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RESUMO

Varios metodos i vitro t€ém sido empregados para a investigacdo de atividades
biologicas de plantas usadas na medicina popular para o tratamento de doengas humanas Os
eventos associados a resposta imunologica sdo complexos € envolvem a ativagdo de varios
elementos celulares, particularmente os linfocitos, e sua subsequente proliferagdo

O desenvolvimento de tecnicas de cultivo de lintocitos tem aplicagdo pratica que se
verifica em laboratorios de imunologia clinica, com o objetivo de diagnosticar individuos
portadores de disturbios relacionados a defesa imunologica mediada por celulas

Este trabalho investigou os efeitos imunomodulatorios de extratos preparados das
plantas popularmente conhecidas com equinacea, ginseng brasileiro, escada-de-macaco, pequi
e pequizeiro, canela-de-veado, camomila, agoniada, cipo-suma e pau-pra-tudo, alem dos
alcaloides vimblastina, vindolina e perivina, sobre a transtormagéo blastica e a proliferagéo de
linfocitos humanos in vitro, induzida ou ndo pelo mitogeno fitohemaglutinina Para tanto,
utilizou-se a citometria de fluxo como metodologia principal

Os resultados apresentados demonstraram ser a citometria de fluxo um metodo
experimental capaz para se Investigar a acdo de substdncias puras ou complexas como
extratos, por exemplo, sobre a transformagio blastica de linfocitos humanos obtidos de sangue
periferico, assim como para estudos de proliferagio dessa populagéo

Como esperado, a vimblastina 1nibiu a proliferagio de linfocitos induzida por
fitohemaglutinina, assim como a perivina Entretanto, para a vindolina n3o se observou
nenhum efeito

Extratos preparados de plantas medicinails agem de forma variada sobre a
transformagdo e proliferagdo de linfocitos humanos Os extratos de equinacea, camomila, de
ginseng brasileiro e de escada-de-macaco demonstraram ser estimulantes da proliferagdo de
linfocitos, atividade esta ja relatada para a camomila, mas pela primeira vez descrita para a
especie de ginseng estudada e a escada-de-macaco Em contraste, os extratos de canela-de-
veado, de pequi e pequizeiro ndo demonstraram efeito, enquanto os extratos de agoniada e
cipo-suma inibiram a proliferagéo de linfocitos humanos, provavelmente pela sua toxicidade
Ja o extrato de pau-pra-tudo inibiu significativamente a proliferagdo de linfocitos humanos por
atuar, provavelmente, sobre os mecanismos de ativagdo celular

Palavras-chaves citometria de fluxo, extratos vegetais, imunonodulagéo, linfocitos humanos,
fitohemaglutinina, transformagéo blastica
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ABSTRACT

Several n vitro methods have been used for the investigation of the biologicul
activities of herbal plants used in the folk medicine for the treatment of human diseases The
events associated with the immune responses are complex, and nvolve the activation of
various cellular elements particularly the lymphocytes, followed by their proliferation

The development of lymphocyte culture techmques has useful applications specially in
the clinical immunology laboratory with the aim of diagnosing individuals suffering from
disturbances related to the cellular-mediated immune defenses

In this study, we have investigated tne effects of extracts prepared from the plants
popularly known as equinacea, Brazilian ginseng, escada-de-macaco, pequizeiro and its fruit
pequi, canela-de-veado, camomila, agoniada, cipo-suma, and pau-pra-tudo, apart from the
indole alkaloids vinblastine, vindoline, and perivine upon the blastic transformation and the
proliferation of human normal Ilymphocytes n vitro, in the presence or not of
phytohemagglutimin, an efficient mitogen for human T cells To accomplish this the flow
cytometry was the main methodology

The data herein presented showed that the flow cytometry 1s reliable as an
experimental procedure for the evaluation of the effects of pure compounds or complex
mixtures as plant extracts, for instances, upon the blastic transformation of human
lymphocytes from peripheral blood as well as for proliferation studies of such population

As expected, vinblastine inhibited the phytohemagglutimin-induced proliferation of
lymhocytes as did perivine, *+ hile vindoline was nert

Extracts prepared from the above plants have different effects upon the activation and
proliferation of human lymphocytes The echinacea, the chamomile, Brazilian ginseng, and
escada-de-macaco extracts were stimulants for the proliferation of lymphocytes, activity
already reported for chamomile, but for the first time described for the others In contrast,
canela-de-veado, pequi and pequizeiro extracts were not active, while the agoniada and cipo-
suma extracts were inhibitors of this activity, probably because of their cytoxicity Pau-pra-
tudo extract showed a significant proliferation inhibitory effect, probably by acting upon the
activation mechanisms

Key words flow cytometry, plant extracts, immunomodulation, human lymphocytes,
phytohemagglutimn b’astic transformation
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INTRODUCAO

Todos os seres vivos estdo sujeitos a acdes nocivas de substdncias de natureza
diversificada que podem comprometer seu estado de saude Quando o agente agressor
supera as linhas de defesa ou barreiras naturais exemplificadas pela pele, mucosa dos tratos
gastrintestinal, respiratorio e geniturinario, conjuntiva ocular, dentre outras, invadindo o
hospedeiro, nele instala-se e, quando possivel, multiplica-se causando quadros infecciosos
e/ou inflamatorios O agente agressor pode ser de natureza fisica, quimica ou biologica,
destacando-se, nesta ultima categoria, microorganismos como bacterias, fungos,
protozoarios, virus € outros parasitas multicelulares

Numa infec¢do localizada, na maioria dos casos, a 1nvasdo e limitada por fatores
inerentes a0 microorganismo e a agresséo ocorre nas celulas ndo so do tecido lesado, como
tambem naquelas pertencentes aos tecidos adjacentes ao foco de invasdo Quando
generalizada, os microorganismos alcangam diverses tecidos, distantes do foco primario de
instalagdo Ha, tambem, microorganismos que liberam toxinas que exercem efeitos nocivos
quando carreadas, pelo sangue ou linfa, para outros tecidos ou orgdos alem do infectado
(Margni, 1990)

Diante de uma lesdo celular, independentemente do agente agressor, uma serie de
modificagdes no tecido conjuntivo vascularizado ocorre, com acumulo de liquidos e
recrutamento de elementos celulares com fungdes especificas, particularmente granulocitos
neutrofilos ou polimorfonucleares (PMN), e macrofagos, ambos fagocitos por exceléncia,
que objetivam a eliminagdo rapida do agente agressor e a reparagdo do tecido lesado,
caracterizando a resposta inflamatoria aguda Simultaneamente, varias substincias
quimicas sdo produzidas e liberadas pelo tecido lesado e por esses elementos celulares,
amplificando a resposta inflamatoria Os fagocitos so, portanto, os elementos chaves desta
resposta celular nata e inespecifica, pois promovem o ataque direto ao agente causador
(Cotran et al , 1994)

Sob certas circunstéacias, quando o processo reacional agudo ndc ¢ Jufigez para
ehminar o agente causal e/ou reparar os danos locais, a reagdo inflamatoria pode

prolongar-se por dias ou mesmo por semanas ou meses, instalando-se entdo, um processo



reacional crébnico com a infiltragdo de linfocitos, plasmocitos, eosinofilos e mastocitos,

alem dos macrofagos e PMN ja presentes (Cotran et al 1994)

O sistema imunitario

Apos a nstalagdo de um agente patogénico, o organismo reage para a eliminagéo
do mesmo numa agdo integrada entre os fagocitos, protagonistas da reagdo inflamatona, e
as celulas do sistema imunitario ou imunologico

O local da infecgdo e o tipo de patdgeno sdo fatores determinantes do tipo de
resposta 1munologica que sera desencadeada A resposta 1munologica adaptativa
desenvolve-se apos o contato entre as celulas do sistema e um patogeno como, por
exemplo, virus, bacterias ou protozoarios, o que lhe confere carater de especificidade
(Roatt et al, 2003) Estas celulas sdo capazes de identificar e reagir somente com as
moleculas que sdo estranhas ao organismo

Um outro fator que colabora para a ativagdo do sistema imunitario adaptativo € o
fato da agressdo pelo agente ser reincidente, pois uma caracteristica especifica deste
sistema e a produgdo de uma memoria imunologica a partir da primeira infecgéo (Parham,
2001)

Células do sistema imunitario adaptativo

Devido as suas importantes caracteristicas de memoria, especificidade e
reconhecimento do ndo proprio, o sistema imunitario adaptativo € mais rapido e eficaz na
defesa do orgamismo Os tipos celulares que medelam esta reagdo sdo os linfocitos, em
particular os B e T, e as celulas apresentadoras de antigenos (APC), representadas por uma

coleg@o de monocitos, macrofagos e celulas dendriticas (Routt ef al , 2003)

Linfocitos

Os linfocitos sdo as principais celulas responsavels pela resposta imunolégica
adaptativa No ser humano, as celulas da linhagem linfoide originam-se a partir das
mesmas celulas-troaco hematopoieticas residentes na medula ossea que ddo ongem aos
monocitos, granulocitos, entrocitos e plaquetas presentes, subsequentemente durante a
ontogenmia, no saco vitelino, figado e medula ossea (Lee et ali 1999) Nos individuos

adultos, sdo continuamente produzidos as custas da proliferagdo controlada das celulas



linfordes primitivas presentes na medula ossea e no timo as quais ddo origem a populagdes
distintas de linfocitos

Antes de se tornarem celulas maduras e capazes de exercer fungdes especificas, os
linfocitos passam por processos sucessivos para aquisi¢do de imunocompeténcia no timo
ou na propria medula ossea, denominados orgéos linfoides primarios Os que requerem um
pertodo de diferenciagdo no timo sdo denominados linfocitos T Outros que continuam a
diferenciar no proprio sitio produtor emergem como linfocitos B

Mais de 70% dos linfocitos circulantes séo representados pela linhagem T, os quais
participam ativamente na defesa do organismo contra infecgdes causadas por agentes
intracelulares Enquanto est@io no timo. os linfocitos T em desenvolvimento (ou timocitos)
apresentam o marcador CD3 e diferenciam-se em duas linhagens, expressando receptores
de membrana distintos, relacionadas com as suas fung¢les efetoras, destacando-se as
ghicoproteinas CD4 e CD8 (Parham, 2001)

A fase de desenvolvimento dos timocitos envolve um exame critico de receptores
produzidos A selegdo positiva envolve celulas T que podem reconhecer peptideos
apresentados por moleculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC)
proprias, enq,uanto que a negativa elimina as celulas potencialmente auto-reativas, que
poderiam ser ativadas por peptideos normalmente apresentados por moleculas MHC na
superficie das celulas saudaveis E durante a sele¢dio positiva que as celulas T CD3,
primewramente duplo-positivas para CD4 e CDS8, irdo se tornar celulas T CD3 de
positividade unica para CD4 ou CD8, sendo que as CD4 interagem somente com
moleculas de MHC de classe II, enquanto as CD8 interagem somente com as moleculas de
MHC de classe I (Parham, 2001)

Como e no tecido linfoide periferico que ocorrem as maiores chances dos linfocitos
T encontrarem antigenos, apos a fase de amadurecimento no timo, essas celulas, agora
imunocompetentes, ficam circulando entre a corrente sanguinea e¢ o tecido linfoide
peniferico ate encontrarem o seu antigeno especifico, quando, entdo, sio induzidas a
proliferar e se diferenciar em celulas T efetoras (Janeway, 2002) Fazem parte do tecido
linforde periférico, também chamado secundario, os linfonodos, a polpa branca do bago, o
tecido linfoide associado ao intestino (GALT e o tecido linfoide associado a mucosas

MALT). representado pelas amidalas, placas de Peyer, apéndice, tecidos brénquico e
mamario

O encontro com um antigeno especifico provoca a fase final do desenvolvimento e

diferenciagdo dos linfocitos T, onde as celulas CD8 tornam-se celulas T citotoxicas para as
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celulas que expressam esses antigenos proteicos, enquanto as celulas CD4, sob influéncia
de citocinas tornam-se celulas T auxihiares subtipos 1 ou 2 (Thl e Th2, respectivamente),
sendo que o tipo celular que predominara depende do patogeno e do tipo de resposta
imunologica requerida (Parham, 2001)

Em contraste com o processo de amadurecimento dos linfocitos T os precursores
dos linfocitos B sdo induzidos a diferenciar dentro da propria medula ossea, influenciados
por varas citocinas produzidas pelas celulas estromais Os eventos principais envolvem as
populagdes celulares denominadas pro-B e pre-B, as quais centralizam elementos geneticos
que codificam receptores especificos para celulas B, os quais sdo imunoglobulinas (Igs)
especializadas expressas na superficie celular Igs sdo moleculas heterodimerncas
consistindo de cadeias pesadas (H) e leves (L), ambas contendo regides vanaveis (V) que
contribuem na interagéio com o antigeno e que diferem na sequéncia de aminoacidos Em
adigdo, as cadelas L e H contém regides que s@o constantes (C) Todas essas cadelas
contribuem para a diversidade de Igs produzidas quando linfocitos B encontram-se com
um antigeno (Paul, 2003)

No sangue periferico, os linfocitos B representam de 5 a 15% da populagdo de
linfocitos circulantes Enquanto sua ativag@o por antigenos proteicos requer a presenga de
linfocitos T, a qual e facilitada pela expressdo de moleculas classe II do sistema HLA
(Human Leukocyte Antigen), antigenos de natureza lipidica, glicolipidica ou constituidos

de proteinas polimerizadas ou carboidratos estimulam celulas B diretamente

Macrofagos

Macrofagos fazem parte do sistema fagocitario mononuclear que se constitu1 de
celulas de ongem medular, incluindo os monocitos que trafegam no sangue penferico € os
macrofagos tissulares Dependendo do tecido ou orgdo onde se encontram, recebem
diferentes nomes, como celulas de Kuppfer do figado, histiocitos nos linfonodos, os
macrofagos alveolares e os esplénicos, quando nos pulmdes e no bago, respectivamente

De forma semelhante aos linfocitos, todos tém sua origem em um precursor comum
residente na medula ossea, que da origem aos monocitos do sangue penferico Da
circulagdo, os monocitos migram para os tecidos, onde se transformare  « macrofagos,
celulas com elevada capacidade fagocitaria, responsaveis pela remogao de restos celulares
e matenais estranhos particulados (Reeves e Todd, 2000)

Os macrofagos podem ser ativados, processo este que culmina com aumento do seu

tamanho, elevagdo dos miveirs de enzimas lisossomais, metabolismo ativo € grande
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habilidade de fagocitar e eliminar microorganismos Sua ativagdo pode ser efetivada por
melo de toxinas bacterianas, moleculas de adesdo citocinas secretadas por linfocitos T
ativados e outros mediadores quimicos presentes nas reagdes inflamatorias (Lee et al,
2003, Scott et al , 2003)

Apos ativagdo, como elementos celulares centrais da inflamagéo cromca, os
macrofagos passam a sintetizar e secretar varias moleculas biologicamente ativas,
coletivamente chamadas citocinas, que sdo importantes mediadores das respostas
inflamatoria ¢ imunologica (Homolka et al, 2003) Particularmente importantes sdo as
citocinas produzidas que tém a habilidade de ativar linfocitos, os quais passam tambem a
secretar mediadores, fechando e amplificando um circulo de respostas biologicas
responsavels ndo so pela eliminagdo de agentes invasores, mas tambem envolvidas nos
processos para garantir o restabelecimento do organismo e desenvolver resisténcia

Como celulas apresentadoras de antigenos (APC), os macrofagos tém a cupacidade
de reconhecer e, subsequentemente, internalizar antigenos, processa-los e, posteriormente,
expor fragmentos destes para os linfocitos T por meio de moleculas de superficie
especificas do MHC (Roaitt ez al , 2003)

Dessa forma, os macrofagos desempenham fung¢des centrais na resposta
imunologica, assim como o fazem na resposta inflamatoria Primerro, eles sdo necessarios
para processar € apresentar antigenos aos linfocitos T imunocompetentes, pots, ao
contrario das celulas B, as celulas T ndo sdo ativadas por antigenos soluveis Segundo. eles
produzem numerosas citocinas dentre elas a interleucina 1 (IL1) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), capazes de amplificar as respostas inflamatorias e 1mumtiria
Tambem, sdo elementos capazes de lisar celulas tumorais pela produgdo de metabolitos

toxicos € enzimas proteoliticas, sendo importantes na vigildncia imunologica (Cotran et al ,
1994)

Funcgdes dos elementos celulares envolvidos na resposta imunolégica

O modo pelo qual um antigeno e reconhecido pelos receptores presentes na
superficie dos hinfocitos T e B e especifico e 1sso reflete as diferentes fungdes dessas
celulas apes sua ativagéo pelo antigeno

Um Linfocito B ativado pode transformar-se num plasmocito produtor de
imunoglobulinas esp?mﬁcas ao antigeno, inicialmente apresentado A fungdo desses
anticorpos € ligar-se diretamente-ao antigeno que lhe deu origem, com a finalidade de

neutralizar sua atividade ou de desencadear mecanismos de defesa que culmmnem na sua
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ehminacdo Na pratica, 1sso significa que celulas B podem interagir com o antigeno na sua
forma nativa, sem modificagdes (Brostoff e Male 1994, Reeves e Todd, 2000)

Ja os linfocitos T regulam a atividade das outras celulas do sistema imunitario ou
elimmam as celulas infectadas Portanto, interagdes com outros tipos celulares sdo
necessarias para que as celulas T possam desempenhar sua fungdo Esta e uma das razées
que explica porque, em contraste com os linfocitos B os T podem reconhecer € ser
ativados por antigenos ligados a glicoproteinas especificas do MHC presentes na superficie
das APC, codificadas pelos genes do HLA, processo que e denominado duplo
reconhecimento, pois receptores de celulas T nfo se ligam ao antigeno ou as moleculas do
MHC independentemente, mas a combinagéo de ambos

A fungdo basica das APC e ativar linfocitos T e eliminar por endocitose, celulas
alvo que foram mortas por estes, ou eliminar antigenos que foram neutralizados por
anticorpos

Muitos antigenos em seu estado natural ndo conseguem se associar eficientemente
as moleculas do MHC e o fazem somente apos terem sido processados pelas APC Este
processamento envolve sua parcial degrada¢do enzimatica, liberando unidades peptidicas
de amanho e sequéncia apropriada para se ligarem as moleculas do MHC e, entéo,
servirem como epitopos para ligagdo de linfocitos T Relevante e o fato de que esses
determinantes antigénicos podem ser originados de qualquer parte do antigeno original e
um corolario disto € que linfocitos T € B podem interagir com epitopos totalmente
diferentes e, ainda assim, demonstrar especificidade para 0 mesmo antigeno (Brostoff e
Male, 1994, Reeves e Todd, 2000)

E mmportante ressaltar que todos os tipos celulares acima citados tambem tém,
como fungdo a liberagdo de citocinas, as quais estimulam e amplificam a resposta ou a
suprimem quando o agente for totalmente erradicado

Dessa forma, a ativagdo e o desempenho de fun¢des pelos linfocitos T e B
requerem sua interagdo, assim como com outros tipos celulares Como ja visto, as
oportunidades para que esses contatos ocorram sdo maximizadas pela recirculagio dos
linfocitos atraves de todo o orgamismo e pela sua manutengdo nos orgdos linfoides
secundarios, levando ao desenvolvin'~ito do vasto repertorio imunolog'co observado em

individuos normais (Reeves e Todu, 2000)



Interacéio entre linfécitos e antigenos

Os eventos celulares que decorrem da ativagido de um linfocito sdo denominados
coletivamente de transformacdo blastica e as celulas resultantes deste processo sdo
referidas como celulas efetoras da resposta imunologica Morfologicamente s&o
caracterizados como linfoblastos e possuem elevada capacidade proliferaiva Como
resultado, observa-se um aumento do numero de celulas, da produgéo e secre¢do de
citoctnas assim como de expressédo de receptores especificos

As celulas efetoras, originadas da ativag@o de linfocitos T CD4, proliferam dando
origem a celulas auxihares, responsaveis pela propagagdo da resposta imunologica por
me10 da produgdo e secregdo de mediadores quimicos, as interleucinas (IL) Os linfocitos T
CDS8, apos contato com o antigeno, ativam-se e proliferam, onginando celulas capazes de
produzir grandes quantidades de citocinas, que séo secretadas objetivando a eliminagdo do
agente agressor

No caso de linfocitos B, apos transformagdo, muitos proliferam dando origem aos
plasmocitos, celulas efetoras especializadas na sintese de imunoglobulinas que séo, entéo,
secretadas como anticorpos livres, como ja citado anteriormente

Outros linfoblastos formam uma populag@o de memoria especifica para o antigeno
que induziu a resposta primaria, readquirindo o aspecto morfologico do linfocito 1nicial
Sédo essas celulas que, quando re-expostas a0 mesmo antigeno ou a outro cuja estrutura
antigénica seja muito semelhante, produzem uma rapida e vigorosa resposta imunologica,

chamada secundarnia (Reeves e Todd, 2000)

Ativagdo e proliferacio de lintocitos

Ativag@o de hinfécitos decorre da interagéo entre um antigeno e o receptor presente
na superficie celular com o qual ele pode interagir Em celulas CD4, por exemplo, este
evento culmina com a proliferagéo, diferenciagio e produgio de citocinas que medeiam as
fungdes especificas de celulas T efetoras, como ja citado Eventos subsequentes, que
ocorrem em segundos ou minutos apos a interagdo ligante-receptor, incluem mudangas no
fluxo de cations monovalentes (Na™ e K) e a ativagdo de = .nlt-ansferases Ao mesmo
tempo, sintese e utihzagdo de fosfolipideos aumentam, envolvendo fosfatidilinositol, um
constituinte dos fosfolipideos de membrana Influxo de Ca™ e central na ativagio de

linfocitos € ocorre em menos de 5 minutos apos interagdo do mitogeno fitohemaglutinina,



Resposta de linfocitos a mitégenos

Certas substincias possuem a habilidade de ativar e, subsequentemente. induzir a
proliferagdo de linfocitos T B ou de ambos in vitro sendo genericamente denominados
mitogenos (Gery et al 1972, Gery e Waksman, 1972, Janossy e Greaves 1972,
Oppenheim e Rosenstreich 1976) A Tabela 1 mostra uma seleg@o dessas substincias e sua

especificidade com referéncia a populagdo estimulada

Tabela 1. Mitégenos: suas caracteristicas e células alvo.

| TAMANHO .
MITOGENO | FONTE |MOLECULAR| CELULAS | popicines)
ALVO
(D)
Concanavalina A Canavalia humana
(ConA) emnsformis 55000 linfocitos T camundongo
Fitohemaglutinina Phaseolus humana
(PHA) vulgaris 140 000 linfocitos T camundongo
Pokeweed mitogen | Phytolacca 32 000 Linfécitos humana
(PWM) americana TeB camundongo
Bactérias
Llpopollisgcandm gram 1-24x10° linfocitos B roedores
(LPS) negativas
Dextran sulfato - 500 000 linfocitos B -

Adaptado de Myers, 1995

Enquanto a resposta a antigenos dos linfocitos in vivo e especifica, gerando
amplificagdo clonal, sua resposta a mitogenos n vitro e nespecifica e influencia,
simultaneamente, um grande numero de celulas, levando-as a sofrer transformagio blastica
e, posteriormente pretote

Diferente do que acontece in vivo, esse estimulo a proliferagio ndo depende de
celulas apresentadoras de antigenos, embora os mesmos mecanismos bioquimicos estejam

aparentemente envolvidos (Burg_aﬁexster et al , 2003) Esta propriedade favorece estudos



por exemplo, com receptores presentes na superficie de linfocitos humanos Apos algumas
horas dessa 1nteragdo ligante-receptor, a sintese de proteinas aumenta, alcangando um pico
entre 48 € 72 horas Neste periodo, ocorre aumento da sintese de RNA, assim como ha
sintese de varias proteinas (Cooper 1972) O conteudo de RNA em linfocitos dobra em 48
horas e reflete-se em alteragdes morfologicas distintas da celula Finalmente, aumento da
sintese de DNA, a marca registrada da prolhiferagdo celular 1mcia-se apos cerca de 36
horas, atingindo niveis maximos entre 48 e 72 horas (Greaves e Janossy, 1972)

Para que a proliferagdo celular ocorra, fatores de transcrigio que séio ativados
simultaneamente a interagdo ligante-receptor, representam intermediarios essenciais, OS
quais traduzem e direcionam sinais extracelulares em respostas transcricionais especificas
A regulag@o combinada da transcrigdo envolve complexos multiproteicos que se ligam de
forma cooperativa a regides especificas do DNA alvo Esta interagdo permite a
convergéncia de diferentes sinais para uma regido defimmda do DNA, a qual, por sua vez,
exerce controle regulatorio rigoroso sobre a expressdo dos genes alvos em resposta aos
sinais recebidos

Neste contexto, complexos formados por fatores de transcrigdo da familia NFATc,
por exemplo, junto com proteinas AP-1 e ras, integram vi.s de sinalizagdo dependentes de
Ca™, as quais regulam a express3o de genes que codificam proteinas imunomodulatorias
como IL2, IL4, IL3/GM-CSF, TNF-a, CD40 e Faz (Rao et al , 1997, Feske et al , 2000,
Trama et al 2000)

A replicagdo de hinfocitos T e muito particular e e determinada pela interagdo de
IL2 com seus receptores (IL2-R) em miveis significativos para desencadear esta agdo
Entretanto, celulas T nio expressam IL2-R ao menos que sejam estimulados por antigenos,
anticorpos monoclonais especificos para celulas T, lectinas mitogénicas ou forbol ester,
por exemplo Alem disso, uma vez . exposta a esses agentes, cada celula T expressa IL2-R
de forma individual, entrando em fases proliferativas do ciclo celular de forma
assincronica Se mivels de IL2 ndo se mantiverem continuos, a expressdo de IL2-R se
mantem, mas a sintese de DNA ndo ocorre, uma vez que e a interagio com IL2-R o
fendmeno crucial para que ocorra a replicagdo do DNA (Cantrell € Smith, 1984)

Um outro ponto de relevancis e que a expressdo de IL2-R e dependente da presenca
de antigeno e a retirada do estimulo do meio leva a queda progressiva de seus mveis Em
paralelo, ha o declinio, tambem progressivo, da proliferagdo celular e todas as celulas,
eventualmente, passam a se apresentar na fase Go do ciclo celular, mesmo na presenca de

concentragdes saturantes de IL2 (Smith e Cantrell, 1985)
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experimentais e Fitohemaglutimna (PHA) e Concanavalina A (ConA), lectinas extraidas e
purificadas de plantas (Tabela 1) que estimulam sub-populagdes de celulas T tém sido
usadas como mitogenos para estudos de proliferacdo dessas populagdes in vitro € a
resposta resultante pode ser utilizada para qualificar e quantificar a imunocompeténcia
dessas celulas (Myers, 1995)

Como ja visto, 0 primeiro passo para a ativagdo de um linfocito reside na interagéo
de receptores de superficie com um agente estimulante A interagdo de um mitogeno com o
receptor das celulas T (TcR). por exemplo, tambem 1nicia, na celula, eventos que
envolvem o recrutamento de ions calcio e a ativagdo simultinea das enzimas tirosina
quinases citossolicas fosfolipase Cy e A,, proteina C quinase (PKC), proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPK) e calcmeurina Estas, por via de cascatas metabolicas
especificas, produzem sinais direcionados ao nucleo, promovendo a transcrigdo de fatores
pro-mutoticos, tais como NFnB AT’ 1 e NFAT Estes, por sua vez, conduzem os eventos da
proliferagdo e a sintese de IL2, a qual e o principal mediador quimico da amplificagdo da

resposta imunologica (Figura 1)
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Figura 1 Mecanismos de interacéio entre lectinas e o complexo TcR-CD3-CD28 para ativaciio e
prohferacéio de hinfécitos T via IL2.
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Lectinas

Citadas pela primeira vez por Stillmark em 1888 as proteinas capazes de aglutinar
entrocitos foram denominadas fitohemaglutinmas, baseadas no fato de terem sua origem
em plantas e, a0 mesmo tempo, aglutinarem eritrocitos de diferentes ammais (Goldstein e
Hayes, 1978) Verificou-se que proteinas com atividade hemaglutinante séo, tambem,
encontradas em uma infinidade de seres vivos, como bactenas, virus, fungos, liquens,
peixes, molusculos e mamiferos (Gabius e Gabius, 1993)

O termo lectina, do latim /egere, ou selecionar, for proposto apos a observagéo de
que algumas proteinas provocavam aglutinag@o de forma seletiva para os diferentes grupos
sanguineos humanos (Boyd e Shapleigh, 1954a) Hoje, sabe-se que séo apenas algumas
destas que tém capacidade seletiva de hemaglutinagdo, mas a denominagdo lectina
continua

Em fung&o dos inumeros estudos realizados sobre estrutura quimica, propriedades e
atividades, o conceito atual para lectinas e o de serem proteinas, ou glicoproteinas, de
origem ndo 1mune, que se ligam de forma ndo covalente a carboidratos com configuragéo
apropniada Esta interagdo lectina-agucar e especifica e de alta afimdade, podendo ocorrer
com carboidratos localizados na superficie das celulas, como agucares livres e, ainda, com
a parte glicidica de glicoconjugados extracelulares (Lis e Sharon, 1973, Freed, 1985)

As propriedades quimicas e biologicas relatadas ate 0 momento tomam, como
referéncia, a ligagdo lectina-agucar e um fato interessante neste aspecto e a capacidade que
determinados agucares livres t€ém de mmbir alguns efeitos das lectinas Esta propriedade e
tdo fundamental que as lectinas podem ser classificadas em grupos de acordo com o
carboidrato 1mibidor Esta ligagsio envolve for¢cas de Van der Walls, causada por
combinagées de hidrogénios da proteina com grupos hidroxilas do agucar, geralmente
incluindo acoplamento de uma face hidrofobica do agucar com o lado de aminoacido
aromatico das cadeias peptidicas (Weis e Drickamer, 1996) Enzimas, como a tripsina ou
carboidrases, por exemplo, aumentam a atividade das lectinas, provavelmente por
facilitarem a aproximagdo com seu sitio glicidico ativo

Além da afimdade com agucares, a agdo de uma lectina depende da conformagio
estrutural (mondémero, dimero, tetrdmero, etc ) e de seu tamanho Alem dicsn 4 1 alon=
das lectinas necessita estar ligada a metais 16nicos divalentes e/ou covalentemente a
agucares, no caso das lectinas glicoproteicas, que servem como cofatores, mantendo sua

conformagédo ativa Outras propriedades, como percentuais e sequéncias de aminoacidos,
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ponto 1soeletrico, peso e forma moleculares sdo tambem, de fundamental importincia para
se compreender os efeitos descritos para as lectinas

A fung¢do das lectinas na natureza ainda ndo fo1 totalmente elucidada Especula-se
que, em um mesmo organismo, as lectinas possam exercer fun¢des especificas e distintas
ou mesmo ter multiplas agdes Em plantas, supde-se um papel imunologico nespecifico
quando, durante a germinag@io e crescimento das sementes, interagem com agucares
expostos na superficie de microorgamismos Esta fungio protetora tambem e atribuida
contra ataques de insetos predadores (Janzen et al , 1976, Zhu-Salzman e Salzman, 2001)
Fungdo simbiotica entre bacterias e plantas tambem ja fo1 proposta (Bohlool e Schmidt,
1976) Em bactenas, algumas lectinas sdo encontradas na superficie e parecem estar
envolvidas com a aderéncia as celulas epitehiais, o que parece ser fundamental, por
exemplo, no inicio da infecgdo da Escherichia coli nos tratos urinario e gastrintestinal
(Sharon, 1987) O mesmo parece ocorrer em protozoarios, como a Entamoeba histolytica
(McCoy et al , 1994, Mann 2002)

Ja em animais superiores, as lectinas s@o encontradas na forma soluvel e ligadas a
membranas Assim, fungdes como mediagdo da pinocitose de glicoproteinas modificadas
(Ashwell e Harford, 1982), interagdes intercelulares durante a resposta imunologica (Liu,
1993) e a fertilizagdo (interagdo da lectina presente no acrossoma da celula sexual
masculina com uma glicoproteina de superficie do ovulo) (Wassarman, 1987) ja foram
tambem propostas

Em humanos, uma lectina ligante de manose (MBL) fo1 1dentificada e tem sido
caracterizada como responsavel pela ativagdo do sistema complemento por uma via
especifica (Turner e Hamvas, 2000) Por se ligar e aglutinar patogenos (Jack e Turner,
2003), parece estar envolvida na protecdo contra agentes infectantes diretamente, ou
indiretamente, ao ativar e amplificar a resposta imunologica 1nata, atuando na opsomzagio,
fagocitose, adesdo, migragdo, atlv;g:ﬁo, diferenciagdo e apoptose celular (N1 e Tizard,
1996) Neste contexto, lectinas atuariam como ativadoras do sistema complemento,
limitando uma infecg¢do, por exemplo, € a orquestragdo da resposta 1munoldégica
subsequente (Gadjeva et al , 2004)

Entretanto, - yropriedade mais intensa e determinante para que houvesse interesse
no 1solamento des‘ta classe de proteinas refere-se a sua intensa capacidade aglutinante, a
qual, quando altamente seletiva e especifica, tem permitido que algumas lectinas sejam
usadas para a fenotipagem de grupos e subgrupos sanguineos (Boyd e Shapleigh, 1954b, a,
Judd et al , 1978, Judd, 1980, Hamada et al , 2002, Khan et al , 2002), na 1dentificagdo de
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celulas infectadas e celulas cancerosas as quais tém alteragdo da superficie da membrana
(Vu Van et al, 1971, Sharon e Lis 1972 Boldt e Zimmer 1983, Haar ef al, 1985,
Bychkov e Toto, 1986, Tamaki et al 1986, Soderstrom, 1988, Bogdanov et al, 1989,
Caldero et al 1989, Imamura er al 1989, Seigel e Notter, 1992), e na tipagem de
microorganismos (Mubhlpfordt e al , 1984, Svennerholm et al 1984 Korting et al , 1988,
Chatterjee et al , 1989, O'Sullivan et al , 1990, Jarlov et al ,-1992, Korting e Abeck, 1992,
Jarlov et al , 1993, Moyes e Young, 1993, Munoz et al , 1994a Hynes et al , 1999, Munoz
etal , 1999, Aabenhus et al , 2002, Munoz et al , 2003)

A 1industna farmacéutica explora a propriedade das lectinas em promover muco-
adesdo, cito-adesdo e cito-invasdo, para formarem complexos lectina-droga que possam
auxihar na biodisponibilidade de um farmaco (Bies ef al 2004, Gabor et al , 2004)

O interesse pelas lectinas na area da Imunologia aumentou na decada de 60, com os
estudos com a PHA 1solaca de sementes de Phaseolus vulgaris, onde o autor fo1 o pioneiro
na descoberta da capacidade que alguma lectinas tém de estimular 1z vitro a transformagéo
morfologica dos linfocitos e sua proliferagdo (Nowell, 1960)

Esta agdo mitogé€nica passou, entdo, a ser amplamente usada em estudos
morfologicos e funcionais, particularmente dos linfocitos, assim como para o diagnostico
de imunodeficiéncias e monitoragdo dos efeitos de imunossupressores € imunoterapicos
(Sharon, 1983) Presume-se que, em linfocitos T, estas lectinas ligam-se ao complexo
receptor de celula T (TcR) e promovem um sinal co-estimulante positivo, levando a sintese
de IL2 e seus receptores (Kilpatrick, 1999)

Embora, em sua maioria, as lectinas sejam ativadores policlonais, tanto in vitro
quanto n vivo, outras podem apresentar um espectro diversificado de atividades sobre
linfocitos humanos, sendo que a mesma lectina pode ser mitogénica, co-mitogénica ou ate
mesmo anti-mitogénica, dependendo das condigdes experimentais vigentes

Estudos de interagdo entre algumas lectinas e anticorpos monoclonais tém
demonstrado que uma grande vanedade de moleculas da superficie celular pode exercer
influéncia na miciagdo e regulagdo da ativag@io e prohiferagdo dos Imfocitos (Kilpatrick,
1999), sugerindo sua aplicag@o no tratamento de doengas auto-imunes € na prevengio de
rejeigéio apos transplantes (Ashraf e Khan, 2007,

E interessante relatar que as lectinas e a Imunologia estiveram relacionadas desde
1890, onde a especificidade da reagdo antigeno-anticorpo, principio fundamental desta
ciéncia, fo1 estabelecida por Pau-l-_l%hrhch, em estudos com camundongos que produziam

anticorpos contra as lectinas abrina e ricina (Sharon, 1983)
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A busca pelo melhor entendimento das a¢des imunomoduladoras das lectinas
continua intensa e sua maior fonte continua sendo os extratos preparados de plantas € de
preferéncia, aquelas oriundas de vegetais comumente utilizados pela populagéo para fins

terapéuticos

I'ranstormacgéio blastica induzida por fitohemaglutinina (morfologia)

Linfocitos obtidos de sangue periferico humano apresentam-se como celulas
pequenas, com cerca de 10 pm de diametro, arredondadas, contendo citoplasma
geralmente escasso, desprovido de granulaggio especifica e nucleo tambem arredondado,
irregularmente denso, com eventual presenga de nucleolos (Lee et al, 1999) Quando
transformados por a¢do da fitohemaglutinina, apresentam-se com morfologia de celulas
imaturas, com aumento proporcional do volume ao nucleo e do citoplasma Formam
vesiculas lisossomais caracteristicas, as quais se correlacionam com o aumento de
atividade endocitica dessas celulas Esse sistema vacuolar altamente diferenciado consiste
de vesiculas endociticas, estruturas multivesiculares e corpos densos (Biberfeld, 1971a) e
estdo envolvidos na captura, transporte, armazenamento e digestdo de material endocitado
Linfocitos transformados pela PHA possuem de 10 a 20 pm de didmetro e citoplasma azul
intenso, quando observados sob coloragéio panoptica, resultante de intensa sintese de RNA
(Douglas, 1972) Alem disso, ha aumento da quantidade de agrupamentos ribossomais € o
complexo de Golgi mostra-se bem desenvolvido (Biberfeld, 1971b) Em culturas contendo
PHA, figuras de mitose podem ser observadas apos 40 horas, com pico maximo em 72
horas O nucleo dessas celulas aumenta e torna-se leptocromatico, ou seja, com cromatina
constituida por filamentos muito finos, € os nucleolos aumentam de tamanho (Biberfeld,
1971b)

Métodos de avaliaciio de atividade imunomodulatoéria in vitro

Sdo vanas as metodologias in vitro utihizadas para quantificar a ativagdo € a
proliferagdo celulares Entre estas estdo os ensaios que inclaet» weorpetacdo de
nucleotideos radioativos, a redu¢do de sais tetrazolio, a incorporagio de agentes

fluorescentes a incorporagéo de analogos de pirimidina e a analise por citometria de fluxo
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Na metodologia mais utilizada atualmente a proliferagio de linfocitos e mensurada
atraves da incorporagio de nucleotideos radioativos, como [*H]-timidina, *'Cr, ['“I]-10do-
deoxiuridina ou a [*HJ-uridina, no DNA celular durante a replicagio e a resposta
proliferativa e determinada comparando-se o numero de radiomarcador incorporado nas
distintas populagdes celulares (Brunner et al 1968, Gillis et al , 1978)

As vantagens deste metodo sdo suas altas sensibthdade e reprodutibilidade, porem
muitas sdo as desvantagens (I) a manipulagdo de componentes radioativos requer
precagles especiais de seguranga, tais como salas e equipamentos exclusivos, alem de (II)
protegdo e tremnamento pessoal especializado, (III) e uma metodologia que envolve
trabalho detalhado e minucioso em varias etapas, as quais podem aumentar as chances de
erro e contaminagédo, (IV) o tempo consumido para cada serie de experimentos e longo,
(V) promove a lise das celulas, ndo permitindo (VI) analises morfologicas, (VII) ensaios
funcionais ou (VIII) imunofenotipagem subsequentes, restringindo sua utilidade para
estudos que visem a elucidag@o dos mecanismos de agéo quando presentes

A redugéo de sais tetrazolio como o MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazolil]-2,5-
difeniltetrazolio), o MTS (3-[4,5-dimetiltiazolil]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfonil]-
2H tetrazolio) e o XTT (acido hidrato de benzeno sulfonico de sodio 3’-[1-fenilamiao-
carboml]-bis[4-metox1-6-nitro]-3,4-tetrazoli0), por enzimas succinato tetrazolio redutases
situadas em mitocondrias de celulas viavers, resulta na formagdo proporcional de produtos
de formazan, os quais, por serem coloridos, podem ser doseados em ensaios
espectrofotometricos para analises de toxicidade, ativagdo e proliferagdo celulares
(Mosmann, 1983) E um metodo de relativo baixo custo, sensivel e de rapida aplicagio
necessitando como equipamento, na maioria das vezes, uma leitora de ELISA, permitindo
o processamento simultdneo de um grande numero de amostras

A citometna de fluxo vem sendo uma ferramenta importante no estudo dos eventos
celulares envolvidos na resposta imunologica e inclur metodos para a avaliagdo de efeitos
sobre a populagdo analisada, como, por exemplo, ativagdo e proliferacdo celulares, para a
identificagdo de eventuais modificagdes que ocorrem dentro e fora das celulas e na analise
das substéincias produzidas e secretadas pelas celulas em estudo (Shapiro, 1985)

Esta versatilidade der.ve da multipla e independente qrantidade de analises das
caractenisticas fisicas e quumicas das celulas, as quais sdo individualmente conduzidas por
em canal de corrente fluda que intercepta um ou mais feixes de luz provenientes de um
raio laser Ao passarem pelos:gos, as celulas causam dispersdo da luz em vanas dire¢des,

a qual depende do tamanho e da estrutura interna de cada celula (Macey, 1994) Tambem,
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moleculas fluorescentes quando ligadas as celulas, podem ser excitadas e
subsequentemente emutir luz de acordo com a natureza da molecula fluorescente
(Assenmacher et al , 1995)

A luz dispersa e/ou a fluorescéncia emitida sdo, entdo, coletadas por diferentes
sensores OS quails, por sua vez convertem-na em sinais eletricos que sdo amplificados e
transferidos a processadores matematicos Estes produzem um conjunto de numeros que
ao serem analisados caracterizam diferentes populagdes celulares O feixe de luz que passa
pela particula com um minimo de desvio esta relacionado com o tamanho celular (forward
light scatter - FSC), enquanto aquele que capta o desvio ortogonal aos eixos do fluido
celular e do raio laser (side light scatter - SSC) esta relacionado com a complexidade
interna da celula em particular sua granularidade e a forma nuclear (Shapiro, 1985,
Robinson, 1993, Macey, 1994)

Os resultados emitidos por wa citdmetro de fluxo sdo, de fato, originados de uma
combina¢do de sinais que refletem ndo so o tamanho e a complexidade interna de cada tipo
celular analisado mas tambem incluem suas caracteristicas topograficas e de densidade
optica (Shapiro, 1985) Todos os citdmetros de fluxo t€ém a capacidade de analisar varios
parametros celulares s'niultaneamente e converter esta analise em graficos de coordenadas
x e y, podendo se apresentar como histogramas, graficos de pontos, de densidade ou
mesmo de contorno (Macey, 1994) A escolha do tipo de grafico repousa naquele que
melhor representara ou traduzira os resultados obtidos

Em um grafico que relaciona tamanho (FSC) por complexidade interna (SSC),
linfocitos humanos com as caracteristicas morfologicas ja descritas anteriormente
compordo a populagdo que ocupa a area inferior esquerda do grafico (Civin e Loken,
1987) Ja linfocitos transformados pela a¢gdo de um mitogeno como a fitohemaglutinina,
por exemplo, aparecerdo, no grafico, deslocados um pouco acima e a direita dos linfocitos
ndo ativados, por possuirem maior tamanho e complexidade interna, apresentando-se com
morfologia caractenistica de celulas primitivas ou blasticas (linfoblastos), com didmetro de
10 a 20um, citoplasma geralmente vacuolizado, complexo de Golgi bastante desenvolvido,
nucleo com cromatina delicada, apresentando dois ou mais nucleolos proeminentes € bem
Aelineados (Civin e Loken, 1987, Lee et al , 1999)

A disponibilidade de corantes fluorescentes que interagem especificamente com
estruturas celulares permite o uso da citometria de fluxo para analisar eventos moleculares
como, por exemplo, estudar as fases do ciclo generativo de uma populagéo celular Neste

contexto o uso de fluorocromos, como o brometo de etidio e 10deto de propidio, que se
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intercalam com as moleculas de DNA permite a 1dentificagio da fase do ciclo celular em
que a celula se encontra pela determinagdo do seu conteudo em DNA Entretanto estas
analises avaham a atividade celular, mas ndo determinam a propor¢éo ou o numero de
celulas em diviséo

Uma alternativa para analise da proliferagdo celular por citometria de fluxo
emprega a marcagdo das celulas com bromodeoxiuridina (BrdU), um analogo da
pirmidina, onde a porcentagem e o tipo celular em sintese ativa de DNA podem ser
identificados com anticorpos anti-BrdU ligados a moleculas fluorescentes (Kubbies et al
1985)

Mais recentemente, reagentes fluorescentes, como o diacetato de fluoresceina
(FDA) e succimmudil ester do diacetato de carboxiflouresceina (CFSE), inmicialmente
utihizados como corantes marcadores de celulas viaveis tém se tornado ferramentas
importantes para ensaios que envolvem estudos de proliferagio celular por citometna de
fluxo Estas substidncias originalmente ndo emitem fluorescéncia e atravessam
passivamente a membrana plasmatica Apos difuséo no melo intracelular, sofrem agéo de
esterases endogenas, as quais removem, por hidrolise, o grupo acetato Esta ag¢éo confere, a
molecula, alta fluorescéncia e, por ficar retida no terior das celulas, confere-lhes, sob luz
azul, fluorescéncia verde Em adigdo, o grupo succinimidil, liberado pela agdo enzimatica,
reage com o grupamento amina de proteinas intracelulares, proporcionando, tambem,
coloragd@o as celulas viavels Durante todo o processo que antecede a divisdo mitotica, o
agente fluorescente permanece distribuido homogeneamente no citoplasma celular Apos a
divisdo, reduz-se em 50% a quantidade de corante nas celulas recem formadas,
diminuindo, portanto, a intensidade do brilho de cada celula Dessa forma, pode-se avahiar
a quantidade de ciclos mitoticos de uma populag@o celular pela analise da queda da

fluorescéncia emitida, a qual e diretamente proporcional ao numero de vezes que a celula
se divide (Lyons, 2000)

Plantas medicinais como agentes imunomoduladores

O uso de plantas medicinais no tratamento de diversos tipos de Anencas e
tradicional na cultura humana e os servigos de saude e as instituigdes a eles ligados devem
estar voltados para o aproveitamento deste conhecimento popular (Eldin € Dunford, 2001)

Esta preocupagéo parece estar presente em nosso pais, pois como fruto de dehberagdes
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ocorridas durante a 10 Conferéncia Nacional de Saude realizada em Brasilia em 1996
ressaltou-se a ncorporagdo no SUS, em todo o pais de praticas de saude como a
fitoterapia, a homeopatia e a acupuntura (paragrafo 286 12) (Saude, 1996)” ,
deliberando-se tambem sobre  “ferapias alternarivas e praticas populares (paragrafo
351 10), alem do incentivo a fitoterapia e a homeopatia na assisténcia farmacéutica
publica’ (Saude, 1996)

A fitoterapia ressurge, entio, como uma op¢do medicamentosa bem aceita e,
quando domestica acessivel a todos Atualmente cerca de 80% da populaggo dos paises de
tercerro mundo faz uso de produtos naturais para o tratamento de problemas primarios de
saude (Mans et al, 2000) Mesmo em paises industrializados, uma grande porcentagem
dos produtos farmacéuticos comercializados provem de produtos naturais (Eldin e
Dunford, 2001), representado, no mundo, cerca de 30% das vendas de drogas (Grabley e
Thiericke, 1999)

Assim, os produtos extraidos de plantas medicinais continuam a representar uma
diversidade quimica unica a qual continuara a ser uma fonte importante de compostos-
modelo para programas de investiga¢do clinica niciados a partir da observagdo das
especies de plantas regionais popularmente utilizadas

De acordo com estudos de Willianson e colaboradores, estima-se que o planeta
Terra possua entre 370 000 e 500 000 vegetais superiores que elaboram metabolitos
secundarios com potencial interesse medicinal (Willianson et al , 1996) No Brasil, diante
de uma flora tdo rica e diversificada, a utilizag@io de plantas como medicamentos caseiros e
ampla, tornando imperativo, para o pais, a criagio de uma politica de incentivo a
investigagdo cientifica das potencialidades terapéuticas desta fonte alternativa de
medicamento

Por outro lado, os produtos naturais estdo passando por uma fase critica devido ao
intenso esforgo necessario pa?a o descobrimento de novas drogas com potencial
terapéutico, os quais envolvem a busca, o 1solamento e a elucidagdo de sua estrutura
quimica Para cumprir a exigéncia dos varios testes a que 0 composto natural purificado
deve ser submetido para aprovagdo e uso comercial, faz-se necessario uma nova estratégia
que lhes permitam ccrpetir com o sucesso obtido com produtos sinteticos

Hoje, as vompanhias farmacéuticas empregam cerca de US$350 milhdes para
desenvolver uma nova droga e procedimentos para melhorar e acelerar o descobrimento
destas sdo requernidos (Grabley e Thiericke, 1999) Ao mesmo tempo, estas investigagdes

ttm ajudado no entendimento das doengas em mveis molecular e genetico
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Subsequentemente a automagdo e a mimaturnizagio vém tomando espago na area
mudando drasticamente o processo industrial no descobrimento de drogas (Schmid et al
1999) Alem disso a elucidagdo do genoma humano vem facilitando o acesso a um
aumento expressivo do numero de potenciais alvos de drogas (Norman 1998, Grabley e
Thiericke, 1999)

A diversidade de atividades biologicas apresentadas por plantas usadas na medicina
caseira vem sendo 1nvestigada e o espectro dessas agdes amplifica na mesma proporgédo
que metodologias mais especificas vdo se consolidando cientificamente Varios modelos
experimentais, in vivo € in vifro, estdo hoje disponiveis para tal investigagdo De particular
interesse sdo aqueles direcionados ao estudo das atividades imunomodulatorias, devido ao
crescente numero de especies vegetais utilizadas na medicina popular para o tratamento de
doengas que comprometem o sistema imunitario (Yamaguchi, 1992), em particular aquelas
associadas ao cancer (Hiraz.mi et al , 1996) e doengas infecciosas cronicas (Zarkovic et
al ,2001) assim como uma busca incansavel a drogas que possam auxiliar na adaptagéo de
transplantes, no tratamento de disturbios auto-imunes e de imunodeficiéncia, incluindo a
aids

Expressivas atividades imunomodulatonas tém sido relatadas a distintos grupos de
substincias extraidas de plantas, tais como os alcaloides (Novogrodsky et al, 1984,
Morikawa et al , 1992, Ckless et al , 1995, Fiserova et al , 1995, Ivanovska et al , 1997,
La1 et al , 1999, Solis-Maldonado et al , 2003, Ho et al , 2004), flavonoides (Schwartz e
Middleton, 1984, Mookerjee et al , 1986a, Mookerjee et al , 1986b, Hirano et al , 1989,
Namgoong et al , 1994, Pandey et al , 2005), saponinas (Chong et al , 1982 , Chavali et al ,
1987 , Plohmann et al, 1997 , Verotta et al, 2001, Gaidi et al , 2002), taninos (Vuk-
Pavlovic et al, 1988, Vuk-Paviovic e Rohrbach, 1990, Wang et al, 2002), e,
principalmente, as lectinas, descritas anteriormente

Neste contexto estdo incluidos os alcaloides indolicos 1solados da Vinca rosea,
Linn (Apocynaceae) (Figura 2) Dentre os diversos ja identificados, a vimblastina (III) € a
vincristina (IV) séo os alcaloides mais 1nvestigados, com reconhecida agdo antineopldsica,
relatada para diversas formas de cancer (Noble et al , 1958, Svoboda, 1958, Carlson et al ,
1990, Koch e Coussens, 1993, Anderson et a!, 1996, Hamel, 1996, Miller et al 1997,
Lens e Eisen, 2003, Martinelli e al 2003, Malik, 2004)

Um efeito mibitorio sobre a ativagdo e proliferagio de linfocitos induzidas por PHA
(Thyberg et al, 1977), faz da _leblastma uma ferramenta frequentemente utilizada em

estudos in vitro de imunomodulagdo (Broyn, 1975, Hawrylko, 1975, Ruscetti e
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Chervenick 1975, Belmont et al 1979, Shand et al 1980 Colombo et al, 1985,
Alcantara et al 1986, Powderly et al, 1986, Gorse e Kopp, 1987, Itoh et al, 1991,
Gorczyca et al 1992, Utz et al 1994, Qiao et al 1995, Yang et al , 1996, Balaknishnan
etal ,2002, Qineral 2002, Sciola et al , 2003, Verheyen et al 2003)

Ao contrario da vimblastina. seus mondémeros catarantina (I) e vindolina (II)
(Gorman et al , 1959) sdo desprovidos de agdo anti-tumoral (Inaba e Nagashima, 1986),
porem s3o importante ferramentas como compostos iniciais para a sintese de moleculas
bioativas (Ruszkowska et al , 2004) A perivina (V) outro mondmero indolico extraido da
vinca (Svoboda 1958), e pouco referendada na literatura, observando-se apenas modestas
atividades antimicrobiana (Rojas Hernandez, 1979) hipotensora e miorelaxante (Perera et
al 1985)
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Figura 2 Estrutura quimica de alguns alcaloides indolicos purificados da Vinca rosea (L )
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Por outro lado, a atividade imunoestimulante de varnas plantas medicinais, em
particular a Echinacea purpurea (L) Moench, Compositae (Asteraceae), popularmente
conhecida como equinacea nativa da America do Norte e utilizada primeiramente pelos
indios na cura de feridas no tratamento de enfermudades infecciosas, furunculos
abscessos e queimaduras, vem sendo amplamente divulgada Suas raizes sdo utilizadas em
preparagdes fitoterapicas como estimulantes da imumdade, em decorréncia de relatos,
particularmente in vivo como, por exemplo, o aumento da resisténcia de roedores contra
algumas formas fungicas (Stemnmuller et al , 1993), bacterianas (Hwang et al, 2004) e
tumorais (See et al . 1997)

Os mecanismos de agdo descritos para a equinacea parecem influenciar o sistema
imunitario de forma indireta uma vez que atividades sobre macrofagos (Stimpel et al ,
1984, Luettig et al , 1989, Roesler et al 1991 Goel et al , 2002a, Goel et al , 2002b) e
celulas NK (Natural Killer) (See et al , 1997, Currier e Miller, 2000 2001, Gan et al ,
2003) compdem o maior elenco das citagdes Por exemplo, enquanto Roesler (1991)
verificou a ativagéo sobre a fagocitose em macrofagos humanos, Goel e colaboradoeres.
assim como o grupo de Elsasser, verificaram o aumento da produgéio das citocinas pro-
inflamatorias IL1, IL6 e TNF-a por macrofagos tratados com equinacea (Elsasser-Beile et
al, 1996, Goel et al, 2002a) Gan e colegas demonstraram potente ativagio da
citotoxicidade de celulas NK (Gan et al , 2003) Em estudo recente, realizado com celulas
retiradas do bago de camundongos, observou-se a habilidade do extrato aquoso das raizes
da planta em estimular a produg&o de mediadores pro-inflamatorios (Hwang et al , 2004)

Outra planta, a Chamomilla recutita (L ) Rauschert (Asteraceae), popularmente
conhecida como camomila, e comumente utilizada para o tratamento de inflamagdes
cutdneas em bebés e crniangas de tenra 1dade, tais como assaduras e crostas da cabega que
se desenvolvem em fungfo da alimentagdo com leite (Volhardt, 2000, Eldin € Dunford,
2001) Vanos estudos tém demonstrado ndo s6 suas propriedades antunflamatérias (Isaac,
1979, Jakovlev et al , 1979, Jakovlev et al , 1983, Glowama et al , 1987, Safayh et al ,
1994, Gemntsen ef al, 1995, Ammon et al, 1996), como tambem agdes anti-pepticas
(Szeleny: et al , 1979), anti-alergicas (Miller et al , 1996), antiespasmodicas (Forster et al ,
1980, Marn e Staba, 1986), anti-flogistica {Bradley, 1992), anti-bacteriana (Aggag e
Youser, 1972, Mann e Staba, 1986, Molochko e Lastochkina, 1990, Kedzia, 1991, Lu et
al, 1998), anti-fungica (Szalontai et al, 1976, 1977, Ahmed et al, 1994), anti-viral
(Sugunda et al , 1983), anti-tumoral (We1 et al , 1990, Birt et al , 1997, Chaumontet et al ,
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1997), anti-oxidante (Rekka et al 1996), ansioliticas e sedativas (Viola et al, 1995,
Avallone et al , 1996 Newall et al , 1996, Yamada et al 1996)

Extratos de camomila demonstraram estimular a proliferagdo de linfocitos em
ensaio de reagdo alogénica de linfocitos (MLR — Mixed Ilymphocyte reaction)
(Amirghofran et al , 2000) e um acentuado efeito imbidor da quimiotaxia em leucocitos
humanos fo1 recentemente relatado (Presibella, 2003)

Muitos dos efeitos atribuidos a camomila parecem estar relacionados aos
constituintes presentes em seu oleo essencial, sendo que diferentes atividades biologicas ja
foram descritas para o camazuleno (antinflamatorio e antioxidante) (Safayhi et al , 1994)
(Rekka et al, 1996), o bisabolol e seus derivados (antunflamatorio, antibacteriano,
antipiretico e antifungico) (Jakovlev et al, 1979, Jakovlev et al 1983, Kedzia, 1991,
Salamon, 1992, Berry, 1995, Viola et al, 1995, Ammon et al, 1996), e os flavonoides,
principalmente a apigenina, e glicosideos (carminativos e antiespasmodicos) (Avallone et
al ,2000)

Um aspecto interessante a ser considerado sobre a camomila e que, embora a
literatura seja farta com referéncia as suas diversas atividades biologicas, onde a maiona
dos estudos relatam propriedades in vivo, pouco se sabe sobre os mecanismos de agdo
desta planta

As cascas de Rauwolfia sellown Mull Arg (Apocynaceae), popularmente
conhecida como pau-pra-tudo, séo utihizadas como hipoglicemiantes hipocolesterolémicas
(Blatt et al , 2003) e anti-hipertensivas (Batista et al , 1996) na medicina caseira Porem,
somente foram descritas agdes hipotensora e anti-hipertensiva (Pereira, 1956) e, mais
recentemente, intensa atividade antioxidante de seu extrato hidroalcoolico (Menezes et al ,
2004)

Esta planta tem sido objeto de interesse por ser uma fonte rica em alcaléides
indolicos, sendo que muitos del; Ja foram 1solados, como ajmalina, aymalinina, serpentina
amahdina, tetrafilicina (Pakrash1 et al, 1955), ancina, ajmalicina, reserpina e
pytetramdroalstonina (Hochstein, 1955), raucaffrinolina, perakina e sellownna Estes trés
ultimos foram 1solados de uma amostra coletada em Cuntiba, Parana Vomilenina, 12-
demethoxytabernulosma, picrinina e 1%0.,20a-epoxy-akuammicina tambem foram 1solados
de uma amostra coletada no Rio Grande do Sul (Batista et al , 1996)

O Himatanthus lancifohus (Mull Arg) Woodson (Apocynaceae) e uma arvore
descrita nas regides de Minas Gerais, Espinito Santo, Rio Grande do Sul, Goias e

Amazéma Popularmente conhecido como agoniada, possui um grande potencial medicinal
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tambem pelo alto conteudo alcaloidico que vem sendo 1solado Suas cascas tém sido
indicadas na medicina tradicional, para o tratamento de doengas de pele asma, sifilis e
principalmente, como estimulante das contragdes uterinas e regulador das menstruagdes
(Corréa, 1984) Atividades antibacterianas tambem ja foram descritas (Souza ef al , 2004)

Conhecido no Brasil como pequizeiro, o Caryocar brasiliense Cambess
(Caryocaraceae) encontra-se, principalmente na regido-central do Brasil e seu o uso na
medicina caseira € amplo Suas flores folhas e o oleo das sementes (Granja e Barros,
1982), assim como o oleo de sua polpa (Vilela, 1998), sdo utilizados contra resfriados,
bronquites, edemas e como regulador menstrual As folhas tambem sdo usadas para o
tratamento de doencas hepaticas (Bezerra et al 2002)

Em estudo realizado com extratos brutos das folhas, cascas e mesocarpo do fruto
(pequi), Cardoso relatou efeito contra a proliferacdo de Leishmania amazonensis, em
modelos animais (Cardoso 2001) Em outrc estudo utilizando extrato do endocarpo de
pequi, atividade toxica para o Toxoplasma gondu fo1 descnta (Santiago 1998) Atividade
antifungica fo1 relatada em estudos com o extrato das folhas (Passos et al , 2002) O acido
oleanolico 1solado do pequizeiro demonstrou efeito mibidor sobre o desenvolvimento de
sarcoma 180 em camundongos portadores do tumor (Oliveira et al , 1970)

As raizes de Hybanthus bigibbosus (St -Hil ) Hassler (Violaceae) e as folhas de
Anchieta pyrifolia (Mart ) G Don (Violaceae), conhecidas popularmente como canela-de-
veado e cipo suma, respectivamente, sdo plantas usadas na medicina caseira como
depurativas e, tambem, por pacientes portadores de quadros alergicos (Silva et al , 2004)
Apesar de seu amplo uso, sdo escassos os estudos que possam delinear ou esclarecer
aspectos importantes referentes as suas propriedades farmacologicas

A Baulimia microstachya (Raddi) Macbride (Caesalpimaceae), conhecida
popularmente como escada-de-macaco, € uma planta tipica das areas tropicais do planeta e
faz parte de uma colegdo de quinze especies, juntamente com o pau-pra-tudo € o cipo-
suma, que foram selecionadas pelo seu amplo uso na medicina caseira, como
hipoglicemiante, analgesico e diuretico, durante um trabalho etnofarmacobotinico
realizado recentemente com a populagéo residente na area da Usina Hidroelétrica de Salto
Caxias, sudoeste paranaense (Silva et al, 2004) Recentemenic ensaio com o extrato
hidroalcoolico de suas folhas demonstraram uma elevaaa capacidade antioxidante
(Menezes et al , 2004)

A Pfaffia glomerata (Spreng ) Pedersen (Amaranthaceae), comumente chamada de

ginseng brasileiro por ser amplamente comercializada como substituta do Panax ginseng
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(ginseng — Aralaceae), e utihizada na medicina popular como antidiabetica, ténica e
cicatrizante de lesdes gastricas e reumatismos (Oliverra 1986) Estudos com o extrato
hidroalcoolico das raizes e nzomas demonstraram atividade depressora do sistema nervoso
central (de-Paris et al 2000) Estudos com outras especies do género demonstraram
efeitos antitumorais analgesicos e antunflamatorios (Nishimoto et al , 1984), sendo que,
recentemente, estes dois ultimos efeitos foram relatados tambem para o extrato
hidroalcoolico das raizes do ginseng brasileiro (Neto et al , 2005)

Em contraste com a vasta literatura existente para a equinacea, camomila, pau-pra-
tudo e pequizeiro, as plantas agoniada, canela-de-veado, cipo-suma, escada-ue-macaco € o
ginseng brasileiro possuem escassos estudos (ou mesmo 1nexistentes) que possam delinear
ou esclarecer aspectos importantes referentes as suas possiveis propriedades biologicas,
visto que em suas composi¢des fitoquimicas, resumidas na Tabela 2 (Presibella, 2003, de
Paula, 2004), estdo varios tipos de moleculas biologicamente ativas que, em alguns casos,

ja foram relatadas como responsaveis por eventos envolvidos na defesa imunologica

oeia 2 Grupoos quimicos 1dentificados nos extratos hidroetanélicos
preparados de varias plantas medicinais usados na medicina caseira.
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Dessa forma. estas plantas tornaram-se alvo de nosso interesse amparadas nio so
no fato de serem muito usadas na medicina caseira, mas e principalmente, porque suas
indicagdes de uso, assim como sua composi¢ido quimica, podem estar de uma forma ou de
outra, relacionadas a aspectos envolvidos com os mecanismos das respostas inflamatoria e

imunologica



OBJETIVOS

Objetivo geral

Este trabalho tem por finalidade o estudo in vitro dos efeitos de extratos €
compostos extraidos de plantas medicinais sobre linfocitos humanos por citometria de

fluxo

Objetivos especificos

Investigar os efeitos dos alcalu.des vimblastina, vindolina e perivina e dos extratos
preparados das raizes de Echinacea purpurea (L) Moench e de Pfaffia glomerata
(Spreng ) Pedersen, das folhas de Bauhinia microstachya (Raddi1) Machr, das folhas e do
mesocarpo interno do Caryocar brasiliense (Cambess), das raizes de Hybanthus
bigibbosus (St -Hil ) Hassler, dos capitulos florais de Chamomilla recutita (L ) Rauschert,
das cascas de Himatanthus lancifolius (Mull ) Argov, das folhas de Anchieta pyrifolia
(Mart) G Don e das cascas de Rauwolfia sellown (Mull ) Argov sobre a transformagdo

blastica e a proliferagé@o de linfocitos humanos

Investigar os efeitos dessas mesmas substdncias e extratos sobre a transformagéo

blastica e proliferagdode linfocitos humanos estimulados por fitohemaglutinina
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MATERIAL E METODOS

Os sais e reagentes utilizados neste trabalho sdo de procedéncia Merck ou Sigma
Para o preparo das solugdes, utilizou-se agua pura obtida pelo sistema Puritech/Permution

As solugdes foram preparadas e, em seguida esterilizadas por calor umido
(autoclavagdo a 121°C, 30min, latm) ou por filtragdo (0,22um - Acrodisc) e,
posteriormente, armazenadas em temperaturas apropriadas para sua conservagdo
(temperatura ambiente, 4 - 8°C ou a -20°C), ao abrigo da luz, conforme indicado

Toda a manipulagio do material biologico for realizada em condigdes de
esterilidade usando fluxo continuo vertical, modelo FLVQ TAM 12 TROX

Solugdes

Solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS) NaH,PO42H,O (150mmol/l),
NaHPO4 (150mmol/l) e NaCl (154mmol/l) em agua Apos ajuste do pH para 7,2 - 7,4 com
solugido de NaOH 1N, procedeu-se a esterilizagdo por autoclavagdo e armazenamento a 4 -

8°C (Dacie e Lewis, 1995)

Solugdo H>SO, 1% (v/v) acido sulfurico P A , na proporgdo de 1 100 em agua

Solugdo de Turk acido acetico glacial em agua a 3% (v/v)

Solu¢do de azul de tripano a 0,4% (p/v) azul de tripano em solugdo salina

tamponada com fosfato
Meio com fitohemaglutimna (M-PHA) meio para cariotipo comercial (Cultilab,

Campinas/SP), contendo PHA em RPMI 1640, HEPES e soro fetal bovino, conservado a

terneratura de -20°C e ao atmigo de luz, conforme 1nstrugdes do fabricante
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Meio RPMI 1640 meio RPMI 1640 (Gibco) em po for dissolvido em agua
contorme 1nstrugdes do fabricante, esterilizado por filtragdo (022um - Acrodisc) e

conservado a temperatura de -20°C

Meio RPMI suplementado com 10% (v/v) de soro humano heterologo na hora do
uso soro humano obtido de uma mistura de soros provenientes de sangue de, pelo menos,
vinte doadores, fo1 acrescentado ao meio RPMI 1640 na proporgéo de 1 10 em condigbes

de estenilhidade

Alcaloides

Para o estudo do efeito de alcaloides indolicos utilizou-se as seguintes substéncias
sutfato de vimblastina, em ampolas, Laboratorio Foulding Farmacéutica do Brasil Ltda,
registro 13139 0015 no Ministerio da Saude, vindolina e perivina, na forma de po,
produzidos pelo Laboratorio Eli Lilly & Co Indianapolis, US A com os registros 801-
891B-128A e 232-579-51-3, respectivamente

Extratos

Extrato das raizes de Echinacea purpurea (L ) Moench, Compositae, Asteraceae
(equinacea) for adquinndo no comercio local na forma encapsulada, produzido pelo
laboratorio botanico Herbarium LTDA com registro 1 1860 0008 no Mimisterio da Saude
Raizes de Pfaffia glomerata (Spreng ) Pedersen, Amarathanceae (ginseng brasileiro) foram
coletadas nas 1lhas e margens do Rio Parana, municipio de Queréncia do Norte, Parana,
cujo exemplar esta depositado no Herbario do Departamento de Botanica da Universidade
Federal do Parana, sob registro UPCB n° 38 609 Folhas de Bauhinia microstachya (Radd)
Machr, Caesalpimaceae (escada-de-macaco) foram coletadas na regido de Morretes,
Parana, € um exemplar encontra-se depositado no Herbario do Museu Botdnico de
Curitiba, sob registro 264 361 Folhas e mesocarpo interno de Caryocar brasiliense
Cambess, Carvecaraceae (peq/pequizeiro) foram cole ados na regido de Montes Claros,
Minas Gerais, € um exemplar encontra-se depositado no herbario do Departamento de
Botanica da UFPR, sob registro 46 279 Capitulos florais de Chamomilla recutita (L)

Rauschert, Asteraceae (camomila), adquiridos no comercio de Curitiba, foram submetidos
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a analise farmacognostica recomendada pela Farmacopeia Brasileira IV (1996) € uma
amostra encontra-se depositada no Laboratorio de Farmacognosia, Departamento de
Farmacia UFPR Cascas de Himatanthus lancifolius (Mull) Argov, Apocynaceae
(agomada) foram adquiridas comercialmente na regido metropolitana de Sdo Paulo, SP, e
identificadas conforme descrigdo da Farmacopeia Brasileira I e por comparagdes macro e
microscopicas com amostras auténticas contidas na Herboteca do Laboratorio de
Farmacognosia, Departamento de Farmacia da UFPR, cuja amostra encontra-se depositada
na herboteca deste laboratorio Algumas das plantas medicinais utilizadas neste trabalho
foram coletadas na area onde se situa a atual represa da usina hidroeletrica de Salto Caxias,
Parana Apos serem 1dentificadas e classificadas de acordo com o Codigo Internacional de
Nomenclatura Botanica (McNeill et al , 2000), exemplares foram depositados no herbario
do Departamento de Botinica da UFPR, como a seguir raizes de Hybanthus bigibbosus
(St-Hil ) Hassler, Violaceac (canela-de-veado), registro 42 366, folhas de Anchieta
pyrifolia (Mart) G Don, Violaceae (cipo-suma), registro 42 427, cascas de Rauwolfia
sellowu (Mull ) Argov, Apocynaceae (pau-pra-tudo), sob registro 42 384

Extratos armazenados a -20°C foram preparados por maceragio do materal
botanico seco ¢ moido em etanol a 20% (v/v) por 48 horas, seguida de filtragdo e
evaporagdo a 45-55°C ate completo esgotamento do material, momtorado por meio de
abordagem fitoquimica rapida Apos liofilizagdo em aparelho Labconco. foram re-

suspensos em RPMI 1640, esterilizados por filtragdo (0,22um - Acrodisc) e aliquotados

Obtencio de leucocitos humanos

Foram usados, como fonte de leucocitos, dez a vinte mililitros de sangue periférico
venoso heparimizado, colhido de voluntarios Nenhum dos doadores fazia uso de
medicamento por ocasido da coleta As amostras foram colhidas de individuos sem
manifestagdo de sinais ou sintomas de doenga, apos consentimento livre e esclarecido,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Hospital de Clinicas

da UFPR, sob Protocolo CEP/HC 10, EXT 059/2003-10 (Anexo A)
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Isolamento de mononucleares humanos

Sangue anticoagulado for centrifugado a 200g por 15 minutos a temperatura
ambiente (T A ) para eliminaggo do plasma rico em plaquetas A seguir obteve-se o creme
leucocitario apos centrifugacéo a 800g por 25 minutos em T A, o qual fo1 re-suspenso em
12ml de PBS Apos homogeneizacgdo, a suspens@o celular fo1 transferida para tubo de
centrifuga contendo 3ml de Ficoll-Paque'" PLUS (Amersham, Biosciences) e centrifugada
a 200g por 30 minutos a T A As celulas mononucleares (MNC), retidas na interface das
solugdes, foram removidas, lavadas duas vezes em PBS (400g por 10 minutosem TA ) e
re-suspensas em RPMI 1640 suplementado com 10% (v/v) de soro humano Depois de
enumerada com auxilio de cdmara de Neubauer Improved, a concentragéo celular foi

ajustada para se obter a concentragdo final de 10° celulas/ml

Contagem celular

Para a avaliagdo do numero de celulas, as amostras foram diluidas em solugdo de
Turk e enumeradas com o auxilio de cdmara de Neubauer Improved A contagem
diferencial dos leucocitos fo1 realizada sob microscopia de imersdo (x1000) em extensdes
sanguineas preparadas na hora da coleta, secas ao ar e, posteriormente coradas com May-
Grunwald-Giemsa (Dacie e Lewis, 1995) Um minimo de 100 celulas fo1 analisado por

experimento

Teste de viabilidade e citotoxicidade celulares

Mononucleares 1solados foram diluidos em solugdo de azul de tripano a 0,4% (p/v)
em PBS e sua viabilidade observada ao microscopio optico (Olympus CH30) e as celulas
discnminadas como viavels apresentavam-se integras brilhantes, incolores e redondas,
enquanto que as ndo viavels mostraram-se coradas em azul, muitas com perda da defimg&o
de contorno Somente amostras contendo um numero maior que 95% de celulas viaveis

foram utilizadas nos experimentos
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Preparo de citocentrifugados

Para observagdo da composi¢do das fragdes celulares, preparagdes citologicas
foram obtidas apos submeter-se 2x10* celulas a 1500rpm por 5 minutos em T A , sob baixa
aceleragio em citocentrifuga Cytopro'™ (Wescor) Em seguida, as laminas secas ao ar
foram coradas com May-Grunwald-Giemsa (Dacie e Lewis 1995) e as celulas
diferenciadas e enumeradas com auxilio de um microscopio optico Fotografias foram

obtidas usando-se o software IMAGE PRO PLUS acoplado ao microscop1o

Ensaios de Imunomodulacgéo

MNC (10°celulas/ml) tratados com proporgdes crescentes (5, 10, 25, 50, 75 € 90%)
do meio de cultura Meio para Cariotipo (RPMI) enriquecido com fitohemaglutinina
(Cultilab-Campinas/SP) em relagdo ao volume final da cultura foram incubados em placas
esterels de 96 cavidades (TPP), a 37°C, por 3 a 5 dias, em atmosfera de 5-10% de CO;
(Bier, 1977) Cada ensaio foi realizado em triplicata e, como resultado de cada
experimento usou-se a media da triplicata

Para avaliar a atividade imunomodulatoria espontidnea e induzida por PHA de
alcaloides e extratos de plantas medicinais sobre MNC humanos concentragdes crescentes
dos mesmos foram adicionadas aos ensaios e incubados, como descrito acitma Em alguns
experimentos com o extrato de pau-pra-tudo, concentragdes especificas foram adicionadas
apos 72 horas de incubagédo das suspensées de MNC com M-PHA Em outros, 10% de
me10 M-PHA fo1 adicionado a culturas de MNC previamente incubados por 24 horas com

concentragdes especificas do extrato

Ativacio de hinfécitos avaliada morfologicamente (transformacéo blistica)
Citocentrifugados dos diferentes grupos foram preparados, corados com May-
Grunwald-Giemsa e a morfologia das celulas observada sob imersdo em microscopio de
luz Linfocitos foram reconhecidos por seu aspecto morfologico caracterstico,
apresentando-se como celulas arredondadas, pequenas (10um ou menos de didmetro),
manten’c vclcrada relagdo nucleo-citoplasmatica, citoplasma geralmente escasso, de
coloragdo azul, auséncia de granulagdo especifica, nucleo arredondado e denso, com
cromatina apresentando-se com agregados irregulares e eventual presenga de estruturas

semelhantes a nucleolos, porém=mal definidos Linfocitos transformados pela agdo de
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fitohemaglutinina foram considerados como blastos ou linfoblastos e 1dentificados como
celulas maiores do que linfocitos nédo-ativados (10 a 20um de didmetro), citoplasma azul
intenso, geralmente vacuolizado, com Complexo de Golgi desenvolvido, defimdo como
area ndo corada ao redor do nucleo, presenca de dois ou mais nucleolos visiveis,

proeminentes e delineados, com volume aumentado cromatina delicada (Lee et al . 1999)

Ativagdo/prohiferagdo de hinfécitos avahada por citometria de fluxo

Apos 1ncubagdo, as celulas MNC foram transferidas para tubos de ensaio
apropriados e analisados com um citémetro de fluxo modelo FACSCalibur, equipado com
laser de Argonio (488nm) e detectores de dispers@o para tamanho e complexidade interna,
Becton & Dickinson Para cada analise, eventos foram adquiridos por 30 segundos na
velocidade alta em escala linear Graficos baseados no tamanho (FSC - forward lLight
scatter) e na complexidade interna (SSC - side light scatter) das celulas foram construidos
usando-se janelas discriminatorias para as populagdes de linfocitos (R1) e blastos (R2) Em
alguns experimentos, as analises se basearam na aquisigio de 10* eventos Os dados foram
analisados usando-se o software WinMDI 2 8

O efeito proliferativo foi1 avahiado atraves do indice de proliferagdo (IP), onde a
media aritmetica das triplicatas (X) dos valores obtidos por ensaio foram aplicadas como a

seguir

p= X (celulas detectadas em R2)egie

X (celulas detectadas em R2)controle

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como a media + 1 erro padrdo da media (EPM)
Para analise estatistica dos resultados, usou-se o teste ¢, de Student Os calculos foram
realizados utilizando-se o software OnginPro 6 1 e valores de p < 0,05 foram considerados
significativos Quando necessario, analises foram realizadas para a obtengdo do indice de

correlagdo (r) entre dois grupos usanda-s= o teste de correlagéo de Pearson
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade que linfocitos tem de serem ativados e proliferar quando expostos a
mitogenos tem sido usada como um instrumento para avaliar o status funcional dessas
celulas O desenvolvimento de tecnicas in witro de cultivo de linfocitos tem aplicagdo
pratica que se verifica em laboratorios de imunologia clinica, com o objetivo de
diagnosticar individuos portadores de disturbios relacionados a defesa imunologica
mediada por celulas Tem, tambem, proporcionado ferramentas para elucidar os
mecanismos que envolvem as respostas imunologicas assim como para o estudo do efeito
imunomodulador de varias substancias

Muitas plantas tém sido utilizadas na medicina tradicional, ndo so pela sua
eficiéncia em curar ou atenuar os efeitos da resposta imunologica, mas tambem pela
facilidade de acesso e relativo baixo custo, uma vez que crescem naturalmente com relativa
abunddncia em nosso solo Neste contexto a proposta de avaliar o potencial
imunomodulador de extratos preparados das plantas medicinais popularmente conhecidas
como camomila pau-pra-tudo, canela-de-veado, cipo-suma, pequizewro, escada-de—
macaco, agoniada, equinacea e ginseng brasileiro, teve como finalidade fornecer
embasamento cientifico ao seu uso popular e, dessa forma, eventualmente colaborar com
programas de pratica medica que possam orientar seu uso para disturbios que
comprometem o sistema imunologico

Como anteriormente citado, as metodologias mais frequentemente utilizadas para
avahagdo da atividade imunomodulatoria empregam a estimulagdio 1nespecifica de
linfocitos com mitogenos naturais tais como as lectinas PHA e ConA Os eventos
celulares evidenciados apos a sensibilizagdo ou ativagdo celular, conhecida como
transformagdo blastica, requerem a interagdo do mitogeno com receptores apropriados
presentes nas celulas efetoras e, em particular, nos linfocitos A marca registrada da
ativagdo linfocitaria e representada pelo aumento da sintese de DNA, culminando na
expansdo policlonal desta populagdo As celulas resultantes 1e.ses processos podem
influenciar as reagdes imunologicas e sdo coletivamente denoritinaaas celulas efetoras

Neste trabalho, investigou-se o efeito imunomodulador dos alcaloides perivina,
vindolina e vimblastina, alem de extratos obtidos de varias plantas sobre celulas

mononucleares, especialmente linfocitos, obtidos de sangue penférico de voluntarios que,
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por ocasido da coleta relataram n3o apresentar sinais e/ou sintomas de doenga e ndo fazer
uso de medicamentos ha, pelo menos uma semana

Para tanto, alguns ensaios foram realizados Primeiro investigou-se a capacidade
dessas substdncias em promover a ativagdo celular de MNC (transformagdo linfoblastica),
a qual fo1 avahada pela analise morfologica das celulas em preparagdes coradas, apos sua
incubagdo com as substincias em estudo e pelo seu comportamento em um citometro de
fluxo Em paralelo, avaliou-se, tambem, seus efeitos sobre a proliferacdo espontinea de

linfocitos apos cultivo por 5 dias, assim como seus efeitos sob a influéncia de PHA

Obtencio de linfocitos

Apos aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Hospital
de Climcas UFPR, amostras sanguineas de voluntarios sadios foram colhidas e, em
seguida, processadas para obtengdo dos MNC, usando-se gradiente de densidade O
rendimento medio de MNC recuperados apos este processamento for de 53,8+2,01%
(n=26), sendo 98,9+0,7% dessa fragdo composta por linfocitos, avaliada em preparagdes
coradas com May-Grunwald-Giemsa, antes € apos o procedimento

A wviabilidade dos MNC recuperados apos enriquecimento usando-se o teste com
azul de tripano, o qual baseia-se na habihdade que a membrana plasmatica de celulas
viavels (vivas) possul de excluir o corante (Merchant et al, 1964), fo1 de 96,7+3,1%
(n=52), os quais apresentaram-se brilhantes e com morfologia esferica quando observados
sob microscopia de luz, indicando que esta etapa do processo de 1solamento nédo causou,

por um lado, dano celular ou, por outro lado, ativa¢do celular

Citotoxicidade da fitohemaglutinina

Por ser uma substdncia com reconhecida capacidade de estimular linfocitos T
humanos in vitro, PHA fo1 a lectina de escolha para estudo e comparagdo dos efeitos
causados por extratos de plantas medicinais e alguns alcaloides sobre MNC propostos
«$te “rabz't~ Entretanto, por ser uma substincia de relativa toxicidade para MNC e nfo
se té-la como reagente puro, uma serie de experimentos preliminares foram necessarios
para se obter cineticas 1deairs de transformagdo e de proliferacdo Neste sentido,

concentragdes proporcionais crescentes do preparado comercial Meio de Cultivo para
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Canoétipo (M-PHA), o qual constiti-se do meio Meio RPMI 1640 contendo PHA e é
rotineiramente utilizado para proliferagdo in vitro de células de sangue periférico e de
medula 6ssea com finalidades diagndsticas, foram adicionadas a suspensdes de MNC e
seus efertos monitorados a 37°C, entre 72 (3 dias) e 120 horas (5 dias) de cultivo, sob
atmosfera de 5% de CO,

Como 1lustrado na Figura 3, quando os MNC foram incubados somente em me1o
RPMI 1640 suplementado com 10% de uma mistura de soros humanos, o nimero de
células vidveis decresceu com o aumento do periodo de incubagdio A wviabilidade média
observada fo1 de 87,6+1,3% (n=8) em culturas de 3 dias, enquanto que, apés 4 e 5 dias de
cultivo, declimo significativo fo1 observado, registrando valores de 73,6+3,5% (n=8,
p<0,01) e 65,0+4,0% (n=8, p<0,0001), respectivamente
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Figura 3 Influéncia da fitohemaglutinina na viabihdade de mononucleares humanos in
vitro Mononucleares (MNC) obtidos de sangue periferico de voluntarios sadios, apos
1solamento em gradiente de densidade, foram tratados com proporgdes crescentes, como
mdicado, do meio de cultura comercial Meio para Cariotipo enriquecido com fitohemaglutinina
e mcubados a 37°C por 3 a 5 dias, em atmosfera de 5-10% de CO, Cada hinha representa a
viabihidade media + EPM em percentagem dos MNC, verificada pelo teste com azul de tripano

Entretanto, quando incubados na presenga de concentragSes crescentes de M-PHA,
ap6s 3 dias de incubagio, a viabilidade média dos MNC manteve-se superior a 80% até a
concentragdo de 25% (v/v) de meio, quando entfio, observou-se um declimio dose-

dependente sigmificativo em relagdo ao controle sem PHA, com somente 67,1+3,1,
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64 3+2,5% e 54,3+3,5% das celulas mantendo-se viaveis para as proporgdes de 50, 75 e
90%, respectivamente (n=8, p<0.0001 para todos) O potencial toxico apresentado pela
PHA em altas concentragdes for tambem, bastante evidente apos 4 e 5 dias de incubagio,
onde uma viabilidade celular media de 60,1+£2,1% (n=8, p<0,01) fo1 registrada na presenca
de 75% de M-PHA, apos 4 dias de cultivo Quando se incubou os MNC com 90% de M-
PHA, pasados 5 dias, somente 47,5+0,5% (n=8, p<0,05) dos MNC mantiveram-se v1vos

Em contraste na presenga de somente 5 ou 10% de M-PHA a viabilidade media
observada fo1 de 86,8+2,7% (n=8, p<0,01) e 89,9+1,7% (n=8, p<0 001) respectivamente,
apos 4 dias de incubagéo, e de 80,9+4,5% e 82,1+5,0% (ambos n=8, p=0,02) apos S dias,
sendo significativamente superiores as concentragdes elevadas avaliadas, assim como aos
valores observados para as sem PHA

Os resultados experimentais obtidos demonstram que a PHA e de fato, toxica para
MNC humanos Alem disso, eles estdo de acordo com relatos de outros que demonstraram
semelhante agdo toxica, porem sobre linfocitos de sangue periferico de mamiferos. como
camundongos (Kristensen et al, 1982c) e cachorros (Kristensen et al 1982a), onde o
numero de celulas viaveis, apos 42 horas de incubagdo com PHA, reduziu-se em cerca de
50%, comparando com mais de 70% de celulas que desapareceram das culturas 1o
tratadas

Entretanto deve-se tambem considerar a hipotese de que, pelas condigdes de ensaio
utilazadas, essa queda de viabilidade possa estar relacionada ao consumo/exaustdio de

nutrientes do meio pelas celulas, interferindo com sua sobrevivéncia

Efeitos da fitohemaglutinina sobre a ativag¢io de linfécitos

Um dos meios de se estudar a ativagdo de linfocitos e pela alteragdo de sua
morfologia, observada sob microscopia de imersdo, em preparagdes fixadas e coradas por
corantes hematologicos comuns Linfocitos se caracterizam como celulas pequenas e
arredondadas, com cerca de 10um de didmetro, elevada relagdo nucleo-citoplasmatica, seu
citoplasma e geralmente escasso, de coloragdo azul em, sem a presenca de granulagéo
especifica, seu nucleo tamhs . arredondado, denso, com crom<tina apresentando-se com
agregados 1rregulares e a presenga de estruturas semelhantes a nucleolos e eventual, porem
mal defimdos quagio presentes Em um citdmetro de fluxo, esta populagdo ocupa uma

posigdo caracteristica, de baixos-FSC (x) e SSC (y), ou seja, ocupam o canto esquerdo
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inferior de um eixo de coordenadas (ver proximo item). Linfocitos transformados pela acio
de fitohemaglutinina apresentam-se com morfologia caracteristica de células primitivas ou
blasticas (linfoblastos), sendo células maiores do que linfocitos ndo-ativados. com cerca de
10 a 20um de didmetro, citoplasma azul escuro intenso, geralmente vacuolizado, com
Complexo de Golgi desenvolvido, definido como area ndo corada ao redor do nucleo: este
se apresenta com cromatina delicada, presenca de dois ou mais nucléolos proeminentes e
bem delineados (Lee et al.. 1999). No citometro de fluxo. esta popula¢do ocupa uma érea
de baixos FSC e SSC. porém mais elevados quando comparados a populacdo ndo ativada.
Ao avaliar-se a morfologia dos MNC em citocentrifugados corados com May-
Grunwald-Giemsa preparados apds os diferentes intervalos de incubac@o, observou-se que,
em média. somente 5.8+1.2% (n=6) das células tinham morfologia caracteristica de
linfoblastos nas culturas onde PHA néo foi adicionada. sendo o restante constituido por
linfocitos. Em contraste, linfoblastos constituiram 89.6+1.2% (n=30; p<1x10’) das
popula¢des estimuladas com PHA. Essa distribuicdo distinta de linfocitos e linfoblastos nas
culturas, cujas morfologias estdo ilustradas na Figura 4. foi independente da concentracdo

de M-PHA e do tempo de incubacdo.

Figura 4. Efeito in vitro da fitohemagiutinina sobre a morioiogia de
finfécitos humanos. Linfocitos obtidos apnés isolamento com gradiente de
densidade foram incubados a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em meio de
cultura contendo fitohemaglutinina. Apds 72 horas. citocentrifugados foram
preparados e corados com May-Griinwald-Giemsa e observados sob imersao em
microscopio comum. Linfécitos (L) e linfoblastos (B) foram distintos entre si
pela sua morfologia caracteristica (x1000).

]
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Estes resultados indicaram e confirmaram que de fato a PHA e um potente
ativador de linfocitos humanos, promovendo a transformagéo da maioria dos linfocitos T a
ela expostos. € que o sistema experimental utilizado permitiu recapitular os efeitos in vitro

descritos para a PHA

Efeitos da fitohemaglutinina sobre a proliferacio de linfécitos

Embora um linfocito, para proliferar necessite de ativagéio previa, os mecanismos
que regem a ativagdo celular sdo diferentes daqueles que atuam sobre a proliferagdo celular
(Weiss e Samelson, 2003) Ou seja, uma substincia pode agir sobre linfocitos ativando-os,
mas esta ativacdio pode ndo estar relacionada aos mecanismos que levam a sua
proliferagdo Sendo um dos objetivos deste trabalho investigar a agdo de extratos e de
substancias purificadas de plantas medicinais sobre a proliferagdo de linfocitos in vitro,
avaliou-se primeiramente a capacidade da PHA em promover sua ativagdo comparando-se
o comportamento de MNC expostos a sua agdo com aquele exercido pela mesma
populagéo na auséncia do mitogeno

Como medida desta atividade. utihizou-se a tecnologia de citometnia de fluxo (CF),
onde os eventos podem ser demonstrados graficamente por meio de pontos em um eixo de
coordenadas Neste contexto, cada ponto representa um evento e cada evento, uma celula
detectada no sistema

A estrategia utihizada para avaliar a ativagio de MNC por CF, ilustrada com
detalhes na Figura 5, baseou-se em conceitos classicos que distinguem cada tipo de celula
presente na medula ossea ou no sangue periferico de acordo com seu tamanho (FSC -
forward side scatter) e complexidade interna (SSC — side light scatter) (Civin e Loken,
1987) e no trabalho de Kristensen e colaboradores (Kristensen et al , 1982b), com algumas
modificagdes

A janela R1 fo1 entdo, delineada de forma subjetiva para especificar a populagéo de
linfocitos, caracterizados por baixos FSC e SSC, correspondente a celulas de pequeno
tamanho e complexidade citoplasmatica simples (Civin e Loken, 1987), a janela R2 for
t.acada, tambem de forma subjetiva, para caracterizz ~elulas ativadas (linfoblastos),
baseada em (1) estudos correlacionando a citometria de fluxo com a incorporagéo de
timidina radioativa (Kristensen et al , 1982b, Wang e Zheng, 2002) e (2) apos analise das

popula¢des de MNC cultivadas durante 3 dias na presenga de PHA, as quais demonstraram
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deslocamento no grafico quando comparadas as mesmas popula¢des ndo estimuladas
submetidas a condi¢es similares de cultivo

Linfocitos de sangue periferico humano estimulados com PHA ou ConA possuem
elevado conteudo em RNA apos 32 horas de exposigdo quando comparado aos conteudos
de RNA e DNA de linfocitos ndo estimulados (Kristensen et al 1982b) Sabe-se que ao
serem estimuladas, essas celulas geralmente encontram-se na fase G; do ciclo celular, o
qual corresponde ao intervalo entre a finalizagdo da divisdo celular (mitose) e o 1icio da
sintese de DNA (Alberts ef al, 1994) Observou-se, tambem, que o baixo numero de
celulas em G, coincide com baixos mveis de IL2 no sobrenadante dessas culturas (Bettens
etal ,1982)

Neste contexto, 92,6+4 3% (n=22) dos MNC do grupo controle permaneceram em
R1 apos incubagdo, em contraste com os 16,1+4,9% (n=22, p<1x10™") observados, nesta
regido, nas culturas estimuladas com PHA Ou seja, na prescaga de PHA, 83,9+4,9%
(n=22) das celulas, de fato, se deslocam para a regido R2, corroborando com observagdes
descritas por outros (Gaines et al, 1996), sugerindo que esse deslocamento esta
relacionado a ativagdo celular

Esses resultados tambem estdo de acorde com a analise citologica dessas duas
populagbes estudadas (e ja anteriormente referida), onde a populagdo ndo estimulada
constitutu-se predominantemente de linfocitos, enquanto que aquela incubada na presenga
de PHA, demonstrou que acima de 89% de suas celulas eram 1maturas, com caracteristicas
morfologicas de blastos De fato, quando se correlacionou os dados obtidos por CF com as
analises citomorfologicas, um indice de correlagdo de r = 0,98 fo1 obtido, indicando que os
pontos deslocados para a regido R2 nos graficos FSC x SSC representam linfocitos que
foram ativados pela agdo da PHA, sofreram transformagéo blastica e deram origem a
linfoblastos funcionais

Com essas consideragdes e uma vez que os resultados demonstraram claramente
que ha posicionamento grafico distinto entre celulas ativadas/transformadas e celulas em
repouso, corroborando com dados da literatura, tornou-se possivel estudar o efeito de
substincias sobre a ativagdo/proliferagdo de linfocitos pela analise do numero proporcional

de eventos observados em cada regido
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Figura 5. Estratégia para anilise da ativa¢iio de linfocitos por citometria de fluxo. Os
graficos representam as populagdes de leucdcitos obtidos de sangue periférico de voluntérios
sadios (A) analisados por citometria de fluxo, onde as caracteristicas de tamanho (FSC) e
complexidade interna (SSC) foram utilizadas para distinguir cada populacdo e definir as regides
para avaliar a ativacdo de linfécitos do grupo controle (B) e do grupo estimulado com
fitohemaglutinina (C). R1 denota a regido delimitada para linfocitos ndo ativados, cuja
morfologia classica, ap6s coloragdo com May-Grunwald-Giemsa, pdde ser observada em
citocentrifugados preparados ap6s o periodo de cultura (destaque); R2 delineia a regido para
linfécitos ativados, que se transformam em linfoblastos, cujas caracteristicas morfoldgicas estdo
no destaque. R3 delimita a 4rea correspondente aos granuldcitos e R4, e de mondcitos. Cada
ponto representa uma célula detectada pelo sistema.



Entretanto R2 inclui tambem celulas que estdo em R1 E provavel que essas celulas
sejam tambem linfocitos que, por algum motivo, ndo foram sensiveis a agdo da PHA Essa
afirmagdo decorre do fato de que, na mesma analise morfologica anteriormente referida,
observou-se que uma pequena fragdo das celulas incubadas com PHA permaneceu com
caracteristicas morfologicas de linfocitos Neste sentido ha observagdes de que mais de
80% do total de linfocitos podem sofrer ativagdo quando expostos a lectinas em condigdes
apropriadas (Ashraf e Khan, 2003), ou seja, nem todos os linfocitos expostos a presenca de
lectinas mitogénicas serdo estimulados Outra possibilidade e que esta populagdo possa ser
constituida de lmfocitos B, insensiveis a agéo desta lectina como ja referido por outros
(Janossy e Greaves, 1971, Greaves e Janossy, 1972), e que fazem parte da fragdo original
de MNC Neste caso, o uso de anticorpos monoclonais especificos para as diferentes
subpopulag¢des de linfocitos, tais como B e NK, poderia elucidar esta hipotese Ainda néo
sv deve excluir tambem a possibilidade de que essas celulas possam ser uma fragdo menor
de linfocitos T, provavelmente subtipos de T, nfio responsivos a PHA nas condigdes
experimentais usadas, como ja descrito por outros (Greaves et al, 1972, Janossy e
Greaves 1972)

Apos discriminar graficamente as populagdes de linfocitos e de linfobiasios como
R1 e R2, respectivamente, considerou-se como indice proliferativo (IP) a relagdo inversa
entre o numero de eventos obtidos em R2 do grupo controle (sem adigdo de mitogeno) e os
eventos obtidos em R2 dos grupos tratados com PHA, como melhor descrito na segdo de
Matenial ¢ Metodos, e utilizado por varios pesquisadores (Stemme e Kallberg, 1992,
Gaines et al , 1996, Wang e Zheng, 2002)

Embora se tenha constatado que a PHA ativou a maioria da populagéo de linfocitos
T presentes nos MNC, causando sua transformagdo, observou-se que, apos trés dias de
incubagdo, nenhuma das concentragdes testadas do meio contendo PHA fo1 capaz de
promover sua proliferagdo, a qual_;omou-se evidente a partir do quarto dia de incubagéo,
nas concentragdes de 5, 10 e 25% de M-PHA, com um aumento significativo de 1,89+0,22
(n=4, p<0,01), 2,95+0,28 (n=5, p<0,001) e 1,7740,22 (n=5, p<0,01) vezes
respectivamente, em relagdo ao grupo ndo tratado Esses resultados estdo melhor 1lustrados
na Figura 6

Apos 5 aias de incubagdo, todas as concentragdes de M-PHA testadas foram
eficientes em estimular a divisdo celular, apresentando aumento significativo do numero de
celulas em relag@o ao controle ndo estimulado Porem, fo1 na concentragio de 10% de M-

PHA onde se observou o melhor e mais significativo efeito, com um IP de 4,90+0,19 vezes
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maior do que o obtido para o controle (n=4; p<0,00001). De forma semelhante, maior e
significativo estimulo também foi observado nesta concentragdo de M-PHA quando se
comparou o controle a melhor resposta proliferativa obtida com 4 dias de incubag@o, onde
obteve-se um indice de 2,95+0,28 em relagdo ao controle (n =5; p = 0,001) (Figura 6).

Em contraste, nas culturas onde as concentragdes de meio com PHA excediam
10%, tanto apds 4 quanto 5 dias de incubagﬁo, houve uma diminuigdo significativa do IP, o
qual mostrou-se, entdo, estavel. Este decréscimo de estimulo parece estar diretamente

relacionado ao grau de toxicidade da PHA relatado anteriormente.
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Figura 6. Efeito in vitro da fitohemaglutinina sobre a proliferacio de
linfocitos humanos. Mononucleares obtidos de sangue periférico de voluntarios
sadios, apds isolamento em gradiente de densidade, foram tratados com
proporcdes crescentes do meio de cultura Meio para Caridtipo enriquecido com
fitohemaglutinina como indicado e incubados a 37°C por 3 a 5 dias, em
atmosfera de 5-10% de CO,. Os pontos representam a relagdo média + EPM do
niamero de eventos detectados por citometria de fluxo entre as culturas
estimuladas por fitohemaglutinina em relagdo a fragdo ndo estimulada. (*)
p<0,01; (**)p<0,001; (***) p<0,0001.

Com esses resultados, a concentragdo de 10% de meio contendo PHA e o periodo

de 5 dias de incubacdo passaram a ser utilizados nos ensaios que se seguiram para a
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investigagdo do potencial imunomodulatorio dos alcaloides e extratos de plantas de uso

popular proposto neste trabalho

Efeirto de alcaldides sobre a imunomodula¢io de mononucleares

Com o objetivo de avaliar o efeito dos alcaloides vimblastina perivina e vindolina
sobre a proliferagdo de linfocitos estimulada por PHA, concentragSes variadas destes
toram incubadas com suspensdes de MNC humanos nas condigbes pre-estabelecidas, ou
seja, S dias a37°C e em atmos_f:era de 5-10% de CO> em meio contendo 10% de M-PHA

Para o alcaloide vimblastina (Figura 7), ndo se observou efeito nas concentragdes
de 10° ¢ 10°M com IP de 3 440 41 e 3,4420 34. respectivamente Ja nas concentragdes
superiores a 107 M o<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>