, um importante mediador inflamatorio responsavel por induz a dor e
0 extravasamento de liquidos para o local do estimulo. No grafico 2, é possivel observar a
resposta edematogénica induzida pela aplicacao intraplantar de PGE,, o qual ficou evidente
nos tempos de 30 min e 60 min em relagdo ao grupo basal. A droga padrao anti-inflamatéria,
a indometacina, inibiu o processo inflamatério com reducgao significativa (p<0,001) em 40,6%
e 58,7% nos tempos avaliados. Esse resultado é semelhante ao da droga testada nas duas
doses MIL 1,0 e MIL 2,0, em que houve reducgao respectivamente em 40,5% e 49,3% para

30 min e 49,13% e 55,73% para 60 min, em relagdo ao grupo controle (PGE.).

Grafico 2. Efeito antiedematogénico da milonina induzido por prostaglandina E;
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Camundongos Swiss (n=7) receberam injecdes intraplantar (20ul) de prostagladina (PGEy;
5ug/pata) na pata traseira esquerda e PBS com 0 mesmo volume na pata traseira direita 1h apos
o tratamento oral com Milonina 1,0 ou 2,0, Indometacina 10 mg/kg ou veiculo (grupo controle). O
grupo basal (PBS) foi desafiado apenas com PBS em ambas as patas. O edema foi medido nos
tempos 30 e 60 min apos o estimulo com o PGE,. Os gréficos representam a média £ E.P.M. da
diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido apds a injecdo, em funcdo dos
tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA one-way, seguida do
pos-teste de Bonferroni. ### p<0,001 comparacdo entre grupo controle e basal; *** p< 0,001

para comparacgéo dos grupos tratados com o grupo controle.
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4.1.4. Efeito anti-inflamatério da milonina no edema de pata induzido por bradicinina

(BK)

A bradicinina (BK), mediador inflamatério, foi utilizada para induzir o edema de pata
nos camundongos. O grafico 3 mostra que a injegdo intraplantar de BK induziu aumento
significativo (p<0,001) no didmetro da pata dos animais nos tempos de 15 e 30 min quando
comparados ao grupo basal. Em adicdo, observou-se reducao significativa (p<0,001) do
edema em 39,8% 51,25% e 49,63% no tempo de 15 min e 32,05%, 50,7%, 38,8% no tempo
de 30 min nos grupos de animais tratados com INDO 10mg/kg, MIL 1,0mg/kg e MIL

2,0mg/kg, respectivamente.

Grafico 3. Efeito antiedematogénico da milonina induzido por bradicinina
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Camundongos Swiss (n=7) receberam inje¢cdes intraplantar (20pl) de Bradicinina
(BK;6nmol/pata) na pata traseira esquerda e PBS com o mesmo volume na pata traseira direita
1h apds o tratamento oral com Milonina 1,0mg/kg ou 2,0mg/kg, Indometacina (10mg/kg) ou
veiculo (grupo controle). O grupo basal foi desafiado apenas com PBS em ambas as patas. O
edema foi medido nos tempos 15 e 30 min apds o estimulo com o bradicinina. Os graficos
representam a média £ E.P.M. da diferenga entre as patas por cada tempo estabelecido apds a
injecdo, em fungéo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia ANOVA
one-way, seguida do pos-teste de Bonferroni. ### p<0,001 comparagao entre grupo controle e

basal; *** p< 0,001 para comparagao dos grupos tratados com o grupo controle.
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4.1.5. Efeito anti-inflamatério da milonina no edema de pata induzido por serotonina
(5-Hidroxitriptamina - 5HT)

A serotonina, mediador inflamatério pré-formado, armazenado em granulos celulares,
€ um dos primeiros mediadores a ser liberado durante o processo inflamatério. O grafico 4
mostra que a 5-HT (controle) quando administrada na pata dos camundongos e sem
tratamento induziu de forma significativa a formagao do edema em relagdo ao grupo basal.
Os tratamentos orais com a milonina (1,0 ou 2,0mg/kg), 1 hora antes do desafio com o
agente flogistico, ndo foi capaz de reduzir significativamente o edema induzido por 5-HT nos
tempos avaliados, entretanto, a droga padrao diminuiu significativamente (p<0,05) no tempo
de 30 min.

Grafico 4. Efeito antiedematogénico da milonina induzido por serotonina
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Camundongos Swiss (n=7) receberam inje¢des intraplantar (20ul) de 5-HT (1%, p/v) na pata
traseira esquerda e PBS com o mesmo volume na pata traseira direita 1h apds o tratamento oral
com milonina 1,0mg/kg ou 2,0mg/kg, Indometacina (10mg/kg) ou veiculo (grupo controle). O
grupo basal (PBS) foi desafiado apenas com PBS em ambas as patas. O edema foi medido nos
tempos 15 e 30 min apds o estimulo com o serotonina. Os graficos representam a média %
E.P.M. da diferenca entre as patas por cada tempo estabelecido apds a injecdo, em fungado dos
tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA one-way, seguida do
pos-teste de Bonferroni. ### p<0,001 comparagao entre grupo controle e basal e * p<0,05 para

comparagao dos grupos tratados com o grupo controle.
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4.1.6 Efeito anti-inflamatério da milonina na permeabilidade microvascular induzida

por acido acético

As doses de milonina (1,0 mg/kg ou 2,0 mg/kg) utilizadas nos tratamentos dos
animais desafiados com os diferentes agentes flogisticos ndo apresentaram diferengas
significativas quanto a diminuicdo dos edemas, portanto, a dose de 1,0mg/kg foi escolhida

para dar continuidade aos estudos.

A liberagdo de mediadores inflamatérios por estimulos causa aumento da
permeabilidade vascular, fendbmeno caracteristico da inflamacao aguda que leva a formagao
do edema, pois permite o extravasamento do liquido presente nos vasos (exsudato) para o
intersticio. O acido acético € um agente irritante vascular que promove permeabilidade
vascular e utilizada, para esse fim, e € um modelo experimental utilizado para testes de

moléculas com possiveis efeitos sobre o endotélio.

No grafico 5 observa-se aumento do extravasamento de proteinas totais, no sitio
inflamado induzido pelo acido acético (controle) em relagdo ao grupo basal. Entretanto os
tratamentos orais, dos animais, com a droga padrdo, indometacina e a molécula teste,
milonina induziram redugao significativo (p<0,001; p<0,05) no extravasamento de proteinas
para o sitio inflamado de 41,94% e 31,44%, respectivamente, em relacdo ao grupo de

animais controle, que nao tiveram tratamento.
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Grafico 5. Efeito da milonina na permeabilidade microvascular induzida por acido

acético
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Camundongos Swiss (n=7) receberam na cavidade peritoneal (300pl) de acido acético (0,6%) 1h
apos o tratamento oral com milonina 1,0mg/kg, Indometacina (10mg/kg) ou veiculo (controle). O
grupo basal foi desafiado apenas com PBS (300ul). Apds 20 min do estimulo com acido acético,
foi realizado o lavado peritoneal para quantificar o extravamento vascular. O grafico representa a
média + E.P.M. das densidades épticas do lavado peritoneal, em fungédo dos tratamentos. Os
dados foram submetidos a analise de varidncia ANOVA one-way, seguida do pds-teste de
Tukey. ### p<0,001 comparagdo entre grupo controle e basal; *** p<0,001 e * p<0,05 para

comparagao dos grupos tratados com o grupo controle.
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4.1.7. Anadlise histolégica do pré-tratamento com a milonina no teste de

permeabilidade microvascular induzida pelo acido acético

ApoOs a leitura do teste de permeabilidade induzida com &cido acético, amostras do
peritdbnio dos animais foram coletadas para analise histolégica, afim de caracterizar o perfil

inflamatoério no peritdnio dos animais, os quais estao representados na figura abaixo (4A-D).

Nas imagens obtidas pela objetiva de 10x coradas, na microscopia Optica, dos cortes
histolégicos corados com hematoxilina e eosina observa-se que o grupo A (basal)
apresentou normalidade na apresentagdo e distribuicdo das fibras dentro dos feixes
vasculares. Nos animais controle (B) evidencia o edema no interior do feixe vascular
(tridngulo) e, entre os feixes vasculares constituintes do musculo que € observado de forma
transversal (estrela) visto visualmente como dissecacdo ou separagao dos feixes
musculares lisos devido ao aumento da permeabilidade microvascular que culmina no

extravasamento de liquido e edema do tipo transudato.

No grupo de animais tratados com a indometacina (10mg/kg) (C) observa-se
manuteng¢ao da estrutura morfolégica normal, ndo apresentando edema nem qualquer outra
alteracdo morfoldgica de reflexo histopatolégico. O grupo tratado com a milonina (1,0mgkg)
(D) se apresentou de forma semelhante, morfologicamente, ao grupo tratado com a droga

padrdo, ndo se observa a presenga de parametros inflamatoérios.
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Figura 4. Analise histolégica da milonina na permeabilidade microvascular induzida
por acido acético

Figura 4. Histologia do peritonio de camundongos submetidos ao modelo de
permeabilidade microvascular induzida com acido acético. A: Histologia do peritdnio do
grupo basal, tratado e desafiado apenas com PBS (H/E, 10x). B: Fotomicrografia de peritébnio em
animal controle que foi tratado com PBS e desafiado com acido acético (0,6%) (H/E, 10x) C:
Histologia do peritdnio do grupo tratado com indometacina (10mg/kg) e desafiado com acido
acético (0,6%). D: Fotomicrografia do grupo tratado com milonina (1,0mgkg) e desafiado com
acido acético (0,6%) (H/E, 10x).
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4.1.8. Efeito anti-inflamatério da milonina na celularidade total e diferencial na

peritonite induzida por carragenina

Para quantificar a migragao leucocitaria para a cavidade peritoneal utilizou-se o
modelo de peritonite induzida pela carragenina. No grafico 6A, observa-se que os
tratamentos com a droga padrao INDO (10mg/kg) ou com a MIL (1,0mg/kg) diminuiram
significativamente (p<0,01) o namero de células totais, na cavidade peritoneal, 76,4% e

73,5%, respectivamente quando comparadas ao grupo controle (carragenina).

Entretanto, o grafico 6B mostra que o numero de polimorfonucleares (PMN) que
migraram para cavidade peritoneal, principalmente de neutréfilos, apdés a indugdo com a
carragenina foi drasticamente e significantivamente diminuido com os tratamentos INDO
(10mg/kg) ou MIL (1mg/kg) correspondendo a uma reducdo de 75,65% e 86,91%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Como ja esperado o numero células
mononucleares (MN) (grafico 6C), ndo houve alteragdes quando comparadas com o grupo

controle.
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Grafico 6. Efeito da milonina na peritonite induzida por carragenina
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Camundongos Swiss (n=6) receberam na cavidade peritoneal (300ul) de carragenina (1%) 1h
apos o tratamento oral com Milonina 1,0mg/kg ou Indometacina (10mg/kg) ou veiculo (controle).
O grupo basal foi desafiado apenas com PBS (300ul). Apds 4 h do estimulo com carragenina foi

realizado o lavado peritoneal para determinar a celularidade total (A) e diferencial, onde foi

realizado a diferenciacdo entre polimorfonucleares (PMN) (B) e mononucleares (MN) (C). O

grafico representa a média £ E.P.M. da contagem total e diferencial do lavado peritoneal, em

funcédo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de varidancia ANOVA one-way,
seguida do pos-teste de Tukey. ### p<0,001 e # p<0,05 para comparagao entre grupo controle e

basal;

** p<0,01 para comparagao dos grupos tratados com o grupo controle.
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4.2. Atividade antinociceptiva

4.2.1. Efeito analgésico da milonina induzido pela formalina

O teste da formalina permite que se avalie a intensidade da resposta nociceptiva por
uma injecao subcutanea de formalina diluida na pata traseira do camundongo. Esse teste
se apresenta em duas fases: 1° nocicepcdo neurogénica (0-5 min) e 2° nocicepgao

inflamatdria (15-30 min).

O grafico 7 representa o resultado preliminar de nocicepcdo, em que a morfina
utilizada como droga de referéncia apresentou diminuicdo nos parametros de nocicepgao
em ambas as fases 1 e 2, correspondendo a uma diminuicao de 64,34% e 83,2%
respectivamente, em relacdo ao controle (formalina). Tendo em vista que a milonina é um
alcaloide morfindmico pertencente a mesma classe da morfina, acrescentamos um grupo
pela mesma via de administragdo da morfina (i.p). Na primeira fase, os grupos de animais
tratados com a milonina por via oral ou intraperitoneal 1 h antes do desafio flogistico, ndo
apresentaram diminuicdo nos parametros de nocicepg¢do. Entretanto, quando se observou
os efeitos na segunda fase, a milonina administrada intraperitonealmente promoveu reducao
significativa (p<0,001) de 62,1%, em comparagdo ao grupo controle, na nocicepcao

representada pela “dor” inflamatéria.



95

Grafico 7. Efeito da milonina no teste da formalina na pata dos animais
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Camundongos Swiss (n=7) receberam inje¢des intraplantar (20ul/animal) de formalina (1%),
apo6s 60 minutos de tratamento com milonina (1mg/kg; v.o.), ou com igual volume de salina (v.0),
milonina (1mg/kg; i.p) ou droga padrao morfina (5 mg/kg; i.p.). Apds o estimulo foi observado a
nocicepc¢ao nos tempos de lambida na 1 fase (A; “dor” neurogénica, 0 — 5 min) e 2 fase (B; “dor”
inflamatéria, 15 — 30 min). O grafico representa a média + E.P.M. da analgesia induzida pela
formalina, em fungdo dos tratamentos. Os dados foram submetidos a analise de variancia

*k%

ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Dunnett. * p<0,05 e *** p<0,001 para comparag¢ao dos

grupos tratados com o grupo controle.
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5. DISCUSSAO

Ha, ao redor do planeta, uma vasta quantidade de plantas medicinais que tem sido
alvo de testes no sentido de avaliar os mecanismos de agcdo em alvos bioldgicos, com o
proposito de desenvolver medicamentos para diversas doengas com poucos efeitos
colaterais. A investigacdo dos mecanismos de acdo de diversos extratos de plantas bem
como o processo de isolamento de moléculas com principios ativos responsaveis pelos
efeitos desejaveis sdo os principios fundamentais dos estudos em farmacologia (COSTA et
al., 2012; PETROVSKA, et al., 2012).

A industria terapéutica tem trabalhado com, aproximadamente, 25 a 30% de produtos
naturais ou derivados deles, em relagao a todos os farmacos que sao produzidos (CALIXTO,
2003). Estudos tém mostrado que, para algumas enfermidades de dificil tratamento, os
produtos naturais sdo as fontes mais investigadas com o propésito de obter novas

substancias eficazes para o controle dessas enfermidades (JI, LI & ZHANG, 2009).

Dentre as plantas medicinais estudadas estao as da familia Menispermeaceae. Essa
familia apresenta varios géneros com varias espécies com uma ampla variedade de
atividades biolégicas. Dentre os géneros dessa familia esta o género Cissampelos que
possui aproximadamente 520 espécies (JACQUES & BERTULINO, 2008). Tem-se estimado
que a familia Menispermaceae possui mais de 1.525 compostos alcaloidicos isolados de
aproximadamente 159 espécies diferentes (MOURA, 2009; BARBOSA-FILHO, LEITAO &
GRAY, 2000) e que apresentam atividades bioldgicas distintas, especialmente anti-
inflamatérias (AMRESH et al., 2004; ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2003; ALVES, 2016),
antinociceptiva (LEITE et al, 2014), antimalarica (MILLIKEN, 1997), antidepressiva
(ALMEIDA et al., 1998) e antialérgica (BEZERRA-SANTOS, et al., 2006).

A espécie, pertencente a essa familia, Cissampelos sympodialis Eichl possui, entre
suas indicagcbes populares, efeito sobre processos inflamatérios principalmente a nivel de
trato respiratério. Estudos realizados com seus extratos (raizes e folhas) e com seus
compostos isolados demonstram tais efeitos (PIUVEZAM et al., 1999; BATISTA-LIMA et al.,
2001; ALEXANDRE-MOREIRA et al., 2003; BEZERRA-SANTOS et al., 2004; BEZERRA-
SANTOS et al., 2006; COSTA et al., 2008; CERQUEIRA-LIMA et al., 2010; ROCHA et al.,
2010; VIEIRA et al., 2012; COSTA et al., 2013; LIMA et al., 2014). Para compreender melhor
este efeito, neste trabalho investigamos os efeitos da milonina, um dos alcaloides isolado de
C. sympodialis (Menispermeaceae) nos modelos experimentais de inflamacdo aguda e

analgésica.



58

Um dos parametros utilizados para avaliar os processos inflamatérios € o edema.
Desse modo, ha modelos inflamatoérios que utilizam esse sinal cardinal para avaliar a

atividade de farmacos com propriedades anti-inflamatorias.

Nesse estudo, utilizamos modelo de edema de pata induzida por LPS, o componente
majoritario da parede celular de bactérias gram-negativas. O LPS induz a ativagdo do
sistema imune inato pelo reconhecimento de padrées moleculares de patégenos (PAMPS)
pelos receptores celulares do tipo Toll 4 (TLR) levando a producao de citocinas como TNF-
a, IL-1B, IL-6 que atuam sobre os vasos (AKIRA & TAKEDA, 2004; TAKEUCHI & AKIRA,
2010) e a liberacdo de mediadores inflamatérios fundamentais tais como histamina e
prostaglandinas que atuam nos vasos ocasionando a vaso dilatacdo com aumento de
permeabilidade celular e extravasamento de liquidos (exsudato) para o sitio inflamado
(GLASS et al., 2010).

Diante disso, o tratamento com milonina, alcaloide morfinamico de C. sympodialis, no
modelo inflamatério induzido por LPS promoveu inibicdo na formagao do edema em até 48h.
Entretanto, dois outros alcaloides da planta, a warifteina e metil-warifteina ndo promoveram

a inibicao desse sinal cardinal da inflamacgao (COSTA, 2013).

Os resultados inibitérios obtidos com milonina sobre o edema induzido por LPS foi
também obtido com a curina, um alcaloide isolado da espécie Chondodendron platyphyllum
da mesma familia Menispermaceae (LEITE et al., 2014) indicando, portanto, que alcaloides
podem estar agindo sobre as células do tecido inflamado impedindo que as mesmas
produzam mediadores inflamatérios tais como citocinas bem como inibam a liberagdo de

mediadores tais como histamina.

Tendo observado a atividade antiedematogénica do pré-tratamento da milonina no
edema de pata induzido pelo LPS nas primeiras horas apds o estimulo com o agente
flogistico, analisamos seu efeito sobre os possiveis mediadores inflamatérios para assim
elucidar os mecanismos de acao envolvidos. Dessa forma, a fase inicial da inflamagao é
principalmente mediada por PGE,, BK e 5-HT (serotonina), os quais foram utilizados,

isoladamente, na inducdo do edema de pata.

A PGE; pertencente ao membro da familia dos eicosanoides e é oriunda da quebra
do acido araquidénico pela cicloxigenase (COX). Esse prostanoide, quando liberado, exerce
importantes fungbes no processo inflamatério via a ativacdo de receptores (EP),
principalmente EP;, acoplados a proteina G (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011) nas células
envolvidas no sitio inflamado. Uma vez ativados, os receptores, por sua vez, ativam cinases

que estimulam a transcricdo de fatores pré-inflamatérios, desencadeiam a dor e ainda estao
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relacionados a presenca de febre em doencas inflamatérias. Em adi¢do, a injecdo de PGE,
no tecido produz vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular com formacgao do
edema (KINGSTON & GREAVES, 1985; WILLIAMS & MORLEY,1973).

Os resultados obtidos no edema de pata induzido pela injecdo de PGE, em
camundongos pré-tratados com milonina mostraram que o alcaloide foi capaz de inibir a
formagcdo do edema de pata quando comparado com os animais nao tratados mas
desafiados com PGE; (grupo controle). Resultados semelhantes foram observados com os
alcaloides crotalaburnine (de semente de Crotalaria laburnifolia Linn), curina
(Chondodendron platyphyllum) e warifteina (C. sympodialis). Entretanto, a metilagdo natural
da warifteina (metilwarifteina) ndo foi capaz de inibir o edema de pata induzido por PGE,
(GHOSH & SINGH, 1974; LEITE 2014; COSTA, 2013). Esses resultados mostram que

alcaloides inibem diretamente a PGE; na formagao de edema.

A bradicinina (BK), proteina presente no sistema das cininas, que tem acao pro-
inflamatéria, promove a vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular, alteragdes
celulares e hiperalgesia (CAMPOS & CALIXTO, 1995; MAURER, et al., 2011). A BK também
atua conduzindo agdes intrinsecas ao processo inflamatério, estimulando neurbénios que
liberam neuropeptidios, como a substancia P, provocando a algesia (CALIXTO, CABRINI &
FERREIRA, 2000). Em adicdo, a BK ativa a fosfolipase A, liberando acido araquidénico, a
produgcdo de citocinas como IL-18 e TNFa em células inflamatérias. Estudos relatam que
receptores do tipo B4, que sdo ativados ao interagirem com a BK, estdo sendo apontados
como envolvidos na formagao e na manutencao dos sinais cardinais da inflamacédo aguda
(CAMPOS & CALIXTO, 1995).

A milonina reduziu a formacdo do edema de pata induzido pela BK de maneira
semelhante a droga padrao indometacina, um classico inibidor da COX. Assim, podemos
sugerir que a milonina, ao inibir a bradicinina, impede a ligacdo da mesma aos receptores
B4, impedindo consequentemente a mobilizacdo do acido araquidbénico, precursor das
prostaglandinas e leucotrienos, dois importantes mediadores inflamatérios lipidicos que

realizam a vasodilatagdo com aumento da permeabilidade vascular e formagao do exsudato.

Os resultados com a milonina sobre o edema induzido pela BK sao similares aos
encontrados com o alcaloide epiisopiloturine (Pilocarpus microphyllus) e warifteina (C.
sympodialis), onde o pré-tratamento com esses alcaloides em camundongos, 30 min e 1h
antes do desafio com a BK, respectivamente, foram capazes de inibir a formagao de edema
de pata (SILVA et. al., 2013; COSTA, 2013). Como os alcaloides acima mencionados sao de
classes diferentes sugerimos que os efeitos antiedematogénicos observados podem estar

relacionados a uma inibicao de ativagao celular no sitio inflamado impossibilitando os efeitos
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do agente flogistico sobre as células.

Em suma, os resultados apresentados até o presente demostram que a milonina
inibiu a acdo da PGE; e BK, podendo exercer seu efeito sobre bloqueios de receptores nas
células ou ainda via bloqueios de alguns pontos nas vias de sinalizagdes induzidas pelos
agentes flogisticos.

Outro mediador inflamatoério liberado no sitio inflamado e que induz edema e a 5-HT,
mediador encontrado, abundantemente, nas células enterocromafins do trato
gastrointestinal. Entretanto, ja foram relatadas reservas desse mediador em plaquetas,
células do sistema nervoso central e mastdcitos (murinos) (NAGATA et al., 2001). Quando
liberada por células inflamatérias, a 5-HT atua em diversos estagios do processo
inflamatério, como nas alteragbes vasculares, com aumento da permeabilidade e promove
direta ou indiretamente o recrutamento de leucdcitos. Os receptores serotoninérgicos, tais
como 5HT-1 e 5-HT3, foram descritos por estarem associados sobre a modulagdo da
degranulagao de mastécitos (SHAJIB & KHAN, 2015; THEOHARIDES et al., 2012). Dessa

forma, este mediador esta atuando na fase inicial do processo inflamatério.

O pré-tratamento com milonina nos animais desafiados com a 5-HT ndo promoveu
inibicdo da formacado do edema de pata, portanto nao atua nas vias de sinalizagcao induzidas
por 5-HT. Entretanto estudos realizados no laboratério de Imunofarmacologia
\demonstraram que a milonina inibe degranulacdo de mastdcitos induzida pelo composto
48/80 (Alves, 2016) sugerindo que o alcaloide, embora nao inibe os efeitos da 5-HT, de

maneira direta, interfere na sua liberacao deste pelos mastdcitos.

Como conclusdes parciais desse estudo, inferimos que a milonina reduz a
vasodilatacdo e permeabilidade vascular durante a resposta inflamatéria aguda, inibindo a
atividade da PGE; e BK, independente da acdo da 5-HT sugerindo, portanto, que o efeito
antiedematogénico da milonina ocorre no inicio do processo inflamatério, visto que esses
mediadores sado preponderantes na fase inicial do processo. Em adigdo, sugerimos que
esse efeito ocorra nas vias intracelulares, pois os receptores da PGE, que sido do tipo
GPCR, estao ligados a proteina Gas e ativam a adenilatociclase e os receptores B1 e B2 da
BK estao associados a proteina Goi € Gaq, respectivamente (EHRENFELD et al., 2012)
assim, a milonina pode estar atuando na via de sinalizagdo Go e inibindo a via de

sinalizacdo Gai, o que poderia explicar a inibicdo do edema pelos mediadores PGE; e BK.

Os dados acima descritos apontam que a milonina inibe os efeitos de mediadores
qgue atuam nas fases iniciais do processo inflamatério levam ao edema, portanto, para

melhor esclarecer o efeito da milonina sobre esse sinal cardinal da inflamacéao utilizamos o
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modelo experimental de permeabilidade vascular induzida com acido acético, o qual permite

quantificar o influxo de fluido (exsudato) para o foco inflamatério (KOU et al., 2005).

O 4&acido acético, quando injetado (i.p), induz contor¢coes abdominais e o
extravasamento de liquidos ricos em proteinas devido a liberagdo de varios mediadores
presentes no processo inflamatério, como PGE,, BK e citocinas, entre outros, sendo um
modelo também utilizado no estudo de mecanismos antinociceptivos (KOU et al., 2005;
IKEDA et al., 2001). Uma substancia que iniba o extravasamento de fluidos pode colaborar
para a redugao tanto da formacdo de edema, como para a migracao de leucdcitos para o
sitio inflamado. Dessa forma, observamos que a milonina administrada antes da injecao
(i.p.) de acido aceético preveniu o extravasamento de proteinas para a cavidade peritoneal e
consequentemente reduziu o edema demonstrando claramente seu efeito sobre a

vasculatura que ladeia o sitio inflamado.

A analise histolégica do peritbnio dos animais tratados com milonina e desafiados
com o acido acético demonstrou diminuicdo do edema do tipo transudato entre os feixes
pelo espacamento das fibras musculares lisas observados no peritdnio dos animais controle
(ndo tratados), portanto o tratamento com a milonina promoveu a preservacdo dessas
estruturas. Essa analise histolégica corrobora com os dados que relacionam a atividade

antiedematogénica da milonina e sua acgao inibitéria sobre PGE; e BK.

Os alcaloides de C. sympodialis, warifteina e metil-warifteina, reduziram o
extravasamento de proteinas totais no peritbnio de camundongos desafiados com o acido
acético, devido a reducdo da ativacdo dos canais de Ca?* e K*, uma vez que o acido acético
provoca ativagao de desses canais ibnicos (COSTA, 2013). Estudos posteriores poderao

demonstrar se milonina age de forma semelhante aos alcaloides encontrados na planta.

O aumento da permeabilidade vascular no sitio inflamado culmina no
extravasamento de liquidos (exsudato), bem como com o influxo de células
polimorfonucleares e mononucleares tendo em vista a migracdo de células no sitio
inflamado, investigamos o efeito da milonina sobre a migragdo leucocitaria e para tal,

utilizamos o modelo experimental de peritonite utilizando o agente flogistico a carragenina.

A carragenina é um polissacarideo extraido de algas que quando injetada no
peritbnio de um animal induz um processo inflamatério local que, por sua vez, envolve a
liberacdo sequencial de mediadores como histamina, serotonina, tromboxanos, cininas,
prostaglandinas, agentes quimiotaticos e, principalmente os leucotrienos (VINEGAR, 1969;
WILHELM, 1973; BRAY et al., 1981).
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Durante a migracao de leucdcitos para o sitio inflamado, os fenémenos celulares se
apresentam em fases como marginacao e rolamento, aderéncia e processo de passagem de
leucdcitos entre as células endoteliais (diapedese) para o foco inflamatério (MULLER, 2011).
Alguns farmacos com efeitos anti-inflamatérios podem diminuir a migragcao desses
leucocitos pelo bloqueio de algumas dessas fases, ou pela inibigdo da sintese de
mediadores quimiotaticos, tais como, citocinas (TNF-a e IL-1B), PAF, componentes do
sistema complemento (C5a) e produtos da via da lipoxigenase (LTB4) (GENG, 2001;
MACKEY, 2008).

Portanto, o pré-tratamento com a milonina no modelo de peritonite induzida com
carragenina induziu a redugdo no numero total de leucdcitos para cavidade peritoneal em
especial os polimorfonucleares, principalmente de neutréfilos, sem alterar o numero de

células mononucleares, corroborando assim o efeito anti-inflamatério da milonina.

Alguns alcaloides como a caulerpina, extraida de algas marinhas, a epiisopiloturine e
a riparina Il também apresentaram inibicdo da migracdo de leucécitos no modelo de
peritonite induzido por carragenina (SOUZA et al., 2009). Esses dois ultimos alcaloides
atuaram diminuindo a agdo da mieloperoxidase, uma enzima presente nos granulos de
neutrofilos, que é liberada, no espago extracelular, apdés a ativagdo de leucécitos, sendo
considerado um marcador de migragédo de neutrofilos (SILVA; CARVALHO, 2013).

Em adicao, a dor ou nocicepgado, um dos seus sinais cardinais da inflamagao pode
ser mensurada por modelos experimentais. A dor estd associada aos receptores de
nocicepgao (nociceptores) que quando ativados promovem a transmisséo do estimulo até o
sistema nervoso central que possibilita informacdes sobre a lesdo dos tecidos (TRACEY,
2002). Tecidos lesionados liberam mediadores (PGE, BK e citocinas) que atuam
sensibilizando estruturas periféricas que estao relacionadas a dor inflamatéria (SINGH et al.,
2012).

Considerando que a milonina esta relacionada com a inibicdo da PGE, e BK, que
atuam no desenvolvimento da dor, nos modelos experimentais acima mencionados
testamos o efeito analgésico do alcaloide frente a um modelo experimental de nocicepgao
com injegdo intraplantar de formalina. A formalina induz, nos animais as duas fases da
nocicepgao. A primeira fase é denominada neurogénica, comec¢a imediatamente apds a
injecao intraplantar de formalina, sendo de curta duragao, e se caracteriza pela liberacédo de
mediadores como serotonina, substancia P, histamina e cininas. A segunda fase é
denominada inflamatéria, € mais persistente e duradoura devido a inflamacgao local, que

causa a liberagdo e/ou produgdo de mediadores como histamina, serotonina, PGE, NO,
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aminas simpaticas, BK e citocinas (Tjelsen et al.,, 1992; CHICHORRO, LORENZETTI &
ZAMPRONIO, 2004).

No teste da formalina, substancias analgésicas apresentam acodes diferenciadas na
fase neurogénica e na fase inflamatéria. Neste teste, os opidides, como o alcaloide morfina
e a codeina, atuam de forma central (fase neurogénica) reduzindo tempo de lambedura da
pata (parametro em analise) em resposta a formalina, o mesmo ocorrendo também na
segunda fase (inflamatdria). Entretanto, os analgésicos nao opiaceos, como a indometacina
(exemplo de AINE), possuem acdo periférica inibindo apenas a segunda fase do teste
(HUNSKAAR & HOLE, 1987).

Na primeira fase de nocicepcdo do teste da formalina, a milonina (1mg/kg) nao
interferiu nos sinais dolorosos em camundongos submetidos ao teste. Sendo este resultado
compativel com o resultado obtido por Alves (2016) o qual demostrou que a milonina nao
atua na nocicepcéo nos camundongos submetidos ao teste da placa quente indicando que a
milonina nao interfere diretamente no sistema nervoso central. E semelhante ao observado
no estudo de Carvalho (2013), quando o alcaloide riparina |l ndo foi capaz de reduzir o
comportamento nociceptivo nesta primeira fase. Por outro lado, na fase inflamatéria, apenas
a milonina por via i.p. conseguiu reduzir significativamente (62,1%) a nocicepcdo nos
animais semelhante ao resultado da morfina, indicando que o efeito antinociceptivo do
alcaloide depende de agdes que interfiram no processo inflamatério provavelmente via

inibicdo na producao de PGE; e BK.

Portanto, os resultados obtidos nesse estudo demonstraram o potencial anti-
inflamatério do alcaloide milonina isolada de C. sympodialis em modelos experimentais de
inflamagao aguda, principalmente nas fases iniciais do processo inflamatério. Esse efeito
esta, provavelmente, relacionado com a inibicdo da liberacdo dos mediadores PGE, e BK e
sua atuacado na segunda fase (dor inflamatéria) no modelo experimental de nocicepcao.
Entretanto, novos experimentos devem ser realizados para o melhor entendimento dos

mecanismos de agado da milonina na inflamagao.
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que a milonina:

Apresentou atividade anti-inflamatdria por inibir os edemas de pata induzidos por LPS, PGE,
e BK, independente de 5-HT;

Diminuiu a quantidade de proteinas totais extravasadas no sitio inflamado ocasionado pelo
acido acético, mantendo a morfologia preservada;

Reduziu a migracao de leucécitos, principalmente de neutréfilos, para a cavidade peritoneal
na peritonite induzida por carragenina;

Inibiu a segunda fase (dor inflamatéria) no modelo de nocicepgao induzido por formalina.

Portanto, a milonina, alcaloide isolado de folhas de Cissampelos sympodialis Eichl,
apresenta atividade anti-inflamatéria e analgésica e pode vir a ser um potente protétipo para
a produgao de medicamentos com efeito dual na inflamacao.
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Certificamos que o projeto intitulado “Efeito da Milonina, alcaloide de Cissampelos sympodialis
eichl. (Menispermaceae), em modelos experimentais de inflamacdo aguda”, protocolo n®
003/2016 sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. Marcia Regina Piuvezam — que envolve a
producdo, manutencdo e/ou a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n2 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de controle da Experimentagdo Animal

(CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da
Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigéncia do Projeto 2015a 2017
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