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RESUMO

A familia Apocynaceae compreende cerca de 300 géneros e mais de 3000 espécies.
Dentre elas esta o Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson, conhecida
popularmente como agoniada, podendo o alcaldide uleina ser isolado de suas
cascas secas. O objetivo deste trabalho foi investigar, in vitro, as atividades
bioldgicas deste alcaldide sobre leucocitos humanos. Para tanto, observou-se o seu
efeito sobre (1) a capacidade de adesao as moléculas fibronectina e vitronectina
imobilizadas, (2) os niveis de expressdo das integrinas o B2, a4f1 € asPi em
diferentes populagdes, antes e apos exposi¢cao ao alcaldide, e (3) sobre o potencial
imunomodulatério de mononucleares, particularmente linfécitos, estimulados ou nao
por fitohemaglutinina. Os resultados apresentados revelaram ser a uleina um
alcaléide dotado de potencial antiinflamatério, uma vez que demonstrou interferir
significativamente com a adesao de leucdcitos humanos a fibronectina e a
vitronectina purificadas de plasma humano e imobilizadas sobre superficies plasticas
por diminuir a expressao das integrinas a4p; € asB; expressos nessas células. O
alcaléide também demonstrou potencial imunomodulatério, refletido na capacidade
de inibir a proliferacéo de linfécitos humanos induzida por mitégeno, provavelmente
por atuar nos mecanismos de ativacdo celular. Os resultados obtidos e as
informacdes contidas neste trabalho devem, portanto, ser explorados em modelos in
vivo, a fim de esclarecer se a uleina pode representar uma alternativa terapéutica
para o tratamento de doengas que envolvem as respostas inflamatéria e imunitaria.

Palavras chave: uleina, Himatanthus lancifolius, fibronectina, vitronectina, integrinas.
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ABSTRACT

The Apocynaceae family contains more than 3000 species under at least 300
genuses. Amongst them, there is the Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson,
popularly known as agoniada that contains the indole alkaloid uleine, which can be
isolated from its dried barks. The aim of this work was to investigate the biological
properties of this alkaloid upon human leukocytes in vitro. To accomplish this, the
uleine effects (1) on immobilized fibronectin and vitronectin leukocyte adhesion, (2)
the o f>, asf3s and asPs expression, before and after alkaloid exposition, and (3) on
the immunomodulatory potential of human mononuclear cells, particularly
lymphocytes, under basal and phytohemagglutinin stimulation, were studied. The
results herein presented revealed an anti-inflammatory potential for uleine, as it
significantly inhibited the adhesion of human leukocytes to human plasma fibronectin
and vitronectin by down regulating the expression of a4f; and asf; integrins. Also,
the alkaloid presented an immunomodulatory effect, reflected on its potential capacity
to inhibit the human lymphocytes proliferation induced by mitogen, probably by acting
at the cellular activation mechanism level. These results should be further explored in
vivo experimental models with the aim of clarifying whether the alkaloid uleine can
represent a new therapeutic alternative for the treatment of disturbances related to
inflammatory and immune responses.

Key words: uleine, Himatanthus lancifolius, fibronectin, vitronectin, integrins.
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1. INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais no tratamento de diversos estados patolégicos &
tradicional na cultura humana e data de milhares de anos (Buss e Waigh, 1995;
Mans et al., 2000) e as primeiras evidéncias do seu uso pelo ser humano remotam o
periodo Neanderthal (Winslow e Kroll, 1998). Sem duvida, a fitoterapia €
considerada a medicina mais antiga por exceléncia e teve, como primeiros

disseminadores, os pensadores Hipdcrates, Dioscoérides e Galeno (Alonso, 1998).

O século XV marcou o inicio da disseminacdo do conhecimento sobre plantas
medicinais e pratica médica, na forma de compéndios. Escritos por varios autores
europeus, estas obras compilavam informagdes acerca de centenas de plantas
medicinais (Stary, 1998).

Durante séculos, trezentas mil espécies de vegetais superiores foram a
principal fonte de medicamentos para o ser humano (Duke, 1990). Com o
desenvolvimento da quimica organica, marcada pelo isolamento da morfina pelo
farmacéutico Friedrich Wilhelm Sertirner em 1805, foi construido o alicerce para o
desenvolvimento da Quimica Farmacéutica, que visa nada menos que a descoberta,
o desenvolvimento, a identificagdo e a interpretagdo do modo de acdo dos
compostos biologicamente ativos em nivel molecular, relacionando a estrutura
guimica com a atividade farmacoldgica (Stary, 1998). O 6pio, do qual a morfina e a
codeina sado obtidas, € um dos melhores exemplos dessa ciéncia. A atropina,
alcaléide da Atropa belladona, usada como midriatico e antiespasmaoddico, ou os
glicosidios cardiotonicos extraidos da Digitalis purpurea poderiam iniciar uma lista
infinda de produtos extraidos de plantas que foram e continuam sendo utilizados

regularmente na pratica médica.

Além disso, produtos derivados de plantas tém sido usados como modelos
para o desenvolvimento de uma série de outros medicamentos sintéticos
importantes. Ha, ainda, aqueles em que, havendo elucidacdo de sua estrutura
quimica basica, tém sido usados como protétipos para sintese de medicamentos.
Por exemplo, a papaverina, outro alcaléide derivado do 6pio, foi usada como base
para a constru¢ao do veparamil, medicamento importante no tratamento de doengas
cardiopulmonares e da hipertensdao. Nessa mesma linha situa-se a aspirina,

derivada da salicina, metabdlico secundario originalmente isolado da Filipendula



ulmaria, com um amplo espectro de atividades biolégicas. Os esterdides diosgenina
e hecogenina permanecem como compostos chave na sintese de muitos
contraceptivos orais a disposi¢cao da clinica médica nas prateleiras de farmacias e

drogarias (Buss e Waigh, 1995).

O enfoque médico predominante no ultimo século procurou decompor o
homem em 6érgaos, tecidos e células. Este tipo de terapia normalmente compreende,
de maneira isolada, o funcionamento das partes do corpo e esta visdo mecanicista
acabou por trazer grandes avangos no que se refere ao tratamento tanto de

processos crbénicos e agudos, como infecto-contagiosos.

A pesquisa relacionada com as plantas que possuem propriedades medicinais
envolve uma série de fatores, desde a cultura popular até a metodologia técnica que

avalia os efeitos farmacolégicos da espécie vegetal.

No Brasil, como em todo o mundo, tem sido crescente o uso de plantas
medicinais como terapia alternativa e/ou de suporte as terapias convencionais,
principalmente pela maior circulagao de informagdes na midia, além de oferecerem o
menor custo e poucos, quando existentes, efeitos colaterais. Sabe-se que cerca de
80% da populagao mundial vive em paises de terceiro mundo e faz uso de produtos
naturais para o tratamento de problemas primarios de saude (Mans et al., 2000)
enquanto que, dos 20% restantes, habitantes do chamado primeiro mundo, um
guarto pelo menos faz uso de medicamentos diretamente derivados de plantas. Em
contraste, somente cerca de 10% das espécies de plantas, fungos e bactérias
conhecidas foram estudadas, deixando um universo para serem testadas e,

eventualmente, usadas contra ao males da saude.

1.1. ALCALOIDES INDOLICOS E ULEINA

A terminologia “alcaléide” compreende um grupo heterogéneo de substancias
extraidas de produtos naturais, em particular plantas, com atividades farmacoldgicas
extremamente diversificadas.

Um dos maiores grupos de alcaléides complexos derivam do triptofano (I) e

estdo presentes em fungos e em plantas, principalmente das familias Apocynaceae,



Rubiaceae e Longaniaceae. Dentre eles, os alcaldides inddlicos derivados de

monoterpenos abrigam mais de mil membros (Cordell, 1981).

A Tabela 1 apresenta, de forma resumida, alguns desses componentes,

0

HaM——CH—C—0H

CH2

destacados pela sua relevante importancia terapéutica.

Tabela 1. Principais alcaldides inddlicos derivados de monoterpenos com
atividade farmacoldgica.

ATIVIDADE
MPOST FONTE .
COMPOSTO ° FARMACOLOGICA
Ajmalicina Catharanthus roseus hipotensora
Ajmalina Rauvolfia sp. antiarritmico

Camptotecina
Deserpidina
Ibogaina
Vincristina
Vimblastina
Quinidina
Quinina
Rescinnamina
Reserpina
Estricnina

Vincamina

Camptotheca acuminata
Rauvolfia canescens
Tabernanthe iboga
Catharanthus roseus
Catharanthus roseus
Remija sp.
Cinchona sp
Rauvolfia sp.
Rauvolfia vomitoria
Strychnos nux vomica

Vinca major

antitumoral
hipotensora
psicotomimético
antitumoral
antitumoral
cardiodepressor
atimalarico
hipotensora
hipotensora
neurodepressor

hipotensora

Adaptado de Cordell, 1981.



Neste grupo, estdo incluidos a vimblastina e a vincristina, isolados da
Catharanthus roseus, Linn., com reconhecida agao antineoplasica, relatada para
diversas formas de cancer (Anderson et al., 1996; Carlson et al., 1990; Hamel, 1996;
Koch e Coussens, 1993; Lens e Eisen, 2003; Martinelli et al., 2003; Miller et al.,
1997; Noble et al., 1958; Svoboda, 1958).

A familia Apocynaceae compreende cerca de 300 géneros e mais de 3000
espécies. No Brasil, existem cerca de 370 espécies distribuidas em 41 géneros
(Woodson, 1938) descritos como arvores, arbustos, ervas ou trepadeiras. Os
representantes da familia Apocynaceae sao tradicionalmente conhecidos pela
presenca de alcaléides derivados do triptofano, apresentando um nucleo inddlico
responsavel pela potente habilidade de promover relevantes mudangas fisiolégicas
(Cordell, 1981).

A espécie Plumeria lancifolia foi primeiramente descrita por Mueller e Argovis
em 1860. Subsequentemente, foi classificada como Himatanthus lancifolius (Muell.
Arg.) Woodson e, desde 1929, faz parte das monografias da Farmacopéia Brasileira
| (Farmacopéia Brasileira, 1929). Conhecida popularmente como agoniada, cresce
como planta nativa em diferentes regides do Brasil, particularmente em Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio Grande do Sul, Goias e Amazobnia, sendo utilizada na
medicina popular para o tratamento de diversas condi¢cdes cutaneas, asma, sifilis, e,
principalmente, como estimulador das contragdes uterinas, auxiliando na concepgao

e como regularizador de ciclos menstruais (Corréa, 1952).

Extratos brutos demonstraram atividade anti-ulcerante (Finau et al., 1996).
Recentemente demonstrou-se que a fracdo alcaloidica obtida das cascas de
Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson foi capaz de, significativamente,
reduzir a resposta contratil da musculatura lisa vascularizada do jejuno e da aorta de
ratos induzida pela acetilcolina e fenilefrina, respectivamente, por atuar na
mobilizagdo ou utilizagdo de Ca™" intracelular (Rattmann et al., 2005). Interessante
no contexto deste trabalho é o fato de que, dentre os alcaldides identificados nesta

fragcdo, a uleina era a de concentragao majoritaria.

Investigagcbes em andamento em nossos laboratérios indicam relevante

potencial antiinflamatorio para este alcaléide, onde estudos in vitro tém demonstrado



sua capacidade de inibir, de forma significativa, a quimiotaxia de granulécitos

humanos induzida por caseina.

A uleina pode ser isolada de cascas secas de Himatanthus lancifolius (Muell.
Arg.) Woodson (Coimbra, 1994) e foi obtida, pela primeira vez, a partir do extrato
metandlico preparado de cascas das raizes de Aspidosperma ulei Mgf. (Schmutz et
al., 1957). Sua estrutura (Blchi e Warnhoff, 1959) e estereoquimica (Gaskell e
Joule, 1967) foram deduzidas subsequentemente e a confirmagao de sua estrutura
foi obtida através de sintese estereocontrolada (Buchi e Warnhoff, 1959).

A uleina (Il) apresenta a forma molecular C;gH22N», ponto de fusdo 74-79°C,
com absor¢cao maxima no ultravioleta nos comprimentos de onda 209, 305, 316 nm
(Franca et al., 2000). Embora conhecida ha mais de meio século, sdo raros 0s

relatos cientificos de suas atividades bioldgicas.

1.2. MATRIZ EXTRACELULAR

Os tecidos nao sao constituidos somente por células. Grande parte de seu
volume é espaco extracelular, o que &, em parte, preenchido pela matriz extracelular
(MEC), composta por uma grande variedade de macromoléculas secretadas
localmente, formando uma rede organizada, em estreita associagao com a superficie
celular que a produz (Engel e Prockop, 1991), a qual, além de servir como suporte
fisico, possui multiplas fungdes bioldgicas. Dentre essas, destacam-se a de
reservatorio de diferentes horménios, que controlam o crescimento e a diferenciacao

celulares, e a de prover uma estrutura em malha, na qual as células podem



locomover-se, aderir, promover trocas entre si e com 0 ambiente. E essencial,
também, na regulagdo da forma e reorganizagao do citoesqueleto celulares, na
migragcédo e na diferenciagdo durante a embriogénese. Destaca-se na recuperagao
de lesdes e feridas, por facilitar a localizagdo de macréfagos e outras células do
sistema imunitario a area lesada (Alberts et al., 2002).

As variagdes nas quantidades relativas dos diferentes tipos de
macromoléculas e 0 modo no qual elas estdo organizadas na MEC da origem a uma
surpreendente diversidade de formas, cada uma adaptada as necessidades
funcionais de um determinado tecido.

A visao que se deve ter sobre a MEC é dindmica, uma vez que as células sao
as responsaveis pela sintese e fornecimento de seus constituintes, os quais
interagem entre si, formando uma continua relagao estrutural e de intercambio
funcional entre o citoplasma, a membrana celular e a propria MEC. Como
conseguéncia, o metabolismo, o destino, a morfologia, a adequacao celular e
tecidual entre outras dindmicas e processos celulares, estdo continua e intimamente
relacionados com a composic¢ao e organizagao da MEC (Hay, 1981).

A MEC compbe-se, primordialmente, por duas classes principais de
macromoléculas: (a) cadeias de polissacarideos denominadas glicosaminoglicanos
(GAGS), que se ligam covalentemente a proteinas na forma de proteoglicanos
(Jeanloz, 1960), e (b) glicoproteinas, caracterizadas por proteinas fibrosas, incluindo
diversos tipos de colagenos e fibronectinas, além de elastina e lamininas, dentre
outras, que exercem fungdes adesivas estruturais.

Os glicosaminoglicanos, inicialmente denominados mucopolissacarideos
(Meyer 1938), sado formados de cadeias polissacaridicas nao-ramificadas,
compostas de unidades dissacarideas repetidas. Sa&o chamadas de
glicosaminoglicanos porque um dos dois agucares no dissacarideo repetido é
sempre um amino agucar (N-acetilglucosamina ou N-acetilgalactosamina), o qual, na
maioria das vezes, é sulfatado. O segundo agucar €, normalmente, um acido urénico
(glucurdnico ou idurdnico). Os grupos sulfato ou carboxil ocorrem na maioria dos
agucares e, por isso, os GAGs sao carregados negativamente, sendo o grupo de
moléculas mais anidénico produzido pelas células animais.

Ha quatro principais grupos de GAGs, de acordo com seus agucares, o tipo

de ligagcéo entre os agucares e o numero e localizagdo dos grupos sulfato: (1)



hialuronana, (2) condroitin sulfato e dermatan sulfato, (3) heparan sulfato e (4)
gueratan sulfato. Nos tecidos de mamiferos ha, pelo menos, sete tipos de GAGs: (1)
heparina, (2) heparan sulfato, (3) 4-condroitin sulfato, (4) 6-condroitin sulfato, (5)
dermatan sulfato, (6) queratan sulfato e (7) acido hialurénico (Dietrich, 1984).

As cadeias polissacaridicas sao muito rigidas para dobrarem-se em estruturas
globulares compactas, como as formadas pelas cadeias peptidicas; além disso, sao
fortemente hidrofilicas. Assim, os GAGs tendem a adotar uma conformacéao
altamente estendida, ocupando um grande volume com relagdo a sua massa, e
formam géis em concentragbes muito baixas. A alta densidade de cargas negativas
atrai uma nuvem de cations, principalmente Na* osmoticamente ativo, fazendo com
gue grande quantidade de agua seja absorvida pela matriz, criando uma pressao por
inchago, que permite que a matriz suporte forcas de compressao.

As glicoproteinas fibrosas constituem a MEC fibrilar e o colageno é a principal
proteina estrutural dos vertebrados. Sendo uma familia de proteinas fibrosas
encontradas em todos os animais multicelulares, sdo secretadas, principalmente,
pelas células do tecido conjuntivo e sua principal caracteristica é a estrutura longa e
rigida de sua fita tripla helicoidal, na qual trés cadeias polipeptidicas denominadas a,
enroladas umas as outras, formam uma estrutura com aspecto de corda torcida. Até
0 momento, cerca de 25 diferentes cadeias a de colagenos ja foram identificadas,
cada uma codificada por um gene especifico. Diferentes combina¢des desses genes
sdo expressas em diferentes tecidos. Embora, em principio, mais de 10 mil tipos de
moléculas de colageno de tripla hélice possam ser reunidas pelas varias
combinagdes possiveis entre as 25 cadeias o, somente cerca de 20 tipos de
moléculas de colagenos foram encontrados em mamiferos (Alberts et al., 2002).

Os principais tipos de colagenos encontrados no tecido conjuntivo de
mamiferos séo os tipos I, Il, Ill e XI, sendo o tipo | o principal colageno da pele,
0ssos e, também, o mais comum. Esses sao colagenos fibrilares, ou colagenos
formadores de fibrilas, com estrutura também semelhante a uma corda (Alberts et
al., 2002). Por muitos anos foi atribuida ao colageno uma fungao apenas de suporte
e resisténcia mecéanica. No entanto, resultados obtidos nas ultimas décadas
mostraram que o0s colagenos estdo envolvidos nos fendmenos de adesdo e

diferenciagéo celular (Hay, 1981).



Outra glicoproteina fibrilar da MEC é a elastina, a qual se caracteriza como
uma rede de fibras elasticas na matriz celular de tecidos como a pele, vasos
sanguineos e pulmbdes, que necessitam de forgas elasticas para exercerem sua
funcdo. As fibrilas elasticas sado, pelo menos, cinco vezes mais extensiveis que a
borracha de mesma area transversal. As longas e inelasticas fibrilas de colageno
sdo entrelagadas com as fibras elasticas para limitar a distensdo e evitar que o
tecido rasgue (Alberts et al., 2002).

As lamininas sdo uma das primeiras moléculas da MEC que aparecem nos
mamiferos e desempenha fungdes especificas na interface epitélio-conjuntivo, como
filtro, regulando a passagem de proteinas entre estes compartimentos, ou como
barreira, prevenindo o contato do epitélio com muitos tipos celulares (exceto
macrofagos, linfécitos e células nervosas). Ainda, conecta células adjacentes na
musculatura lisa (Sanes et al., 1990), mantém a integridade de diferentes tecidos e
serve como um substrato para a migragao celular em tecidos que foram danificados.
Neste contexto, tem relevancia na disseminagao de células tumorais malignas
(Liotta, 1992). Exerce, também, papel crucial na adesao, proliferagédo, migragao e
diferenciagéo celular em diversos tipos celulares (Colognato e Yurchenco, 2000).

Fazem parte do grupo de glicoproteinas da MEC, ainda, a fibronectina e a
vitronectina. Estas proteinas, juntas, presentes no plasma e no soro de mamiferos,
caracterizam-se como importantes proteinas da MEC relacionadas aos processos da

adesao celular como sera detalhado a seguir.

1.2.1 Fibronectina

Um dos componentes mais bem caracterizados da matriz extracelular é a
fibronectina (FN). Existindo sob uma variedade de isoformas, esta presente no
plasma na forma soluvel e, na forma insoluvel na MEC, ao lado das células que
formam o tecido conjuntivo e as membranas basais. Participa de uma grande
variedade de interacbes celulares com a MEC e apresenta especial papel nas
fungdes de adesdo, migragao e diferenciacdo celulares (Magnusson e Mosher,
1998).

Os estudos acerca da fibronectina iniciaram-se em meados da década de 70

por varios grupos, a partir da descoberta de uma proteina presente na superficie de



fibroblastos (Ruoslahti e Vaheri, 1974), e culminaram com o esclarecimento de sua
atividade mais célebre, caracterizada por sua habilidade em interagir com células a
fim de promover a adesdo das mesmas a um determinado tecido. A caracterizagéo
da FN como uma proteina da MEC e também como uma proteina de superficie
celular, juntamente com as evidéncias de que ela poderia ligar-se a inumeras outras
proteinas, mais significativamente ao colageno (Engvall e Ruoslahti, 1977),
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e fibrinogénio (Perkins et al., 1979),
completavam um cenario que a mostrava como um agente da MEC responsavel
pela promocéo da adeséo celular.

A digestao proteolitica branda da molécula de FN demonstrou que sua cadeia
polipeptidica consiste de seis dominios (Figura 1), sendo que cada dominio contém
sequéncias repetitivas de aminoacidos usados para classificar a molécula em trés

tipos diferentes, a saber, tipos I, 1l e Il (Skorstengaard et al., 1984).

H:N Sequéncia de aminoacidos:
Tipo1 Q)  Tipoll Tipo Il 0

FATOR Vllla
SiTIOS P/ LIGACAO
~
——Q00000—C COOH
| -
| G — | — PONTES
I4- lo-1114 lg-1ll4g lICS DISSULFETO

\ J \ J [ J y) [ V)
FIBRINA/ COLAGENO/ as5pl/  HEPARINA E|BRINA
HEPARINA GELATINA/ADN allbp3

Figura 1. Estrutura basica da molécula dimera de fibronectina e seus dominios de
interagdo. Digestdo proteolitica resulta nos fragmentos Tipos I, Il e Ill. A: extradominio A; B:
extradominio B; ADN: acido desoxirribonucléico. Adaptado de Magnusson e Mosher, 1998

O tipo | apresenta-se repetido cerca de 45 vezes e aparece finalizando tanto a

porcao amino-terminal quanto a carboxi-terminal da molécula. Dois grupamentos de



60 aminoacidos tipo Il interrompem os nove grupamentos dos peptideos tipo | da
porcédo NHy-terminal. E, finalmente, 15 a 17 segmentos de aminoacidos tipo lll, cada
um com cerca de 90 aminoacidos, correspondem a porcdo central da molécula
(Ruoslahti, 1988).

Todas estas por¢des reunidas formam um polipeptideo com cerca de 2500
aminoacidos. A molécula em si é constituida de duas cadeias polipeptidicas
associadas, proximo a extremidade COOH-terminal, por pontes dissulfeto, formando
um dimero com peso molecular de aproximadamente 450 kDa (Manabe et al., 1997).

Comparacgodes entre moléculas de FN de varias fontes revelaram diferencas
no peso molecular da molécula. A FN isolada do plasma, por exemplo, consiste em
polipeptideos que diferem um dos outros quanto ao peso molecular e séao
relativamente menores do que aqueles produzidos por diferentes linhagens celulares
mantidas em cultura (Yamada e Kennedy, 1979).

A FN circulante no sangue é secretada pelo figado, enquanto a produzida por
fibroblastos, mondcitos, células endoteliais, células estromais da medula 6ssea,
dentre outras células, associa-se a superficies celulares, membranas basais,
matrizes pericelulares e a um numero de outros componentes da MEC, incluindo
colageno, fibrina, heparina e proteoglicanas, via dominios especificos e, as células,
via receptores de integrinas (Ruoslahti, 1988). E importante ressaltar que a FN
também atua como a principal opsonina no soro humano, exercendo fungdes tanto
na defesa do hospedeiro quanto no reparo de lesdes (Blystone et al., 1994).

Como ja citado, a FN pode ser clivada por protedlise em dominios funcionais.
Foi demonstrado que seu dominio de ligacdo ao colageno e a regidao de ligagao
celular apresentavam-se em fragmentos separados (Ruoslahti e Engvall, 1978) e,
posteriormente, esforgcos foram feitos para elucidar os demais sitios de ligacao.
Estes sitios incluem aqueles que interagem com a fibrina, com a heparina N-terminal
e grupos de bactérias do género Staphylococcus, todos em um unico dominio, e os
gue interagem com o0 colageno, com células, com a heparina C-terminal e com o
fibrinogénio, todos em dominios distintos (Ruoslahti, 1988).

A porgdo da FN responsavel pela sua ligacdo com células localiza-se na
regidao central da molécula, em um dos segmentos de peptideos tipo Ill. Este

segmento apresenta a sequéncia tripeptidica arginina-glicina-acido aspartico (Arg-

Gly-Asp) conhecida como RGD, uma regido de reconhecimento exposta na
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superficie da molécula (Pierschbacher et al., 1983; Pierschbacher et al., 1981). Esta
sequéncia também esta presente em outras proteinas da MEC, como o colageno, o
fibrinogénio e a vitronectina (Hayman et al., 1985), e tem a mesma funcgéo, ou seja, a
de interagir com diferentes tipos de células.

Importante destacar que, dentre os sitios da FN relacionados a ligacédo com a
heparina, o localizado préoximo a porgdo COOH-terminal, mais precisamente na
regidao que compreende trés grupamentos de peptideos tipo Ill (Kornblihtt et al.,
1985; Skorstengaard et al., 1986), quando ligado a proteoglicanos da superficie
celular, pode aumentar a interagdo entre a célula e a molécula de FN,

desencadeando sinalizagdes intracelulares (Woods et al., 1993).

1.2.2 Vitronectina

Também conhecida como proteina S, a vitronectina (VN) é uma das mais
importantes glicoproteinas relacionadas a adesao celular presente no plasma e no
soro de mamiferos, junto com a fibronectina. E uma molécula monomérica que se
apresenta como uma mistura de polipeptidios de 75 e 65 kDa (Akama et al., 1986;
Barnes e Silnutzer, 1983; Hayman et al., 1983; Suzuki et al., 1984), cuja estrutura

esquematica esta ilustrada na Figura 2.

SiTIO DE
CLIVAGEM POR
LIGACAO DOMINIO
— PR 10K
—
—_— RGD S-S — __J
SOMATOMEDINA LIGACAO DE

HEPARIN

Figura 2. Estrutura basica do dominio central da vitronectina.

Semelhante a FN, tem a caracteristica de ligar-se a heparina (Hayman et al.,
1983) e ao colageno (Gebb et al., 1986). Neste particular, a VN apresenta

importantes implicagdes no processo de trombose, sendo uma proteina relacionada
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com a hemostasia, ao regular os sistemas de coagulagao e o fibrinolitico. Entre as
fungdes da VN tem-se a estabilizagdo do inibidor do ativador tecidual de
plasminogénio tipo 1 (PAI-1), ao formar, com este, dimeros e multimeros estaveis
mantidos por liga¢des dissulfetos, que regulam a atividade funcional do PAI-1. A VN
apresenta um efeito antitromboético ao inibir a agregagao plaquetaria (Tomasini e
Mosher, 1991). Além disso, interage com o complexo trombina-antitrombina IlI(lll e
Ruoslahti, 1985), ao complexo C5b-9 (Muller-Eberhard, 1984), a estreptococos
(Fuguay et al., 1986) e a uma variedade de tipos celulares, como leucécitos e
células de linhagens tumorais.

O sitio de ligagao celular com a VN também envolve a regiao RGD (Ruoslahti
e Pierschbacher, 1986; Suzuki et al., 1985). A estrutura basica do dominio central da
VN inicia-se na regido amino terminal, caracterizada como a regidao da
somatomedina-B (residuos 1 a 44); contém um segmento que apresenta a maior
regido de residuos envolvidos na ligacdo celular (residuos 45 a 47); uma regiao
altamente acidificada (residuos 53 a 64), seguido de repeticbes semelhantes a
hemopexina (proteina plasmatica ligante do grupamento heme); uma regido de
ligagdo aos glicosaminoglicanos, representada por 40 amino acidos ricos em
residuos basicos; uma regido sensivel a proteases susceptiveis a altas
concentragoes de trombina e, por fim, uma regiao carboxi-terminal proteina quinase
A dependente de fosforilagdo, adjacente ao sitio de clivagem de proteases (Suzuki
et al., 1984).

1.3 MECANISMOS DE DEFESA
1.3.1 A resposta inflamatéria aguda

A reagao organica aguda que se verifica por ocasido de uma inflamagao ou
infeccao é, fundamentalmente, uma resposta de defesa e protecao do organismo
lesado contra um agente agressor e as conseqiiéncias que ele pode vir a causar. E
um fenbmeno estereotipado, cujos sinais rubor, tumor, calor e dor foram
primeiramente descritos por Celsius ha 178 a.C. e, a estes, Galeno adicionou a
perda de funcdo (Cotran et al., 1994). Atualmente, sabe-se que estes sinais séo
consequéncias da liberagdo de substancias quimicas encontradas no local da leséo,

particularmente as citocinas (Sedgwick e Willoughby, 1985; Silva, 1978).
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No decorrer de um processo infeccioso ou inflamatério agudo, os leucécitos
circulantes no sangue periférico aproximam-se da parede vascular devido a sua
ativacao por mediadores da inflamacéo, liberados por elementos presentes na area
de lesao, tais como bactérias, células lesadas ou fracbes do complemento,
passando a ocupar uma posicdo mais periférica. Em seguida, aderem-se
firmemente, mas de forma transitéria, ao endotélio e atravessam a parede do vaso
(Smith et al., 1979). Apds a diapedese, continuam a migrar em dire¢cado ao foco
inflamatdrio pelo processo de quimiotaxia (Dekker e Segal, 2000).

Dessa forma, pelo menos trés etapas estdo distintamente envolvidas no
desenvolver de um processo inflamatério agudo: (1) adesdo dos leucdcitos ao
endotélio, (2) sua passagem através do endotélio vascular e (3) migracdo em
direcédo ao estimulo quimiotatico (Dekker e Segal, 2000; Mackai e Rosen, 2000).

Das células com grande capacidade de responder a estimulos inflamatérios
destacam-se os granuldcitos (GRN) circulantes no sangue periférico. Dentre esses,
ha os neutréfilos, também conhecidos como polimorfonucleares (PMN), que
constituem a populagdo celular primaria na defesa aguda contra varios tipos de
microorganismos presentes no meio ambiente, acumulando-se rapidamente no sitio
invasivo ou de lesédo. Sua participagédo no processo inflamatério € multifuncional e
envolve (a) reconhecer seletivamente o agente agressor, (b) responder
apropriadamente por meio de locomogéo, (c) fagocitose do microorganismo e sua
(d) subsequente destruicdo. Para tanto, possuem a habilidade de secretar
substancias ndo s6 capazes de retardar a disseminacao da infec¢gao, mas, quando
necessario, também recrutar outros tipos de leucécitos para o foco
infeccioso/inflamatdrio (Cassatela, 1995).

O neutrdéfilo € uma célula que participa da defesa inata e, nos tecidos, esta
presente em todas as portas de entrada do organismo humano que fazem contato
com o0 meio externo. Com um tempo de vida média na circulagcdo de
aproximadamente sete horas (Quesenberry e Colvin, 2001), passam a maior parte
desse tempo trafegando no sangue periférico, num processo passivo.

Para que o organismo possa atender a uma demanda tecidual extra de PMN
como, por exemplo, no combate a patégenos invasores ou em uma inflamagao
aguda, a medula 6ssea dispde do pool de reserva, composto por neutrofilos

segmentados e seus precursores imediatos, os neutréfilos bastonetes e os
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metamieldcitos. Assim, quando necessario, um maior numero de neutréfilos pode
ser lancado na corrente circulatéria, colaborando com a leucocitose observada,
geralmente acompanhada do aumento do numero de formas segmentadas
(neutrofilia) e de bastonetes (Lee et al., 1999).

Quando os processos fisiolégicos imediatos da resposta inflamatéria nao
conseguem eliminar o agente agressor, com persisténcia dos efeitos lesivos por ele
causado, instala-se uma situagao crénica, cuja longevidade acaba por comprometer
a saude do individuo. A exposigao prolongada a agentes endégenos com potencial
téxico, quando ndo eliminados, podem também levar a uma condicado inflamatoria

cronica (Cotran et al., 1994).

1.3.2 A resposta inflamatoria crénica

Em contraste com a reacao aguda, a inflamacao cronica caracteriza-se por uma
maior infiltragdo de células mononucleares (MNC), incluindo macroéfagos, linfocitos e
plasmacitos, como reflexo de lesao tecidual persistente (Cotran et al., 1994). Dentre
essas células, os macréfagos ocupam posi¢cao de destaque comparavel ao papel
principal desempenhado pelos PMN na reacao aguda.

Os macréfagos sao células que se originam dos mondécitos circulantes que, por
sua vez e a semelhangca dos GNC, sdo descendentes de progenitores
hematopoiéticos presentes na medula 6ssea (Lee et al., 1999). Apds diapedese, os
mondcitos se distribuem nos mais diferentes tecidos do organismo dos mamiferos,
onde se transformam em macrofagos especializados, recebendo, inclusive,
nomenclatura de acordo com o tecido onde residem (Reeves e Todd, 2000).

Em contraste com um tempo de vida de cerca de 24 horas para os mondcitos
circulantes, os macrofagos sobrevivem por varios meses, durante os quais, ao
responderem a varios estimulos, especialmente de citocinas, tornam-se ativados e
capazes de exercer inumeras fungbes, como proliferagédo, sintese, armazenamento
e secrecdo de moléculas biologicamente ativas (enzimas proteoliticas, componentes
do sistema complemento, fibronectina, a,-macroglobulina, fatores de coagulagao,
prostaglandinas, fatores de crescimento, citocinas etc), atuam como células
apresentadoras de antigenos para linfocitos, tornando-se coadjuvantes

indispensaveis na resposta imunitaria, produzem reagentes metabdlitos do oxigénio
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e outras moléculas importantes para a eliminagdo de microorganismos, além de
participarem ativamente nos processos de reparo e regeneracédo tecidual (Cotran et
al., 1994; Reeves e Todd, 2000).

Assim como acontece com 0s neutrofilos, mondcitos sdo continuamente
recrutados da circulagao por responderem com avidez aos estimulos recebidos. Em
contrapartida, todas as células envolvidas nos mecanismos de defesa exercem, com
competéncia, suas fungdes, amplificando o quadro inespecifico de uma resposta

inflamatdria persistente.

1.3.3 A resposta imunitaria

Apds a instalagdo de um agente patogénico, o organismo reage para a
eliminagdo do mesmo numa acao integrada entre os fagdcitos, protagonistas da
reacao inflamatdria, e as células do sistema imunitario ou imunolégico.

O local da infecgao e o tipo de patégeno sao fatores determinantes do tipo de
resposta imunolégica que sera desencadeada. A resposta imunologica adaptativa
desenvolve-se apds o contato entre as células do sistema e um patégeno como, por
exemplo, virus, bactérias ou protozoarios, o que lhe confere carater de
especificidade (Roitt et al., 2003). Estas células sdo capazes de identificar e reagir
somente com as moléculas que sao estranhas ao organismo. Um outro fator que
colabora para a ativagao do sistema imunitario adaptativo é o fato da agressao pelo
agente ser reincidente, pois uma caracteristica especifica deste sistema é a
producao de uma memdéria imunoldgica a partir da primeira infecgdo (Parham, 2001).

Devido as suas importantes caracteristicas de memoria, especificidade e
reconhecimento do nao proprio, o sistema imunitario adaptativo € mais rapido e
eficaz na defesa do organismo. Os tipos celulares que medeiam esta reacdo sao os
linfécitos, em particular os B e T, e as células apresentadoras de antigenos (APC),
representadas por uma colegdo de mondcitos, macrofagos e células dendriticas
(Roitt et al., 2003), os quais serao revistos com mais detalhes posteriormente.

Existem, além das barreiras naturais, respostas imunes inespecificas que se
desenvolvem para combater qualquer invasor que se atreva a penetrar nas barreiras
naturais e infectar o organismo. A resposta inespecifica significa aquela resposta em

que ndo ha um combate contra um epitopo, mas sim contra um antigeno que estiver
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no local, ndo sendo ele especifico, mas qualquer substancia estranha que esteja em
contato com ele (como uma célula envolvida por imunoglobulina ou célula tumoral).
Neste tipo de resposta estéo presentes as células como os macréfagos, neutrofilos e
eosindfilos, células NK e o sistema complemento.

O modo pelo qual um antigeno é reconhecido pelos receptores presentes na
superficie de linfocitos T e B é especifico e isso reflete as diferentes fungdes dessas
células apos sua ativacio pelo antigeno.

Um linfécito B ativado pode transformar-se num plasmaécito produtor de
imunoglobulinas especificas ao antigeno, inicialmente apresentado. A fungao desses
anticorpos é ligar-se diretamente ao antigeno que Ihe deu origem, com a finalidade
de neutralizar sua atividade ou de desencadear mecanismos de defesa que
culminem na sua eliminagao. Na pratica, isso significa que células B podem interagir
com o antigeno na sua forma nativa, sem modificagbes (Brostoff e Male, 1994;
Reeves e Todd, 2000).

Ja os linfécitos T regulam a atividade das outras células do sistema imunitario
ou eliminam as células infectadas. Portanto, interagcbes com outros tipos celulares
sa0 necessarias para que as células T possam desempenhar sua fungdo. Esta é
uma das razdes que explica porque, em contraste com os linfécitos B, os T podem
reconhecer e ser ativados por antigenos ligados a glicoproteinas especificas do
MHC presentes na superficie das APC, codificadas pelos genes do HLA, processo
que é denominado duplo reconhecimento, pois receptores de células T ndo se ligam
ao antigeno ou as moléculas do MHC independentemente, mas a combinacédo de
ambos.

A fungado basica das APC é ativar linfécitos T e eliminar, por endocitose,
células alvo que foram mortas por estes, ou eliminar antigenos que foram
neutralizados por anticorpos.

Muitos antigenos em seu estado natural ndao conseguem se associar
eficientemente as moléculas do MHC e o fazem somente apds terem sido
processados pelas APC. Este processamento envolve sua parcial degradacgao
enzimatica, liberando unidades peptidicas de tamanho e sequéncia apropriada para
se ligarem as moléculas do MHC e, entdo, servirem como epitopos para ligagcao de
linfécitos T. Relevante é o fato de que esses determinantes antigénicos podem ser

originados de qualquer parte do antigeno original e um corolario disto € que linfécitos
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T e 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 importante ressaltar que todos os tipos celulares acima citados também
tém, como fungado, a liberacdo de citocinas, as quais estimulam e amplificam a
resposta ou a suprimem quando o agente for totalmente erradicado.

Dessa forma, a ativacdo e o desempenho de fungdes pelos linfécitos T e B
requerem sua interagdo, assim como com outros tipos celulares. Como ja visto, as
oportunidades para que esses contatos ocorram sao maximizadas pela recirculagao
dos linfécitos através de todo o organismo e pela sua manutengdo nos 6rgaos
linféides secundarios, levando ao desenvolvimento do vasto repertério imunoldgico
observado em individuos normais (Reeves e Todd, 2000)

Os eventos celulares que decorrem da ativagdo de um linfocito séo
denominados coletivamente de transformacgao blastica e as células resultantes deste
processo sao referidas como células efetoras da resposta imunoldgica.
Morfologicamente, s&o caracterizados como linfoblastos e possuem elevada
capacidade proliferativa. Como resultado, observa-se um aumento do numero de
células, da producdo e secrecdo de citocinas, assim como de expressdo de
receptores especificos.

As células efetoras, originadas da ativagdo de linfécitos T CD4, proliferam
dando origem a células auxiliares, responsaveis pela propagacdo da resposta
imunologica por meio da producdo e secrecdo de mediadores quimicos, as
interleucinas (IL). Os linfocitos T CD8, apds contato com o antigeno, ativam-se e
proliferam, originando células capazes de produzir grandes quantidades de
citocinas, que sao secretadas objetivando a eliminagao do agente agressor.

No caso de linfécitos B, apds transformacao, muitos proliferam dando origem
aos plasmacitos, células efetoras especializadas na sintese de imunoglobulinas que
sao, entdo, secretadas como anticorpos livres, como ja citado anteriormente.

Outros linfoblastos formam uma populagdo de memoria especifica para o
antigeno que induziu a resposta primaria, readquirindo o aspecto morfolégico do
linfocito inicial. Sdo essas células que, quando re-expostas ao mesmo antigeno ou a
outro cuja estrutura antigénica seja muito semelhante, produzem uma rapida e

vigorosa resposta imunoldgica, chamada secundaria (Reeves e Todd, 2000).
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A ativacao de linfécitos decorre da interagao entre um antigeno e o receptor
presente na superficie celular com o qual ele pode interagir. Em células CD4, por
exemplo, este evento culmina com a proliferagdo, diferenciacédo e produgdo de
citocinas que medeiam as fungdes especificas de células T efetoras, como ja citado.
Eventos subsequientes, que ocorrem em segundos ou minutos apds a interagcao
ligante-receptor, incluem mudancas no fluxo de cations monovalentes (Na* e K) e a
ativacao de metiltransferases. Ao mesmo tempo, sintese e utilizacao de fosfolipideos
aumentam, envolvendo fosfatidilinositol, um constituinte dos fosfolipideos de
membrana. Influxo de Ca™ é central na ativacdo de linfécitos e ocorre em poucos
minutos apos interagdao do mitégeno fitohemaglutinina, por exemplo, com receptores
presentes na superficie de linfécitos humanos. Apds algumas horas dessa interagéo
ligante-receptor, a sintese de proteinas aumenta, alcangando um pico entre 48 e 72
horas. Neste periodo, ocorre aumento da sintese de RNA, assim como ha sintese de
varias proteinas (Cooper, 1972). O conteudo de RNA em linfécitos dobra em 48
horas e reflete-se em alteragdes morfoldgicas distintas da célula. Finalmente,
aumento da sintese de DNA, a marca registrada da proliferagéo celular, inicia-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 transcricdo, que sé&o
ativados simultaneamente a interagao ligante-receptor, representam intermediarios
essenciais, 0s quais transduzem e direcionam sinais extracelulares em respostas
transcricionais especificas. A regulacdo combinada da transcricdo envolve
complexos multiprotéicos que se ligam de forma cooperativa a regides especificas
do DNA alvo. Esta interagdo permite a convergéncia de diferentes sinais para uma
regidao definida do DNA, a qual, por sua vez, exerce controle regulatério rigoroso
sobre a expressao dos genes alvos em resposta aos sinais recebidos.

Neste contexto, complexos formados por fatores de transcricdo da familia
NFATc (fator nuclear de células T ativadas), por exemplo, junto com proteinas AP-1
(ativador de proteina 1) e ras, integram vias de sinalizagdo dependentes de Ca*", as
quais regulam a expressédo de genes que codificam proteinas imunomodulatorias
como IL2, IL4, IL3/GM-CSF, TNF-a, CD40 e Faz (Feske et al., 2000; Rao et al.,
1997; Trama et al., 2000).
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A replicagao de linfécitos T € muito particular e é determinada pela interagcéo
de IL2 com seus receptores (IL2-R) em niveis significativos para desencadear esta
acao. Entretanto, células T ndo expressam IL2-R ao menos que sejam estimulados
por antigenos, anticorpos monoclonais especificos para células T, lectinas
mitogénicas ou forbol éster, por exemplo. Além disso, uma vez exposta a esses
agentes, cada célula T expressa IL2-R de forma individual, entrando em fases
proliferativas do ciclo celular de forma assincrénica. Se niveis de IL2 nado se
mantiverem continuos, a expressao de IL2-R se mantém, mas a sintese de DNA nao
ocorre, uma vez que € a interagao com IL2-R o fendmeno crucial para que ocorra a
replicacao do DNA (Cantrell e Smith, 1984).

Um outro ponto de relevancia € que a expressao de IL2-R é dependente da
presenca de antigeno e a retirada do estimulo do meio leva a queda progressiva de
seus niveis. Em paralelo, ha o declinio, também progressivo, da proliferagéo celular
e todas as células, eventualmente, passam a se apresentar na fase Go do ciclo
celular, mesmo na presenga de concentragdes saturantes de IL2 (Smith e Cantrell,
1985).

Certas substancias possuem a habilidade de ativar e, subsequentemente,
induzir a proliferagao de linfécitos T, B ou de ambos in vitro, sendo genericamente
denominados mitégenos (Gery et al.,, 1972; Gery e Waksman, 1972; Jannosy e
Greaves, 1972; Oppenheim e Rosenstreich, 1976). A Tabela 2 mostra uma selegao
dessas substéncias e sua especificidade com referéncia a populagao estimulada.

Enquanto a resposta a antigenos dos linfécitos in vivo é especifica, gerando
amplificagdo clonal, sua resposta a mitdgenos in vitro é inespecifica e influencia,
simultaneamente, um grande numero de células, levando-as a sofrer transformagao
blastica e, posteriormente, proliferar.

Diferente do que acontece in vivo, esse estimulo a proliferacdo ndo depende
de células apresentadoras de antigenos, embora o0s mesmos mecanismos
biogquimicos estejam aparentemente envolvidos (Burgermeister et al., 2003). Esta
propriedade favorece estudos experimentais e Fitohemaglutinina (PHA) e
Concanavalina A (Con A), lectinas extraidas e purificadas de plantas (Tabela 2) que
estimulam sub-populagcées de células T, tém sido usadas como mitégenos para

estudos de proliferacdo dessas populagdes in vitro e a resposta resultante pode ser
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utilizada para qualificar e quantificar a imunocompeténcia dessas células (Myers,
1995).

Tabela 2. Mitdgenos: suas caracteristicas e células alvo.

TAMANHO <
MITOGENO FONTE | MOLECULAR CI?ALLL:IIBAS ESPECIE(S)
(D)
Concanavalina A Canavalia 55.000 Linfocitos Humana
(ConA) einsformis ' T Camundongo
Fitohemaglutinina Phaseolus 140.000 Linfécitos Humana
(PHA) vulgaris ' T Camundongo
Pokeweed mitogen | Phytolacca 32 000 Linfocitos Humana
(PWM) americana ' TeB Camundongo
. . . Bactérias Lo
Lipopolissacarideo gram 1-24x10° Linfocitos Roedores
(LPS) : B
negativas
Dextran sulfato . 500.000 "'”fOBC'tOS .

Adaptado de(Myers, 1995).

Como ja visto, o primeiro passo para a ativagcdo de um linfocito reside na
interacao de receptores de superficie com um agente estimulante. A interacdo de um
mitégeno com o receptor das células T (TcR), por exemplo, também inicia, na célula,
eventos que envolvem o recrutamento de Ca™" e a ativagdo simultanea das enzimas
tirosina quinases citossolicas fosfolipase Cy e A,, proteina C quinase (PKC),
proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e calcineurina. Estas, por via de
cascatas metabdlicas especificas, produzem sinais direcionados ao nucleo,
promovendo a transcricdo de fatores pré-mitéticos, tais como NFnB, AP-1 e NFAT.
Estes, por sua vez, conduzem os eventos da proliferagéo e a sintese de IL2, a qual é

o principal mediador quimico da amplificagao da resposta imunoldgica.
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1.3.4 Tipos celulares envolvidos nos mecanismos de defesa imunolégica mediados

por células

Os linfocitos sao as principais células responsaveis pela resposta imunoldgica
adaptativa. No ser humano, as células da linhagem linféide originam-se a partir das
mesmas células-tronco hematopoiéticas residentes na medula 6ssea que dao
origem aos mondcitos, granuldcitos, eritrécitos e plaquetas presentes,
subsequentemente durante a ontogenia, no saco vitelino, figado e medula éssea
(Lee et al., 1999). Nos individuos adultos, sao continuamente produzidos as custas
da proliferagédo controlada das células linféides primitivas presentes na medula
0ssea e no timo, as quais dao origem a populagdes distintas de linfécitos. Antes de
se tornarem células maduras e capazes de exercer fungdes especificas, os linfocitos
passam por processos sucessivos para aquisicdo de imunocompeténcia no timo ou
na propria medula 6ssea, denominados 6rgéaos linféides primarios. Os que requerem
um periodo de diferenciacdo no timo sdo denominados linfocitos T. Outros que
continuam a diferenciar no préprio sitio produtor emergem como linfécitos B.

Mais de 70% dos linfécitos circulantes sédo representados pela linhagem T, os
guais participam ativamente na defesa do organismo contra infecgbes causadas por
agentes intracelulares. Enquanto estdo no timo, os linfécitos T em desenvolvimento
(ou timdocitos) apresentam o marcador CD3 e diferenciam-se em duas linhagens,
expressando receptores de membrana distintos, relacionadas com as suas fungdes
efetoras, destacando-se as glicoproteinas CD4 e CD8 (Parham, 2001).

Como é no tecido linfoéide periférico que ocorrem as maiores chances dos
linfocitos T encontrarem antigenos, apods a fase de amadurecimento no timo, essas
células, agora imunocompetentes, ficam circulando entre a corrente sanglinea e o
tecido linféide periférico até encontrarem o seu antigeno especifico, quando, entéo,
séo induzidas a proliferar e se diferenciar em células T efetoras (Janeway, 2002).
Fazem parte do tecido linfoide periférico, também chamado secundario, os
linfonodos, a polpa branca do bacgo, o tecido linféide associado ao intestino (GALT) e
o tecido linféide 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 diferenciagao dos linfécitos T, onde as células CD8 tornam-se
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células T citotoxicas para as células que expressam esses antigenos protéicos,
enquanto as células CD4, sob influéncia de citocinas, tornam-se células T auxiliares
subtipos 1 ou 2 (Thl e Th2, respectivamente), sendo que o tipo celular que
predominard depende do patégeno e do tipo de resposta imunoldgica requerida
(Parham, 2001).

Em contraste com o processo de amadurecimento dos linfécitos T, os
precursores dos linfécitos B sdo induzidos a diferenciar dentro da propria medula
ossea, influenciados por varias citocinas produzidas pelas células estromais. Os
eventos principais envolvem as populagdes celulares denominadas pro-B e pré-B, as
guais centralizam elementos genéticos que codificam receptores especificos para
células B, os quais sdo imunoglobulinas (Igs) especializadas expressas na superficie
celular. Igs sao moléculas heterodiméricas consistindo de cadeias pesadas (H) e
leves (L), ambas contendo regides variaveis (V) que contribuem na interacdo com o
antigeno e que diferem na sequéncia de aminoacidos. Em adicao, as cadeias L e H
contém regides que sao constantes (C). Todas essas cadeias contribuem para a
diversidade de Igs produzidas quando linfocitos B encontram-se com um antigeno
(Paul, 2003).

No sangue periférico, os linfocitos B representam de 5 a 15% da populagéo
de linfocitos circulantes. Enquanto sua ativagdo por antigenos protéicos requer a
presenca de linfocitos T, a qual é facilitada pela expressdo de moléculas classe Il do
sistema HLA (Human Leukocyte Antigen), antigenos de natureza lipidica,
glicolipidica ou constituidos de proteinas polimerizadas ou carboidratos estimulam
células B diretamente.

Macréfagos fazem parte do sistema fagocitario mononuclear que se constitui
de células de origem medular, incluindo os mondcitos que trafegam no sangue
periférico e os macréfagos tissulares. Dependendo do tecido ou 6rgdo onde se
encontram, recebem diferentes nomes, como células de Kuppfer do figado,
histiocitos nos linfonodos, os macrofagos alveolares e os esplénicos, quando nos
pulmdes e no baco, respectivamente.

De forma semelhante aos linfécitos, todos tém sua origem em um precursor
comum residente na medula 6ssea, que da origem aos mondcitos do sangue
periférico. Da circulagdo, os mondcitos migram para os tecidos, onde se

transformam em macrofagos, células com elevada capacidade fagocitéria,
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responsaveis pela remogao de restos celulares e materiais estranhos particulados
(Reeves e Todd, 2000).

Os macrofagos podem ser ativados, processo este que culmina com aumento
do seu tamanho, elevagado dos niveis de enzimas lisossomais, metabolismo ativo e
grande habilidade de fagocitar e eliminar microorganismos. Sua ativagdao pode ser
efetivada por meio de toxinas bacterianas, moléculas de ades&o, citocinas
secretadas por linféchejitos T ativados e outros mediadores quimicos presentes nas
reagdes inflamatodrias (Lee et al., 2003; Scott et al., 2003).

Apods ativagao, como elementos celulares centrais da inflamagéo crénica, os
macrofagos passam a sintetizar e secretar varias moléculas biologicamente ativas,
coletivamente chamadas citocinas, que sao importantes mediadores das respostas
inflamatdria e imunolégica (Homolka et al., 2003). Particularmente importantes séo
as citocinas produzidas que tém a habilidade de ativar linfécitos, os quais passam
também a secretar mediadores, fechando e amplificando um circulo de respostas
biolégicas responsaveis nédo so pela eliminagado de agentes invasores, mas também
envolvidas nos processos para garantir o restabelecimento do organismo e
desenvolver resisténcia.

Como células apresentadoras de antigenos (APC), os macrofagos tém a
capacidade de reconhecer e, subsequentemente, internalizar antigenos, processa-
los e, posteriormente, expor fragmentos destes para os linfocitos T por meio de
moléculas de superficie especificas do MHC (Roitt et al., 2003).

Dessa forma, os macrofagos desempenham fungdes centrais na resposta
imunoldgica, assim como o fazem na resposta inflamatéria. Primeiro, eles sdo
necessarios para processar e apresentar antigenos aos linfécitos T
imunocompetentes, pois, ao contrario das células B, as células T ndo sao 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 imunitaria. Também, sdo elementos capazes de lisar
células tumorais pela producdo de metabdlitos téxicos e enzimas proteoliticas,

sendo importantes na vigilancia imunolégica (Cotran et al., 1994).
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1.4 ADESAO CELULAR

O processo de adesao ocorre em varios eventos biologicos, sendo essencial
durante a morfogénese, no crescimento, na organizacao e estabilidade teciduais, na
inflamacao, na resposta do hospedeiro as infeccoes e injurias e, nos processos de
cicatrizacao, dentre outros.

Além da resposta inflamatoéria, a capacidade adesiva dos leucdcitos interfere
com inumeras fungdes dos mesmos, como a citotoxicidade de linfocitos T, sintese de
imunoglobulinas por linfécitos B, fagocitose e quimiotaxia por granuldcitos e
macrofagos, e a permanéncias destas células nos 6rgaos linféides (Arnaout, 1990b;
Carlos e Harlan, 1994; Gahmberg et al., 1999; Springer, 1990).

Os eventos de adeséo, rolamento, transmigragédo e retencao dos leucécitos
em processos inflamatérios sdo dependentes da interagdo entre receptores e
ligantes presentes nos leucécitos, nas células endoteliais e na propria MEC
(Springer, 1994).

Uma fungdo critica da inflamacédo é, pois, a adesdo dos leucdcitos ao
endotélio, permitindo sua passagem do sangue periférico para o tecido conjuntivo no
gual se situa o foco inflamatério. Uma vez que os leucdcitos tenham atravessado a
barreira de células endoteliais, inUmeros passos envolvendo a adesao celular
permitem a retengdo destas células no sitio inflamatério. Esta parte do processo de
recrutamento também depende da interacdo das moléculas de adesdo dos
leucécitos com algumas moléculas da MEC, como colageno, lamininas,
proteoglicanos, FN e VN. Devido ao aumento da permeabilidade da camada
endotelial durante o processo inflamatério, também se acumulam, no sitio
inflamatdrio, uma série de proteinas plasmaticas como a fibronectina (FN) e a
vitronectina (VN), que também participam como substratos para ligagdo de
leucdcitos (Gailit e Clark, 1994).

1.5 MOLECULAS DE ADESAO

As moléculas de adesao, como ja citado, sdo glicoproteinas que medeiam o
contato entre duas células ou entre a célula e a MEC, sendo responsaveis pela
adesao intercelular, adesao celular ao epitélio e ao endotélio, recrutamento e

migragcado seletiva de células inflamatérias dos vasos sanguineos até o local da
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inflamacao. Atuam, ainda, como moléculas sinalizadoras, tendo participacao
essencial na regulagao da inflamagéo e da resposta imunitaria (Simmons, 1995).

Dependendo de suas caracteristicas moleculares, as moléculas de adeséao
estdo agrupadas em quatro superfamilias: a das imunoglobulinas, a das selectinas,
a das integrinas e as caderinas (Simmons, 1995). Na superfamilia das
imunoglobulinas estao incluidas, dentre outras, as moléculas expressas no endotélio
vascular, importantes na interagao leucécito-endotélio, como a VCAM-1 (Vascular
Cell Adhesion Molecule - 1) e a ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule - 1)
(Simmons, 1995).

A ICAM-1 é constitutivamente expressa no epitélio e, em baixos niveis, nas
células endoteliais, tendo sua transcricdo regulada por varias citocinas. Possui dois
sitios de ligacao para a integrina o 32, também conhecida como CD11a e LFA-1
(Lymphocyte Function Antigen - 1). A VCAM-1 tem niveis de expressédo basal muito
baixos nas células endoteliais, porém esses niveis aumentam sob acao de citocinas
como a IL-4. Sua fixagdo maior ocorre através do ligante asf1, também conhecido
como VLA-4 (Very Late Activation Antigen - 4) (Carlos e Harlan, 1994; Gahmberg et
al., 1999). Enquanto, ICAM-1 esta envolvida no recrutamento de todos os tipos de
leucécitos, VCAM-1 mobiliza células mediadoras da inflamacao crénica como
linfocitos, mondcitos, eosindfilos e basdfilos (Springer, 1994).

As moléculas de adesao pertencentes a familia das seletinas sado expressas
em células endoteliais (E-seletina), plaguetas (P-seletina) e leucdcitos (L-seletina) e
medeiam os processos envolvidos no rolamento dos leucdcitos ao longo da parede
do vaso (Lawrence e Springer, 1991), enquanto as da familia das integrinas

promovem a adesdo transitéria dessas células ao endotélio (Springer, 1990).

1.5.1 Integrinas

As integrinas caracterizam-se como uma familia com mais de 20 receptores
transmembranicos diferentes, formados por associacbes nao-covalentes das
subunidades heterodiméricas o e [, ambas cooperando para a formacédo de
dominios usados para acoplamento (Hynes, 1987; Hynes, 1992) por uma ampla

variedade de células, sendo que a maioria das células expressa alguma integrina.
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Sao conhecidas, até o momento, pelo menos oito subunidades f, com
aproximadamente 750 residuos de comprimento, e 14 subunidades o, com cerca de
1000 residuos, todas de natureza glicoprotéica e cada uma com um segmento
extracelular transmembréanico hidrofébico unico (Hynes, 1992), e uma pequena
porcao citoplasmatica. Enquanto o dominio extracelular interage com uma série de
ligantes, incluindo proteinas da MEC, como FN, VN, colageno e outros receptores
celulares como as ICAM-1 e VCAM-1 (Arnaout, 1990a; Burridge et al., 1988;
Springer, 1990), a porgéo citoplasmatica interage com as proteinas do citoesqueleto
celular (Meredith et al., 1996) por meio da porgéo 3.

Como regra geral, as integrinas que contém a subunidade B; medeiam
interagcbes com componentes da MEC (Akiyama et al., 1990; Buck e Horwitz, 1987),
enquanto as B, expressas unicamente nos leucécitos juntamente com trés unidades
o, também especificas para leucocitos, medeiam interagdes intercelulares (Wright e
Detmers, 1988).

Deve-se ressaltar que cada receptor aff reconhece um ou mais ligantes e a
especificidade de ligagdo de um determinado receptor pode ser marcadamente
comprometida pelo ambiente em que ele se encontra ou pelo seu estado de
ativagdo. Dessa forma, a expressado de uma integrina ndo necessariamente indica
gue ela tera um papel funcional na adesdo, até mesmo se o seu ligante estiver
presente em um contexto disponivel. Muitas vezes, elas precisam ser primeiro
ativadas por mediadores soluveis, como horménios e particularmente citocinas, por
exemplo, ou por proteinas componentes da MEC (Hynes, 1992; Lampugnani e
Dejana, 1997; Springer, 1990) para, entdo, aumentar sua afinidade e interagir com o
ligante.

Neste contexto, o dominio da FN que interage com as integrinas, a regiao
RGD, também descrita para a VN, é responsavel pelo acoplamento destas as

integrinas asPi1, apPs € oayf, sendo que a sequéncia acido glutdmico-isoleucina-

leucina-asparagina-valina (EILDV) da FN, interage especificamente com a integrina

asP1, enquanto asparagina-glicina-acido glutdmico-alanina (DGEA) acopla-se a

integrina a,B; (Doherty et al., 1990).
As integrinas B, sédo estruturas heterodimeras que contém uma cadeia a

variavel (CD11a, CD11b ou CD11c) e uma cadeia p comum (CD18) (Arnaout,
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1990a). A molécula a3, € uma integrina expressa em todos os leucdcitos (Hynes,
1992; Kipps, 2001), sendo constitutivamente ativa em diferentes células (Larson et
al., 1991). Esta integrina nao se adere normalmente ao seu ligante ICAM-1, presente
no endotélio vascular (Hynes, 1992). Entretanto, quando os granulécitos séo
ativados por diferentes fatores, em particular os que estimulam sua migragao, como
a IL8 (Ben-Baruch et al., 1995), o, 3, € convertida de um estado de baixa afinidade
para uma situacdo de alta afinidade para com ICAM-1, com mudanga
conformacional da molécula (Hynes, 1992).

Durante uma inflamagao, por exemplo, o aumento da afinidade de o.f>
simultaneamente ao aumento da expressao de ICAM-1 pelo endotélio induzido por
citocinas, propicia-lhes uma forte ligagdo. Esta interagdo, juntamente com a
diminuicdo do fluxo sangulineo local, permite uma firme adesao dessas células ao
endotélio, facilitando processos subsequentes como, por exemplo, a transmigragao
celular e a quimiotaxia (Hynes, 1992).

Integrinas B1 sdo encontradas primariamente em leucdcitos presentes na
inflamagao crbnica e seus niveis aumentam apds estimulo antigénico. Assim como
em outros tipos de células, as integrinas B; medeiam adesdo de linfocitos as
proteinas da matriz extracelular e parecem desempenhar fungdo relevante no
extravasamento e migragcado dessas células ativadas nos tecidos durante a resposta
imunitaria (Ferguson et al., 1991).

Dentre as integrinas p1, destacam-se as moléculas VLA (Very Late Activation
antigens), cuja terminologia esta relacionada a um grupo de moléculas, cujos niveis
de expressao elevam-se em linfocitos somente 14-21 dias apds sua ativagao (Clark
et al., 1992). Ocorrem em, pelo menos, seis diferentes isoformas, denominadas VLA-
1 a VLA-6.

Dentre elas, a VLA-4 (041 ou CD49d/CD29), € uma integrina 1 que atua
como receptor celular (Springer, 1994) ligando-se, via EILDV, a VCAM-1 (Shimizu et
al.,, 1990a) e, como receptor de matriz, liga-se ao mesmo sitio de ligacao presente
na molécula de FN. Da mesma forma, VLA-5, denominado também de osf; e
CDA49e, interage com a FN usando o sitio RGD.

Observou-se que a ativagao aguda de células que medeiam as respostas

inflamatéria e imunitaria resulta em uma rapida indugdo da sua adesédo a
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fibronectina, porém sem alteragao dos niveis de expressao de osp1 € asBi (Shimizu
et al., 1990b).

Em adi¢cdo ao seu papel como receptores da adesao, as integrinas também
atuam como sinalizadores para outros receptores e parecem estar envolvidas com a
regulacdo do reconhecimento do citoesqueleto, transporte idnico, metabolismo de

lipidios, ativacao de proteinas quinase e expressao génica (Meredith et al., 1996).

1.6 PRODUTOS NATURAIS EXTRAIDOS DE PLANTAS MEDICINAIS COMO
AGENTES TERAPEUTICOS

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 investigagdo clinica, iniciados a partir da
observagao das espécies 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
metabdlitos secundarios com potencial interesse medicinal (Willianson et al., 1996).
No Brasil, diante de uma flora tao rica e diversificada, a utilizacido de plantas como
medicamentos caseiros € ampla, tornando imperativo, para o pais, a criagao de uma
politica de incentivo a investigacao cientifica das potencialidades terapéuticas desta
fonte alternativa de medicamento.

Hoje, as companhias farmacéuticas empregam cerca de US$350 milhdes
para desenvolver uma nova droga e procedimentos para melhorar e acelerar o
descobrimento destas sao requeridos (Grabley e Thiericke, 1999). Ao mesmo tempo,
estas investigagdes tém ajudado no entendimento das doengas em niveis molecular
e genético. Subsequentemente, a automagdo e a miniaturizacdo vém tomando
espaco na area, mudando drasticamente o processo industrial no descobrimento de
drogas (Schraml et al., 2003). Além disso, a elucidacdo do genoma humano vem
facilitando o acesso a um aumento expressivo do numero de potenciais alvos de
drogas (Grabley e Thiericke, 1999; Norman, 1998).

A diversidade de atividades biologicas apresentadas por plantas usadas na
medicina caseira vem sendo investigada e o espectro dessas agdes amplifica na

mesma proporcdo em que metodologias mais especificas vao se consolidando
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cientificamente. Varios modelos experimentais, in vivo e in vitro, estdo hoje
disponiveis para tal investigacdo. De particular interesse sdo aqueles direcionados
ao estudo das atividades terapéuticas associadas ao cancer (Hirazumi et al., 1996) e
doencas infecciosas (Zarkovic et al., 2001).

Devido ao potencial biolégico descrito para varios alcaldides inddlicos e as
indicacdes que a uleina parece ter, dotada de atividades que podem interferir com
as respostas de defesa do organismo humano, investigou-se, neste trabalho, sua
acao sobre algumas etapas importantes das respostas inflamatéria e imunitaria em

modelos in vitro.

29



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

- Investigacdo de atividades biolégicas do alcaldide uleina, extraido e
purificado de Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da uleina sobre a capacidade de ades&do a fibronectina

imobilizada de diferentes populag¢des de leucécitos humanos;

- Avaliar o efeito da uleina sobre a capacidade de adesdo a vitronectina

imobilizada de diferentes popula¢des de leucécitos humanos;

- Avaliar a presenga das interginas o B2, auf1 € asBi na superficie celular de
leucécitos humanos obtidos de sangue periférico, antes e apds exposigdo ao
alcaldide uleina;

- Avaliar o potencial imunomodulatério da uleina sobre a transformacéao blastica e

a proliferagao de linfocitos humanos por citometria de fluxo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 CASUISTICA

Foram incluidos neste estudo individuos considerados sadios por nao
apresentarem sinais ou sintomas de doenga, nem estarem fazendo uso de
medicamentos por ocasidao da doacdo, cujo consentimento livre e esclarecido foi
obtido apds aprovagdo do protocolo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR, registro CEP/SD 039.51.003/04-
01, aprovado em abril de 2004.

3.2 COMPOSICAO DE SOLUCOES E TAMPOES

Os sais e reagentes utilizados neste trabalho sdo de procedéncia Merck ou
Sigma, salvo indicagéo contraria. Para o preparo das solugdes, utilizou-se agua pura
obtida pelo sistema Puritech / Permution. As solugbes foram preparadas e, em
seguida, esterilizadas (1) por calor umido (autoclavagao a 121°C, 30min, 1atm) ou
(2) por filtracdo (0,22um — Acrodisc) e, posteriormente, armazenadas em
temperaturas apropriadas para sua conservagao (temperatura ambiente, a 4 - 8°C

ou a —20°C), ao abrigo de luz, conforme indicado.

- Solugdo salina tamponada com fosfatos (PBS): a solugao tampao foi preparada
dissolvendo-se NaH;P0,4.2H,0 (150mmol/l), NaHPO, (150mmol/l) e NaCl
(154mmol/l) em agua. Apos ajuste do pH para 7,2 — 7,4 com solugdo de NaOH 1M,

procedeu-se a esterilizagdo por autoclavagao e armazenamento a 4 — 8°C.

- PBS suplementado com albumina sorobovina (BSA): PBS foi suplementado, em

condigdes assépticas, no momento do uso, com BSA 1% (p/v).

- Solugédo hemolisante de Gey
* Solugdo A: NH4ClI (654,20mmol/l), KCI (24,83mmol/l), Na,HPO,4.H,0
(6,53mmol/l), KH,PO4 (0,88mmol/l), glucose (27,77mmol/l), vermelho de fenol
(0,05g/1)
* Solugdo B: MgCl,.6H,0 (2,06mmol/l), MgSO,.7H,0 (0,56mmol/l), CaCl,
(3,42mmol/)
* Solugéo C: NaHCO;3; (26,78mmol/l)
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O pH de cada solugao foi ajustado para 7,2 — 7,4 com solu¢gdo de NaOH 1M e os
reagentes foram conservados a 4°C. No momento do uso, a solu¢do hemolisante foi
preparada na proporcdo de 4:1:1:14 para as solucbes A, B, C e agua,

respectivamente.

- Solugéo de tripsina a 0,025%: solugao de tripsina foi preparada, em condigbes
estéreis, diluindo-se o reagente Trypsin — EDTA 0,05% (Gibco) na proporgao de 1:2

em PBS e conservada a —20°C.

- Meio RPMI 1640: RPMI 1640 (Gibco) em po6 foi dissolvido em agua conforme
instrugdes do fabricante e suplementado com 3g/l de bicarbonato de sédio. O meio

foi, entdo, esterilizado por filtragcdo usando-se o sistema a vacuo Sterifil (Millipore).

- Meio RPMI 1640 suplementado: meio RPMI 1640 foi suplementado com 10% (v/v)

de soro bovino fetal em condi¢des assépticas.

- Sepharose 4B ativada por CNBr (Amersham Biosciences): a resina foi ressuspensa
em HCI 1mM na propor¢ao de 200ml/g de resina. Um grama de resina fornece 3,5ml

de coluna.

- Tampéo de acoplamento a Sepharose 4B: Na,HPO, 0,1M, pH 8,0, acrescido de
5mg de gelatina/ml de Sepharose.

- Solugéo de bloqueio: glicina 0,2M em agua, pH 8,0.

- Solugbes de lavagem da coluna Sepharose 4B:
* 1- Acetato de sédio 0,1M, NaCl 0,5M, pH 4,0
* 2 - Uréia 2M, suplementado de NaCl 0,5M
* 3 - Glicina 0,4M, pH 2,0
* 4 - Agua
* 5-PBS, pH 7,3, suplementado com 0,02% de azida sédica.

- Solugcdo de preparo da coluna Sepharose 4B para adsor¢do da fibronectina:
tampao Tris*-HCI 50mM, pH 7,3.

# Tris(hidroximetil)metilamina
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- Solugéo de eluigdo da fibronectina: Tris-HCI 50mM, suplementado com uréia 2M,
pH 7,3.

- Sepharose-Heparina CL-6B (Pharmacia): a resina foi ressuspensa em agua na

proporg¢ao de 200ml/g de resina. Um grama de resina fornece 5ml de coluna.

- Solugbes de lavagem da coluna Heparina-Sepharose CL-6B: Tampao P-Na 10mM:
Na;H.PO, (10mM) e NayHPO, (10mM) foram dissolvidos em agua e, quando
necessario, suplementou-se com NaCl 2M e EDTA 5mM, pH 7,7 (tampao P-Na 1) ou
com NaCl 0,13M e EDTA 5mM, pH 7,7 (tampé&o P-Na 2).

- Solugcéo desnaturante da vitronectina: uréia 8M.

- Solucéo de lavagem para ligantes inespecificos 1. tampao P-Na 1, suplementado

com uréia 8M e -mercaptoetanol 10uM.
- Solugéo de lavagem A (tampao A): EDTA 5mM, uréia 8M e tamp&o P-Na 10mM.
- Solugéo de lavagem B: tampéo A, suplementado com NaCl 0,13M.

- Solugéo de lavagem para ligantes inespecificos 2: tampéao A, suplementado com f3-

mercaptoetanol 10uM e NaCl 0,13M.
- Solugéo de eluigéo da vitronectina: tampao A, suplementado com NaCl 0,5M.

- Solugéao de acrilamida 30%: acrilamida 29,2% e N’N’bis-metileno-acrilamida 0,8%

foram dissolvidos em agua e a solugao conservada a 4°C.

- Tampéo Tris-HCI 1,6M pH 8,8 e Tampéo Tris-HCI 1M pH 8,8: Tris-base foi
dissolvido em agua na molaridade requerida e o pH foi ajustado com solugéo de HCI

6N, sendo as solugbes armazenadas a 4°C.

- Gel de poliacrilamida 6% (gel de corrida):

* solucao de acrilamida 30% 2,0ml

* Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 2,5ml
* SDS 10% 0,1ml
* Persulfato de amoénia 10% 0,1ml

33



* TEMED"” 0,024ml
* Agua q.s.p. 10ml

- Gel de poliacrilamida 5% (gel de alinhamento):

* solucao de acrilamida 30% 0,33ml

* Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 0,25ml
* SDS 10% 0,02ml
* Persulfato de amoénia 10% 0,02ml
* TEMED 0,006ml
* Agua q.s.p. 2ml

- Tampé&o de carregamento de amostra: Tris-HCI 100mM pH 8,8, azul de bromofenol
0,05% (p/v), glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v) e SDS 2% (p/v), utilizado

na proporgao de 1:4 em relagédo a amostra.

- Tampé&o de corrida em condigbes desnaturantes: Tris-HCl 3,03% (p/v), glicina
14,4% (p/v), SDS 0,1% (p/v).

- Solugéo corante de gel de poliacrilamida: Azul Brilhante de Comassie R-250 0,05%
(p/v) foi dissolvido em metanol (50%) e adicionado de acido acético (10%) e agua

(40%). A solucao foi mantida em temperatura ambiente.

- Solugéo descorante de gel de poliacrilamida: metanol 50% (v/v), acido acético 10%

(v/v) em agua.

- Tampé&o de transferéncia: Tris-HCI 3,03% (p/v), glicina 1,44% (p/v), metanol 20% e
SDS 0,1% (p/v).

- Solugéo corante de membrana de nitrocelulose: Ponceau-S 0,2% (p/v) e acido

aceético 3% (v/v).

- Solugédo de TBST 0,05%: NaCl 120mM, Tris-HCI 20mM, pH 7,4 e Tween 20 0,05%
(V/v).

- Solugéo de bloqueio da membrana de nitrocelulose: leite desnatado (Nestlé) 5%
(p/v) em PBS, contendo TBST 0,05% (Vv/v).

# N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina



3.3 OBTENCAO DOS LEUCOCITOS

Amostras de sangue periférico de individuos voluntarios sadios colhidas em
seringas estéreis e anticoagulados com heparina foram utilizadas para obtencao das
diferentes populagcdes de leucocitos humanos. Células mononucleares (MNC:
linfécitos e mondcitos) foram separadas dos granuldcitos (GRN: neutrdfilos,
eosindfilos e basoéfilos) por meio de centrifugagdo usando-se Ficoll-Paque ™PLUS
(Amersham, Biosciences) 1,077g/cm® como gradiente de densidade. Apds
centrifugacao a 200g por dez minutos em temperatura ambiente, foi retirado o
plasma rico em plaquetas, sendo o volume reconstituido com PBS. Nova
centrifugacado a 800g por 25 minutos permitiu a separacdo do creme leucocitario
(x2ml), que foi adicionado de PBS (£9ml) e gentilmente depositado sobre o gradiente
de densidade (3 ml). Apds centrifugacédo (200g por trinta minutos em temperatura
ambiente), os MNC recuperados da interface do gradiente foram lavados duas vezes
com PBS (800g/5min), ressuspensos em RPMI 1640 e a concentracao ajustada para
10° células/ml com auxilio de hemocitdmetro. Os granuldcitos, recuperados do
sedimento apos lise dos eritrocitos com solugdo hemolisante de Gey, foram lavados
duas vezes com PBS (800g/5min), ressuspensos em RPMI 1640, enumerados com
auxilio de um hemocitdmetro e sua concentracdo igualmente ajustada para 10°

células/ml.

3.4 PREPARO DE CITOCENTRIFUGADOS

Para observar a composicdo das fracbes de MNC e de GNC,
citocentrifugados contendo 4x10* células foram preparados ap6és centrifugacdo a
1500rpm por cinco minutos, sob baixa aceleragdo, em citocentrifuga Cytopro™
(Wescor). Em seguida, foram corados com May-Grunwald-Giemsa e observados sob
microscopia de luz. Fotografias foram obtidas usando-se o soffware IMAGE PRO
PLUS acoplado ao microscépio Olympus CH30.

3.5 COLORAGAO DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA

Citocentrifugados secos ao ar foram recobertos pelo corante May-Grunwald
por trés minutos; o corante foi, entdo, diluido com gotas de agua destilada
tamponada pH 6,8, por um minuto; em seguida, adicionou-se o corante de Giemsa
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diluido em agua tamponada (1:20) e incubou-se por quinze minutos. Finalmente, as

laminas foram lavadas em agua corrente e secas ao ar.

3.6 VIABILIDADE E CITOTOXICIDADE CELULARES

A viabilidade dos leucécitos foi avaliada apds o processo de isolamento e
durante todas as etapas dos procedimentos metodolégicos. Para tanto, usou-se o
teste com azul de tripano. Populagbes de leucdcitos isoladas como descrito
anteriormente foram diluidas apropriadamente em solugédo a 0,4% (p/v) de azul de
tripano em PBS e sua viabilidade observada ao microscépio de luz (Olympus CH30).
Somente amostras contendo >90% de células viaveis foram utilizadas nos
experimentos. Para avaliagdo do efeito toxico da uleina, concentragdes crescentes
(10 - 10% pg/ml) do alcaldide foram adicionadas a 2x10° células e incubadas a 37°C
por duas e trés horas para GRN e MNC, além de quatro e cinco dias somente para
MNC, em RPMI 1640 suplementado. Em seguida, as células foram observadas

guanto a viabilidade como acima descrito.

3.7 ISOLAMENTO E PURIFICAGAO DE FIBRONECTINA DE PLASMA HUMANO
POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

3.7.1 Preparo da coluna de Sepharose-gelatina

Para a obtencao de fibronectina de plasma humano, utilizou-se o sistema da
Amersham Biosciences Sepharose™ 4B ativada com CNBr conjugada a gelatina. A
2,59 de Sepharose 4B (Amersham) juntou-se fracbes de 50ml de HCI 1mM para
hidratacdo da resina, durante 15 minutos, em temperatura ambiente. Em paralelo,
dissolveu-se a gelatina (Sigma G-2500) em tampao fosfato 0,1M pH 8,0, cuja
absorvancia em 280nm foi de 0,452. Apds total remogao da solugdo de HCI da
resina, a qual passou a ter o volume de 8,7ml, adicionou-se 15ml da solugao tampéo
de acoplamento e a mistura foi deixada em constante agitagao por 12 horas, a 4°C.
Em seguida, a mistura foi centrifugada e o sobrenadante lido em 280nm novamente,
apresentando 0,306 de leitura, demonstrando acoplamento entre a gelatina e a
Sepharose. Apos remogao total do sobrenadante, foram adicionados 15ml de

solucdo de glicina 0,2M pH 8,0 e incubado por 16 horas, em constante agitacdo, a
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4°C. Lavou-se a resina consecutivamente com as solugdes de lavagem 1, 2, 3, 4 e,

finalmente 5, onde a resina ficou armazenada sob refrigeragao até uso.

3.7.2 Isolamento de fibronectina em coluna de Sepharose-gelatina

Em coluna 1,0 x 7,0cm de Sepharose-gelatina em PBS, pH 7,3, foram
aplicados 300ml de plasma humano 50% (v/v) em Tris 50mM, com 1,2mM de PMSF,
0s quais ficaram em extragao continua durante dezesseis horas, sob refrigeracao
(4°C), com auxilio de bomba peristaltica (0,34ml/min). O material adsorvido contendo
FN foi eluido em fracdes de 3ml cada, com solugcdo de uréia 2M em tampao Tris
50mM, pH 7,3.

3.7.3 Purificacao de fibronectina

Das 29 fragdes obtidas, reuniu-se em aliquota Unica as que demonstraram
absorgédo > 0,3 em 280nm (HITACHI U-2001) e dializou-se em PBS por 12 horas a
4°C usando-se oito unidades de cerca de 10cm cada de membrana de celulose
apropriada para dialise (Sigma D-9527, 43mm x 27mm). O volume de PBS usado foi
de cerca de 2 litros cada vez, o qual foi trocado apos 2, 12 e 18 horas de contato, a
4°C.

3.7.4 Quantificagéo de fibronectina

O conteudo em FN resultante da dialise foi quantificado de acordo com
Mosesson e Umfleet (1970) como a seguir: em cubeta de quartzo com 1cm,
adicionou-se 500ul do eluato e leu-se a concentracdo em 280nm, sabendo-se que

1mg/ml de FN corresponde a leitura de 1,28 (Mosesson e Umfleet, 1970).

3.8 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DE VITRONECTINA DE PLASMA HUMANO
POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

3.8.1 Preparo da coluna de Sepharose-heparina

Para obtencao de vitronectina de plasma humano, utilizou-se o sistema
Heparin Sepharose CL-6B, Pharmacia. Para 2g de resina, adicionou-se 30ml de

agua e a solugéo foi transferida para uma coluna de 1,0 x 7,0cm, a qual foi lavada

37



com agua (400ml) por 15 minutos e armazenada sob refrigeragéo até o momento do
uso. Imediatamente antes do uso, a coluna foi lavada com a solugao tampao P-Na 1

(50ml) e, em seguida, equilibrada com o tampao P-Na 2.

3.8.2 Isolamento de vitronectina em coluna de Sepharose-heparina

Plasma humano (125ml) foi coagulado com 2,5ml de CaCl, 1M por uma hora
em temperatura ambiente, seguida de mais duas horas sob refrigeracdo. Apos
separacgao do soro (800/5min), este teve o pH ajustado para pH 7,7 e foi adicionado
de 3ml de solugdo de benzamidina 20mM e 1,25ml de EDTA 0,2M. Em seguida, o
soro tratado foi rapidamente passado pela coluna para a retirada de contaminantes
inespecificos, eluido e o volume ajustado para cerca de 300ml com agua; adicionou-
se ao eluato cristais puros de uréia (Reagen) em quantidade suficiente para a
solugao final ter 8M, a qual ficou em repouso por duas horas em temperatura
ambiente. Em paralelo, a coluna foi lavada com 50ml de solugdo de lavagem para
ligantes inespecificos 1 e equilibrada com o tampao de lavagem A. O soro reservado
foi, entdo, aplicado a coluna, e a VN extraida continuamente, durante dezesseis
horas, a temperatura ambiente, com auxilio de bomba peristaltica (0,34ml/min). Em
seguida, a coluna com VN adsorvida foi lavada com o tampao de lavagem A
(100ml), seguida de lavagem com o tampao de lavagem B (150ml); apds, adicionou-
se 5ml de solugao de lavagem para ligantes inespecificos 2; adicionou-se mais 15ml
deste tampao e deixou-se em incubacgao por 2 horas em temperatura ambiente. Em
seguida, desprezou-se este tampao e adicionou-se mais 45 ml para lavagem final de
ligantes inespecificos. A vitronectina adsorvida foi, entdo, eluida com solugéo de
lavagem A suplementada com NaCl 0,5M em aliquotas de 3ml cada, resultando em

23 fracoes.

3.8.3 Purificacao de vitronectina

As fracbes resultantes da extracdo de vitronectina foram dialisadas em PBS
por 12 horas a temperatura ambiente, usando-se membrana de celulose apropriada
para didlise (Sigma D-9527, 43mm x 27mm), em oito unidades de cerca de 10cm
cada. O volume de PBS usado foi de cerca de 2 litros e trocado apés 2, 12 e 18

horas de contato.
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3.8.4. Quantificacao de vitronectina

O conteudo em VN resultante foi quantificado de acordo com Dahlback e
Podack (1985) como a seguir: em cubeta de quartzo com 1cm, adicionou-se 500ul
do eluato e leu-se a concentragdo em 280nm, sabendo-se que 1mg/ml de VN
corresponde a leitura de 1,38 (Dahlback e Podack, 1985).

3.9 ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM
CONDICOES DESNATURANTES (SDS-PAGE)

Eletroforese do material eluido das colunas Sepharose-gelatina e Sepharose-
heparina foi realizada em gel de poliacrilamida 6%, sob corrente constante de 25mA,

por uma hora, em temperatura ambiente em cuba especifica (BioRad).

3.10 COLORACAO DE GEL DE POLIACRILAMIDA

Para a identificacdo de bandas protéicas, cada gel de poliacrilamida foi
corado com solugao de Azul Brilhante de Coomassie por 20 minutos a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante, e descorados nas mesmas condicbes da

coloracao, com sucessivas trocas de solugao descorante.

3.11 WESTERN BLOT

Apods corrida eletroforética em gel de poliacrilamida, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (BioRad) em cuba Trans-Blot Cell,
BioRad, a uma voltagem constante de 25V, nao ultrapassando 90mA, por 16 horas a
4°C. As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram
coradas com solugao corante de Ponceau S, para monitorar a transferéncia.
Posteriormente, as membranas foram descoradas com agua deionizada e os sitios
inespecificos bloqueados com solugdo de bloqueio por duas horas. A seguir, as
membranas foram incubadas com solucdo de anticorpos primarios obtidos em
coelhos imunizados contra fibronectina ou vitronectina humanas (2ug/ml), por
dezesseis horas, sob refrigeracdo e agitagcdo constante. As membranas foram,
entao, lavadas com solucao de bloqueio, trés vezes, durante dez minutos cada. Para

visualizar a imunorreagdo, as membranas foram incubadas com solugdo de
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anticorpos anti-lgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina por uma hora e, em
seguida, lavadas com a solugao de bloqueio, trés vezes, durante dez minutos cada.
A revelacao das bandas protéicas foi realizada em camara escura com a utilizacao

de luminol, revelador apropriado e filmes radiograficos 35x35mm, Kodak.

3.12 OBTENGAO E IDENTIFICACAO DA ULEINA

Cascas de Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson (15kg) foram
adquiridas no mercado formal de plantas medicinais na regido metropolitana da
cidade de Sao Paulo, Brasil, e a identificacdo da espécie foi feita pelo pelo
Laboratério de Farmacognosia do Departamento de Farmacia, Universidade Federal
do Parand, através da analise farmacognéstica, segundo a Farmacopéia Brasileira |
(1929) e por comparagao macroscopica e microscopica com amostra auténtica. Uma
amostra do material botanico utilizado encontra-se depositada no mesmo
laboratorio, onde permanece como material de referéncia e estudo. A droga foi
moida, desengordurada em soxhlet com éter de petréleo e em seguida submetida a
maceragao com solugdo aquosa de acido cloridrico 1% (v/v) e extraida até reagao
negativa frente ao reagente de Dragendorff. O extrato obtido foi filtrado e
concentrado em rotavapor (40°C) até aproximadamente 1/5 do volume inicial e
posteriormente alcalinizado com carbonato de soédio e submetido a particdo com
cloroférmio. O extrato organico foi evaporado sob pressédo reduzida, obtendo-se
17,299 da fragao rica em alcaldides. Essa fragdo foi suspensa em solugdo aquosa
de &cido cloridrico 1%, filtrada e concentrada em rota-vapor até secura e 0os ensaios
foram realizados com os alcaldides na forma de cloridrato.

Uma por¢ao da fragao de alcaldides pH 10 (3g) foi submetida a cromatografia
em coluna de silica gel 70-230 mesh (60g) e eluida com um gradiente de n-hexano,
hexano:tolueno, tolueno, tolueno:DMC, DMC, DMC:CHCIl;, CHCI;, CHCIs:AcOet,
AcOet, AcOet:EtOH e EtOH. Desse fracionamento foram obtidas 475 fragdes, que
foram submetidas a CCD (fase movel: n-hexano:AcOet:MeOH:(CHs3),N(5:4:0,8:0,2),
revelada com reagente de Dragendorff e sulfato cérico amoniacal seguida por
aguecimento. Apoés verificagao das CCD, fragdes com mesmo perfil cromatografico
foram combinadas rendendo 33 fracoes denominadas U1 até U33. As fragdes U12-

U20 foram novamente reunidas e submetidas a cromatografia preparativa em silica
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gel (20x20cm) rendendo quatro manchas bem definidas, denominadas R1D1, R1D2,
R1D3 e R1D4. A fracdo R1D1 (Rf 0,37), foi resubmetida a cromatografia em silica
gel (10g) usando como solvente CHCI;:MeOH (99,5:0,5), onde foi obtido 0,2051g
(0,0041%) de um composto puro o qual foi submetido a varias recristalizagées em
CHCI3/MeOH e seco em Abderhauden na presenca de P,Os. Investigagdo quimica
do composto isolado por métodos espectrométricos (UV, IV, EM, RNM) e por
comparagdo com amostra padrédo e dados da literatura, indicou tratar-se do

composto uleina (Franca, et al.,2000, Joule e Djerassi, 1964, Oshi, et al.,1964).

3.13 ADESAO CELULAR A FIBRONECTINA E A VITRONECTINA IMOBILIZADAS
Para o estudo da funcido adesiva dos leucécitos, utilizou-se o ensaio de
adesado a FN e VN imobilizadas descrito por Durig e colaboradores (Durig et al.,
1998), com algumas modificagdes. Foram adicionados a pogos de placas estéreis de
96 cavidades (TPP), fundo chato, 50ul de solugéo de fibronectina (40ug/ml) ou
vitronectina (20ug/ml). Apds uma hora de incubagédo a 37°C, os pogos foram lavados
duas vezes com PBS. Com a finalidade de se bloquear sitios inespecificos,
adicionou-se 100ul/pogo de PBS enriquecido com 1% (p/v) de BSA inativada (56°C
por uma hora) e as placas foram re-incubadas por uma hora a 37°C em temperatura
ambiente. Finalmente, os pogos foram lavados trés vezes com PBS. Apds a ultima
lavagem, 50ul de meio RPMI 1640 contendo 2x10° células e 50pul de uleina, nas
concentragdes de 10° a 100ug/ml, foram adicionados a cada pogo e incubados a
37°C por uma hora. As células que nao aderiram a FN ou VN (células nao
aderentes) foram removidas dos pogos por aspiragao; em seguida, os pogos foram
lavados duas vezes com 100ul de PBS, sendo esses volumes adicionados a
populagao inicial. As células aderidas (células aderentes) foram desalojadas apos
tratamento com solugéo de tripsina-EDTA, com incubagéo a 37°C por cerca de dez
minutos. A agao proteolitica da tripsina foi inibida por meio de adigéo de 10ul de soro
bovino fetal/pogo. Apds remogéo das células, os pogos foram lavados com PBS com
a finalidade de se remover eventuais células remanescentes. A adesado espontanea
das diferentes populagdes de leucdcitos (controle) foi monitorada por meio de ensaio

semelhante, porém na auséncia de FN ou VN. Ambas as fragdes foram enumeradas
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com auxilio de hemocitdmetro e a porcentagem de adeséao foi expressa conforme a

férmula a seguir:

% de adesao = n° de células aderentes X 100
células n° de células aderentes + n° de células ndo aderentes

3.14. PRESENCA DE MOLECULAS DE ADESAO

Amostras de sangue contendo aproximadamente 10° leucécitos (100ul) foram
incubadas, por 1 e 12 horas, com uleina nas concentragdes de 1 e 10ug/ml; em
seguida, as células foram lavadas com PBS e adicionadas de 5ul de solugdo de
anticorpos monoclonais conjugados a ficoeritrina (PE) para a4f: (Pharmingen/BD) e
ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) para osB; (Immunotech) e o.f2
(Pharmingen/BD). Apos incubagdo ao abrigo da luz por quinze minutos a

temperatura ambiente, adicionou-se 2ml de solugdo FACS™

Lysing Solution (Becton
Dickinson) em cada tubo. Apds dez minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, as células marcadas foram lavadas duas vezes com PBS (800g/5min) e
ressuspensas em 0,5ml de solugéo de paraformaldeido 1%. Os niveis de expressao
de o B2, a4B1 € asPy pelos diferentes tipos de leucocitos foram analisados em um
citbmetro de fluxo Becton Dickinson, modelo FACSCalibur, equipado com laser
Argdnio 488nm.

Em todas as determinagdes citométricas, um minimo de 10* células foi
analisado e a linha limite de detecgao baseou-se na maxima coloragao obtida com a
mesma populagédo, porém sem estar marcada com o anticorpo monoclonal. Foram
consideradas células positivas aquelas que expressaram fluorescéncia acima de 1%
da linha limite e os resultados estdo apresentados como a porcentagem média da
expressao para cada grupo de leucdcito, mais ou menos um erro padrao da média

(EPM), de pelo menos trés experimentos independentes.
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3.15 ENSAIO DE IMUNOMODULAGCAO

A influéncia da uleina na proliferagao de linfécitos humanos, estimulados ou
nao por fitohemaglutinina (PHA), foi investigada por meio de curvas de crescimento
celular determinadas apos 120 horas de incubacgao(Berger, 1979; Hume e
Weidermann, 1980). Células mononucleares (MNC; 2x10°) ressuspensas em RPMI
1640 suplementado com 10% de soro humano foram adicionadas a pogos de placas
estéreis de 96 cavidades, incubadas a 37°C, por 5 dias, em atmosfera de 5 a 10%
de CO,, na presenga de uleina (10 a 100 pg/ml). Em alguns experimentos, meio
contendo fitohemaglutinina (Meio para Caridtipo Cultilab, Campinas/SP), na
concentracao de 10% (v/v), foi adicionado ao sistema. Apds incubagéo, as células
MNC foram transferidas para tubos de ensaio apropriados e analisadas com um
citbmetro de fluxo modelo FACSCalibur, equipado com laser de Argdnio (488nm) e
detectores de dispersdo para tamanho e complexidade interna, Becton Dickinson.
Para cada analise, eventos foram adquiridos por 45 segundos na velocidade média
em escala linear e, graficos baseados no tamanho (FSC - forward light scatter) e na
complexidade interna (SSC - side light scatter) das células foram construidos.
Delinearam-se janelas discriminatérias para as populagdes de linfécitos (R1), blastos
(R2) e células mortas/debris celulares (R3). Os dados foram analisados usando-se 0
software WinMDI 2.8. Cada ensaio foi realizado em triplicata e, como resultado de
cada experimento, utilizou-se a média da triplicata. O efeito proliferativo foi avaliado
através do indice de proliferacéo (IP) (Gaines et al., 1996), onde a média aritmética

das triplicatas (X) dos valores obtidos por ensaio foram aplicadas como a seguir:

X (células detectadas em R2)ieste
X (células detectadas em R2)conirole

A porcentagem de transformac&o blastica foi avaliada usando-se a média

aritmética das triplicatas (X) dos valores obtidos, como a seguir:

TB (%) = _100 (células presentes em R2 — células presentes em R1)
células presentes em R2
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A morfologia das células de citocentrifugados corados dos diferentes grupos
foi observada sob imersdao em microscopio de luz. Linfécitos foram reconhecidos por
seu aspecto morfolégico caracteristico, apresentando-se como células
arredondadas, pequenas, elevada relacdo nucleo-citoplasmatica, citoplasma
escasso, de coloragao azul, auséncia de granulacéo especifica, nucleo arredondado
com cromatina densa e agregados irregulares, com eventual presenca de estruturas
semelhantes a nucléolos, porém mal definidos. Linfocitos transformados pela agao
da fitohemaglutinina foram considerados como blastos e identificados como células
maiores do que linfécitos nao-ativados, citoplasma azul intenso, geralmente
vacuolizado, com Complexo de Golgi desenvolvido, cromatina delicada, presenga de

dois ou mais nucléolos visiveis, proeminentes e delineados, com volume aumentado.

3.16 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estao apresentados como a porcentagem média + erro padrao
da média (EPM). Para analise estatistica dos resultados, usou-se o teste t e o
software InStatSoft. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. PURIFICAGAO DE FIBRONECTINA E VITRONECTINA

A fibronectina (FN) € uma proteina de natureza adesiva, n&o reagente com
receptores de adesdo na sua forma soluvel, mas altamente adesiva quando
insoluvel, sendo proeminente na matriz extracelular de uma variedade de tecidos
conjuntivos e membranas basais (Magnusson e Mosher, 1998) que, junto com a
vitronectina (VN), outra glicoproteina relacionada a adeséao celular, estdao presentes
no plasma ou soro de mamiferos, como revisto na introducao deste trabalho. Para o
estudo da influéncia da uleina na adesao celular, ambas foram obtidas de plasma
humano por meio de cromatografia de afinidade.

Fibronectina foi purificada por meio de coluna de Sepharose-gelatina, seguida
de eluicdo com solucdo de uréia em tampao Tris, resultando em quinze fragdes.
Destas, somente as fragdes de 1 a 13, apos serem submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida em condicbes desnaturantes e coloragdo com solugdo de Azul
Brilhante de Coomassie, mostraram nitida banda, unica, com massa molecular de
aproximadamente 220 kDa, semelhante a resultados relatados por outros usando
metodologia semelhante (Manabe et al., 1997).

A obtencdo de FN foi confirmada por Western blot, onde transferéncia das
bandas obtidas no gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes para
membranas de nitrocelulose, seguida de tratamento com anticorpos especificos para
FN humana, confirmou a presenca de uma unica banda, com a mesma massa
molecular de cerca de 220 kDa, como ilustrado na Figura 3.

Os resultados cromatograficos e eletroforéticos obtidos com o processo de
purificacdo da FN estdo de acordo com o esperado quando sua fonte € o plasma
humano, pois esta proteina geralmente existe como um dimero composto por duas
subunidades ligadas por um par de pontes dissulfeto, proximo a carboxila terminal
(Ruoslahti, 1988). Entretanto, quando submetida a condigbes desnaturantes, como a
realizada neste trabalho, resulta em banda unica, com a massa molecular
encontrada, pois, nessas condigdes, sao rompidas pontes dissulfeto, com
visualizagdo da sua forma monomérica. Ja na eletroforese em gel de poliacrilamida
em condi¢gdes nao-desnaturantes, quase toda a fibronectina aparece como dimero

(Manabe et al., 1997), com massa molecular de aproximadamente 450 kDa.
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Figura 3. Fibronectina obtida de plasma humano. Gel de poliacrilamida em condigbes
redutoras corado com Azul Brilhante de Coomassie mostrando as fra¢des indicadas de
fibronectina obtidas de plasma humano, apds eluigdo em coluna Sepharose-gelatina com
solugéo de uréia em tampéo Tris pH 7,5 e didlise em PBS. M: marcador de massa molecular.

Apos reunido dessas 13 fragbes eluidas, seguida de dialise em PBS, obteve-
se, entdo, FN humana purificada, na concentracédo de 0,341mg/ml, de acordo com
guantificagcado espectrofotométrica em 280nm, cuja absorvancia foi de 0,436, num
volume total de 40 ml.

Da mesma forma como para a FN, cromatografia de afinidade usando-se
coluna de Sepharose-heparina foi usada para obtengdo de VN, a qual, depois de
eluida, demonstrou, como esperado, duas bandas em eletroforese em gel de
poliacrilamida. Apds transferéncia para membrana de nitrocelulose, reagdo com
anticorpos de coelho especificos para VN humana revelou a presenca dessas
bandas, com massa molecular de aproximadamente 65 e 75 kDa, caracteristicas da
VN (Hayman et al., 1983), conforme ilustrado na Figura 4. Obteve-se VN purificada
na concentragao de 0,116 mg/ml, num volume final de 40 ml, resultante de uma
aborvancia de 1,38 em 280nm.

O rendimento da VN foi pelo menos um terco inferior aquele obtido para FN.
Entretanto, apesar de sua estrutura primaria, a sequéncia de seu DNAc (Jenne e
Stanley, 1985; Suzuki et al., 1985) e dominios estruturais serem conhecidos (Suzuki
et al., 1984), os procedimentos de purificagdo da VN parecem ser relativamente
ineficientes. Como ja relatado por outros (Barnes e Silnutzer, 1983; Hayman et al.,

1983; Suzuki et al., 1984), tanto o plasma como o soro humano apresentam de 10 a
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40 mg% de VN, mas apenas pequena quantidade é isolada usando esta
metodologia, com um rendimento esperado entre 0,5 a 20%. Portanto, o rendimento
de VN obtido, embora baixo, estd de acordo com o esperado quando se tem o

plasma humano como fonte e a metodologia utilizada para sua purificagao.

. t & L <« 75kDa
‘ "« 65kDa

60 kDa —»

43 kDa —»

Figura 4. Vitronectina obtida de plasma humano. Gel de poliacrilamida em condigbes
redutoras corado com Azul Brilhante de Coomassie mostrando as fra¢gdes indicadas de
vitronectina obtidas de plasma humano apds eluigdo de coluna Sepharose-heparina com
solugdo EDTA, uréia e tampao fosfato-salina 10mM, seguida de dialise em PBS. M: marcador
de massa molecular.

4.2 ANALISE DA ULEINA

Com a finalidade de se avaliar o conteudo da fracao alcaloidica extraida das
cascas de Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson que seria utilizada para o
estudo dos efeitos bioldgicos da uleina, uma aliquota do material foi analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cujo perfil cromatografico esta
apresentado na Figura 5.

Nele, dos trés picos distintos, o com tempo de retencao de 5,64 minutos foi
identificado como sendo o da uleina, cuja concentragédo na amostra foi de 93,4%. O
pico com tempo de retencéo de 3,66 minutos foi identificado como a epi-uleina, um
isdbmero da uleina que, embora em quantidades pequenas, sempre esta presente

nos processos de isolamento e purificacdo da uleina. Esses resultados
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demonstraram e confirmaram ser a uleina o componente majoritario da amostra a

ser utilizada nos ensaios experimentais.
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Figura 5. Perfil cromatografico da fragao alcaloidica extraida de Himatanthus lancifolius (Muell.
Arg.) Woodson. A fragédo rica em alcaldides obtida das cascas de H. lancifolious foi diluida em
acetonitrila:metanol (1:9) e analisada por CLAE em 305nm, coluna C18, fluxo de 0,8ml/min, por 45
minutos. Uleina foi identificada pelo tempo de retencdo de 5,64 minutos e epi-uleina, em 3,66
minutos.

4.3 EFEITO DA ULEINA SOBRE A VIABILIDADE DE LEUCOCITOS HUMANOS
4.3.1 Obtencgéo de fragbes de leucdcitos humanos

Para o estudo das atividades bioldgicas da uleina proposto neste trabalho,
utilizaram-se leucécitos obtidos de sangue periférico de doadores sadios. Por
apresentarem caracteristicas distintas, ndao s6 morfologicamente, mas também
funcionais, os leucdcitos foram divididos em duas populagdes, mononucleares
(MNC) e granuldcitos (GRN), ambas obtidas apés centrifugacéo sobre um gradiente
de densidade.

O conteudo celular dessas fragdes esta apresentado na Tabela 3 e, como
esperado, citocentrifugados corados com May-Grunwald-Giemsa dessas popula¢des
demonstraram que linfocitos e mondcitos predominaram entre as células MNC

(294%), enquanto neutréfilos e eosindfilos constituiram mais de 95% da fragdo dos
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GRN (n=6). Além disso, somente amostras contendo >90% de células viaveis apos o
processo de isolamento, avaliadas pelo teste de exclusdo com azul de tripano, o
gual tem a propriedade de penetrar em células cuja permeabilidade seletiva da
membrana tenha sido prejudicada (Merchant et al., 1964), foram utilizadas nos

experimentos.

Tabela 3. Tipos celulares presentes nas subpopulagbes de leucécitos obtidos de sangue
periférico de voluntarios sadios, apds centrifugagéo sobre gradiente de densidade.

Exp E':ﬁf‘; Tipos celulares (%)
Seg Bast Eos Linf Mono
1 85 09 05 01 -
2 90 05 03 02 -
3 85 08 06 01 -
4 GRN 79 10 o7 03 01
5 89 08 03 - -
6 90 06 02 01 01
1 03 - 01 93 03
2 01 - - 97 02
3 MNC 01 - - 92 07
4 - - - 98 02
5 05 01 86 08
6 04 02 89 05

Citocentrifugados corados com May-Grinwald-Giemsa foram preparados apos
separagao entre mononucleares (MNC) e granuldcitos (GRN) usando gradiente de
densidade (ver Material e Métodos) e observados em imerséo, sob microscopia de
luz. Em cada experimento (exp), pelo menos 100 células foram identificadas
morfologicamente e cada valor representa a porcentagem de cada tipo leucocitario
identificado. Seg: neutrofilos segmentados; Bast: neutrofilos bastonetes; Eos:
eosindfilos; Baso: basdfilos; Linf: linfocitos; Mono: mondcitos.

4.3.2 Toxicidade da uleina para leucécitos humanos

Para se estudar o efeito biolégico da uleina sobre leucécitos humanos,
avaliou-se, primeiramente, seu potencial téxico. Neste contexto, o ensaio que utiliza
o corante azul de tripano € muito util, pois permite observar o efeito do composto

escolhido diretamente sobre as células em estudo, as quais possuindo membrana
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citoplasmatica integra, com preservacao da sua permeabilidade seletiva, excluem o
corante (Merchant et al., 1964), como ja citado anteriormente. Dessa forma, células
viaveis, ap6s alguns minutos de exposigdo ao corante, apresentam-se incolores,
esféricas e refringentes. Em contraste, células parcial ou totalmente coradas em azul
representam as danificadas ou mortas. O efeito téxico sobre cada populagdo é,
entao, expresso em relagdo a percentagem de células vivas.

GRN e MNC foram, entdo, expostos a concentragdes crescentes de uleina
(10 a 100 pg/ml) e seus efeitos toxicos investigados sob microscopia de luz. Para
GRN, analise microscopica foi feita apdés duas e trés horas de incubagdo com a
uleina a 37°C, tempo maximo de duragéo dos ensaios bioldgicos a serem realizadas
com essa populacao. Para MNC, os efeitos toxicos foram avaliados apos duas e trés
horas a 37°C e, também, apds quatro e cinco dias a 37°C, sob atmosfera de 5-10%
de CO,, tempo necessario para se avaliar a atividade imunomodulatéria.

Como ilustrado na Figura 6-A, somente na concentragéo de 100ug/ml € que a
uleina apresentou toxicidade para GRN, onde apenas 38,0 + 5,5% (p<0,0004) das
células se mostraram integras apos 3 horas de incubagdo (n=3). Entretanto,
concentragdes inferiores (10 a 10°pug/ml) do alcaldide nao interferiram com a
integridade dessas células, as quais se mantiveram com viabilidade de 95,3 + 0,3,
92 + 3,0,93,7+ 12,95+ 0,6, 89 + 4,7, 93,7 + 1,5, 94,7 + 2,0 e 95,5 + 0,9%,
respectivamente, valores préximos ao observado para o controle (95,5 + 0,9%, n=3),
apos 3 horas de incubacgao.

Em relagdo aos MNC, efeito toxico na concentragdo de 100ug/ml de uleina foi
mais evidente apos 5 dias de incubagédo, com somente 23,3 + 0,9% (p<0,00001) de
células viaveis (Figura 6-B). Nesta mesma concentragdo, apds 3 horas de
incubacao, 44,7 + 2,2% (p<0,00005) dos MNC apresentaram-se integros. Em
contraste, as demais concentragbes ndo se apresentaram toxicas, mantendo a
viabilidade dos MNC superior a 90%, proxima a observada para o controle apos
guatro (93,0 + 2,5%) e 5 (93,3 + 2%) dias de incubacéo.

Estes resultados demonstraram que a concentragdo de 100ug/ml de uleina é,
de fato, téxica tanto para GRN como para MNC humanos e que, em concentragdes
inferiores, este alcaldide ndo se mostra nocivo a estas células nas condicdes

experimentais estabelecidas.
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Figura 6. Toxicidade da uleina sobre leucécitos humanos. Leucdcitos humanos obtidos de
sangue periférico de voluntarios sadios, apds isolamento em gradiente de densidade, foram
separados em granulécitos (A) e mononucleares (B) e expostos as concentragdes indicadas de
uleina, incubados por duas (2h) e trés horas (3h), e/ou por quatro (4d) e cinco dias (5d), conforme
indicado, em atmosfera de 5-10% de CO,, a 37°C. Cada ponto representa a percentagem meédia +
EPM de células viaveis, verificada pelo teste com azul de tripano, de pelo menos trés experimentos
independentes, realizados em triplicata. C denota células ndo expostas ao alcaléide (controle). (*)
p<0,0004; (**) p<0,00005 e (***) p<0,00001 em relagéo ao controle (C) (teste {).

Neste contexto, embora os dados apresentados favorecam o uso da uleina
para estudos biolégicos com células humanas em concentragdes inferiores a
100ug/ml, é preciso ressaltar que resultados de experimentagao in vitro ndo devem
ser comparados com a dindmica de um organismo vivo, pois neles tém-se um
acumulo de metabdlicos no meio de cultura, os quais, devido a auséncia das vias de

biotransformacdo e excre¢cdo como normalmente ocorre in vivo, nao podem ser
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eliminados do sistema, causando efeito nocivo que pode superestimar a toxicidade

de substéncias (Hayes e Markovic, 2002).

4.4 ENSAIOS DE ADESAO

Leucdcitos obtidos de sangue periférico, quando manipulados in vitro,
demonstram habilidade em aderir espontaneamente a superficie de materiais
inertes, incluindo vidro ou plastico (Mosier, 1984). Entretanto, esta fun¢cao adesiva
difere para cada tipo de leucdcito e depende do material utilizado, da presencga ou
nao de um ou mais agentes indutores ou mesmo do tempo de exposicdo e da
temperatura impostos pelo protocolo experimental.

Sendo um dos objetivos deste trabalho investigar a influéncia da uleina sobre
a capacidade de interagao entre subpopulagdes de leucdcitos humanos e moléculas
da matriz extracelular em um sistema in vitro, com protocolo experimental definido,
inicialmente investigou-se o comportamento adesivo natural desempenhado por
MNC e GRN humanos a base do frasco de cultura. Em seguida, essas fragdes
celulares foram expostas a concentragdes crescentes de FN (10 a 40ug/ml) e de VN
(5 a 40ug/ml), duas das proteinas integrantes da matriz extracelular de mamiferos,
purificadas de plasma humano como anteriormente descrito e imobilizadas sobre a
base de frascos de cultura.

Como ilustrado na Figura 7, observou-se adesao espontdnea de ambas as
fragbes de leucocitos a base do frasco de cultura, sendo que os valores encontrados
foram de 22,3 + 2,3% e de 33,6 + 2,9% de células aderidas para MNC e GRN,
respectivamente, confirmando resultados anteriores obtidos em nosso laboratério
(Perini, 2003).

Quando expostas a FN, ambas as fragcbes mostraram-se competentes em
aderir ao substrato com muito maior avidez, sendo este efeito proporcional a
concentracao de FN. Entretanto, diferente perfil de adeséo foi observado entre as
duas subpopulacdes de leucdcitos. Ou seja, GRN demonstraram ser mais eficientes,
independente da concentragdo, em aderir a FN do que MNC. Por exemplo, nas
concentragoes de 30 e 40ug/ml de FN, observou-se que 42,4 + 1,0% (n=4; p<0,02) e
46,5 + 1,2% (n=4; p<0,004) dessas células, respectivamente, mantiveram-se

significativamente aderidas, enquanto que, para MNC, efeito significativo em relagao
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a populagéao controle sé foi observado na concentragédo de 40ug/ml, com somente

32,3+ 2,0% (p<0,01) de adesao.
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Figura 7. Adesao de leucécitos humanos a fibronectina imobilizada. Leucdécitos humanos de
sangue periférico foram separados em mononucleares (MNC) e granuldcitos (GRN) apos
centrifugacao sobre gradiente de densidade e estimulados a aderir a base do frasco de cultura, na
presenca das concentragdes indicadas de fibronectina, durante 1h a 37°C. Cada barra representa a
porcentagem meédia + EPM de células aderidas de quatro experimentos independentes, realizados
em triplicata. (*) p<0,01; (**) p<0,02; (***) p<0,004 em relagdo a populagdo n&o exposta a fibronectina
(C) (teste ?).

Da mesma forma como observado para a FN, as duas fragdes de leucdcitos
mostraram-se eficientes em aderir a base do frasco contendo VN imobilizada (Figura
8), com 19,1 + 0,5% e 49,2 + 5% de células aderidas para MNC e GRN,
respectivamente.

S6 que neste caso, o perfil de adesividade foi distinto daquele observado na
presenca de FN, onde para MNC, adesao significativa em relagdo a populagéo
controle foi observada ja a partir de 10ug/ml, com 26,8 + 0,4% (n=6; p<0,003) de
células recuperadas da fragdo aderente, efeito que permaneceu muito semelhante
em todas as concentragdes de VN avaliadas. Ou seja, para 20, 30 e 40ug/ml de VN,
observou-se, respectivamente, 29,2 + 0,3% (p<0,001), 27,1 + 1,3% (p<0,01) e 31,2 £+
0,5% (p<0,0001) de células aderidas.
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Figura 8. Adesdo de leucécitos humanos a vitronectina imobilizada. Leucécitos humanos de
sangue periférico foram separados em mononucleares (MNC) e granulocitos (GRN) apos
centrifugagao sobre gradiente de densidade e estimulados a aderir a base do frasco de cultura, na
presenga das concentragdes indicadas de vitronectina, durante 1h a 37°C. Cada barra representa a
porcentagem média = EPM de células aderidas de 6 experimentos independentes, realizados em
triplicata. (*) p<0,01; (**) p<0,003; (***) p<0,001; (****) p<0,0001; (*) p<0,05 e (**) p<0,005 em relagéo
a populagao nao exposta a vitronectina (C) (teste ?).

E, como para a FN, GRN demonstraram maior adesao a VN em relagéo aos
MNC, com 65,6 + 2,6% (n=6; p<0,01) de células aderidas ja na concentragdao de
5ug/ml, efeito que, a semelhanga dos MNC, persistiu em todas as concentragdes
ensaiadas, com a curva dose-resposta assumindo, também, a forma de plateau
[para 10ug/ml, 68,4 + 2,1% (p<0,01); para 20ug/ml, 72,1 + 3,8% (p<0,05); para
30ug/ml, 65,7 £ 1,5% (p<0,01) e para 40ug/ml, 70,1 + 1,3% (p<0,005) de células
aderidas].

Estes resultados demonstraram que, apesar de se ter observado interagcao
significativa entre os leucocitos humanos e as duas proteinas da MEC, foi nitida a
diferenca de intensidade deste efeito.

As integrinas, como revisto na introducédo deste trabalho, formam a principal
familia de receptores envolvidos com os processos de adesao celular e, por se
encontrarem na superficie das células, sdo o principal recurso destas para
interagirem entre si e com 0s constituintes da matriz extracelular e a interagéo entre

elas e tais constituintes pode ocorrer de diversas formas.



A maneira diferenciada como mondcitos e neutrdéfilos interagem com a FN é
conhecida ha pelo menos duas décadas (Brown e Goodwin, 1988). Em mondcitos,
ha, pelo menos, dois receptores distintos que interagem com a FN, ambos
reconhecendo sua por¢do RGD e que necessitam de Ca'™" para seu reconhecimento,
com subseqtiente ligagcao.

O primeiro deles liga-se somente a FN, mas n&o a outras proteinas contendo
a regiao RGD, e é semelhante aos receptores descritos em fibroblastos (fibroblast
like). Além disso, estes receptores so interagem com a molécula de FN integra. O
segundo tipo de receptores, descritos em plaquetas (platelet like), reconhece a
sequéncia RGD nao s6 da FN, mas também de outras proteinas, incluindo o
fibrinogénio, o fator von Willebrand e a VN (Akiyama et al., 1986; Ruggeri et al.,
1986) e permite a ligagao da célula com fragmentos de FN pequenos, originados de
digestdo enzimatica com quimiotripsina, e com o decapeptideo sintético
KYAVTGRGDS, derivado da sequéncia da FN. Ainda, este segundo receptor parece
ser o responsavel pelo aumento da atividade fagocitica em mondcitos quando
expostos a FN, VN, fibrinogénio ou ao colageno tipo IV. Para os neutrofilos, foram
descritos somente os receptores platelet like (Brown e Goodwin, 1988).

A FN é uma proteina adesiva multimérica, de distribuicao ubiqla, presente
tanto na forma soluvel circulante como em uma forma menos soluvel, presente nos
fluidos do organismo (Yamada e Kennedy, 1979), além de ser parte integrante da
MEC, onde coopera com o0 posicionamento e fixacdo das células, levando ao seu
amoldamento adequado. Essa ampla distribuicdo confere heterogeneidade a
molécula de FN, produzindo variantes que possuem propriedades diferenciadas
guanto as fungdes adesivas, de interacdo com ligantes e de solubilidade,
possibilitando, as células, alterar a composi¢cdo da matriz extracelular de um modo
particular, necessario a especificidade de cada tecido.

Neste contexto, FN purificada de diferentes fontes apresentam diferengas
com respeito ao tamanho de suas subunidades, decorrentes de splicing alternativos
do transcrito primario (Yamada e Kennedy, 1979). Assim, torna-se mais simples
entender as diferentes maneiras com que a FN interage com as células. Um
exemplo é o fato de que leucécitos circulantes expressando receptores de baixa
afinidade reterao sua capacidade de aderir a FN imobilizada, que é depositada nos

locais de injuria ou durante o reparo tecidual. Em contraste, as células presentes no
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tecido, como fibroblastos, por exemplo, tém que expressar receptores de alta
afinidade para poderem ligar FN, processo central na captura e retengdo de FN
plasmatica para a formagdo e manutencdo da matriz extracelular (Akiyama et al.,
1989).

A FN interage com as células por meio de trés regides distintas: o dominio
central, o dominio ligante de glucosaminoglicanos (Hepll) e pelo segmento IlICS (ver
Figura 1, pag. 9). Como ja abordado na introducao deste trabalho, algumas dessas
regides da molécula contém sequéncias de aminoacidos que sao reconhecidas
pelas integrinas, uma familia de receptores heterodiméricos, estrutural e
funcionalmente relacionados, presentes na superficie de varias células, como
asPi, agPi, asPi, owPi, awPs, ampPs € asP; (Hynes, 1987; Hynes, 1992).

Uma dessas regides, a qual esta presente em todos os tipos de FN e esta
localizada no dominio central da molécula, mais precisamente no moddulo iy,
contém a sequéncia RGD (Pierschbacher et al., 1981), seu sitio de interagédo celular
mais conhecido e estudado. O reconhecimento deste sitio por ligantes depende dos
residuos adjacentes (Ruoslahti, 1988), da sua estrutura tridimensional (ou espacial)
e das caracteristicas individuais da molécula na qual ele esta presente (Pankov e
Yamada, 2002). Em conjunto, refletem uma maior ou menor afinidade de ligagéo
entre a FN e a célula.

A sequéncia RGD confere especificidade a ligagdo FN-receptor, a qual é
resultante da organizacao espacial de seus trés aminoacidos, que se localizam,
dentro do segmento lll;o, em uma alga flexivel da molécula, que se projeta para fora
de seu corpo, sendo ora mais, ora menos acessivel aos ligantes. Assim, qualquer
alteracdo na conformacdo da molécula de FN pode aumentar ou diminuir a
acessibilidade de um ligante a esta regido. Neste contexto, a deposi¢éo de FN e sua
interagdo com componentes da matriz extracelular in vivo pode modular a expressao
de sitios de ligacéao, incluindo a regidao RGD. A deposi¢céo de FN sobre superficies
inertes, imobilizando-a, provoca uma alteragao de sua conformagao e contribui para
aumentar seu potencial adesivo (Ugarova et al., 1995), propriedade esta que foi
explorada neste trabalho para avaliar os efeitos da uleina sobre a adeséo de
leucécitos periféricos.

Da mesma forma, qualquer distor¢gdo ou achatamento desta algca contendo a

regiao RGD pode provocar uma alteracdo da interagcao célula-FN (Labat-Robert,
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2003) e que pode se refletir na especificidade de interagdo apresentada por
diferentes ligantes.

Recentemente, demonstrou-se que esta regiao s6 se mostra totalmente ativa
guando existe, proximo a ela, a sequéncia PHSRN, presente no maodulo lllg
adjascente (Altroff et al., 2001; Mould et al., 2000). A interagao sinérgica entre esses
modulos parece conferir estabilidade a molécula de FN e cria um sitio de ligagéo tao
distinto, ao ponto de tornar possivel o acesso de uma unica molécula de integrina
(Leahy et al., 1996).

Das integrinas celulares que interagem com a FN, somente a asf}; reconhece
especificamente a FN através da sequéncia RGD, provavelmente pela porcao
os (Pankov e Yamada, 2002). Além disso, osp; liga-se preferencialmente aos
peptideos RGD que possuem glicina e triptofano justapostos (RGDGW), e, ainda,
reconhece com exclusividade peptideos que contém a sequéncia Arg-Arg-Glu-Thr-
Ala-Trp-Ala (RRETAWA) (Mould et al., 2000), ratificando que a sequéncia de
aminoacidos ao redor do sitio de ligacao celular também contribui para facilitar ou
dificultar a interagao entre receptores e seus ligantes.

Além do médulo lll4o, 0 receptor asp; também interage com o segmento da FN
contendo os modulos I1.9 € 111 2, 0S quais também estdo envolvidos nos processos de
adesao celular. Entretanto, a interacdo de uma integrina com este sitio N-terminal
pode desencadear sinais intracelulares distintos daqueles gerados em resposta a
ligagdes com o segmento RGD (Pankov e Yamada, 2002).

As integrinas estdo envolvidas em varias fungdes celulares que podem ser
moduladas em varios tipos de células, dependendo de sua conformacgao. A ativacao
de plaquetas (O'Toole et al., 1990) e a adesao de leucdcitos (Hibbs et al., 1991,
Pelletier et al., 1996) sdo os exemplos mais bem conhecidos deste fenbmeno, os
guais transitam de um estado em suspenséo (circulante) para um de adesao. Nestas
células, as integrinas apresentam pelo menos dois estados conformacionais. O
primeiro, demonstrando baixa afinidade pelo ligante, & expresso pelas células em
seu estado basal. O segundo estado, o qual envolve muito maior afinidade pelo
ligante, esta presente em células apds ativagao. Os sinais que iniciam a transigao
desses receptores de um estado de baixa para um de alta afinidade incluem,

particularmente nos leucdcitos, uma variedade de substancias, como o peptideo
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formilado MLP, o fragmento C5a do complemento, o produto do metabolismo do
acido aracdonico LTB4 e a quimiocina MCP-1, dentre outras (Carlos e Harlan, 1994).

Interessante ressaltar que fragmentos maiores de FN medeiam a migragéo de
mondcitos, mas nao a de neutrdéfilos (Norris et al., 1982), indicando que a ocupagao
de um mesmo receptor em células diferentes leva a cabo funcgdes celulares distintas.
Talvez esta seja a resposta para o fato de que mondcitos ndo ativados aumentam
sua atividade fagocitica quando expostas a FN, enquanto neutréfilos requerem a
presenca adicional de agentes, como peptideos formilados ou a fragcdo Cba do
complemento, para desempenharem fungao similar.

Esta modulacido é necessaria e explica como, por exemplo, na resposta
inflamatdria aguda, leucdcitos circulantes aderem ao endotélio e, em seguida, sado
liberados deste, com o propdsito de fazer diapedese e, subseqlientemente, migrar
em diregdo a um estimulo tecidual, e Ia sdo mantidos confinados, distanciados dos
tecidos adjacentes, protegidos de danos.

Estes dois estados de interagéo ja foram descritos para a integrina asp; (Faull
et al., 1993). Também ja foi demonstrado que a ades&o a FN soluvel, ou plasmatica,
via asPi1 envolve receptores de baixa afinidade (Faull et al., 1993), enquanto a
adesdo a ligantes imobilizados (como a FN tecidual ou a presente na base de
frascos de cultura em modelos in vitro) envolve um processo mais complexo, de
varias etapas. Inicia-se com uma adesao “fraca”, que precede uma interacdo mais
“intensa”, a qual requer a participacdo de eventos intracelulares que sao
dependentes da geragao de ATP, reorganizacao do citoesqueleto, com formagéao de
contatos focais, e simultdneo espalhamento celular (Burridge et al., 1988).

Estruturas adesivas resultantes de mudangas na dindmica de polimerizagao
da actina ja foram descritas para muitos tipos de células fibroblasticas (Nobes e Hall,
1995). Entretanto, células de linhagem hematopoética ndo formam esses contatos
focais, mas exibem estruturas adesivas bioquimicamente similares denominadas
podossomos, 0s quais contém a sinalizagao apropriada e as proteinas adaptadoras
para desempenhar suas funcbes adesivas e migratérias dependentes da extensao
da membrana (Worthylake et al., 2001).

Além da asP;, a molécula de FN contém regides extracelulares especificas

que reconhecem a integrina ouf;, também envolvida nos processos de adesdo
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celular. A primeira delas é a regido Hepll, principal sitio de interagdo da FN com
proteoglicanos, e a outra é o segmento IlICS, o qual, por alternativas de splicing,
pode originar pelo menos cinco variantes na molécula humana (Wayner et al., 1989).
Trés sitios distintos para interagdo com a4f3;, dentro do segmento Hepll/llICS, foram
identificados: as duas sequéncias homologas Leu-Asp-Val-Pro (LDVP) e lle-Asp-Ala-
Pro (IDAP) e a terceira sequéncia Arg-Gly-Asp, relacionada com o segmento RGD
(Clements et al.,, 1994; Mould et al., 2000), sendo a sequéncia LDV o segmento
chave para sua atividade (Komoriya et al., 1991). O moddulo consiste de duas
camadas de pregas tipo P, sendo uma com trés e outra com quatro fitas
antiparalelas, ambas incluindo uma sequéncia de 24 aminoacidos. O modulo contém
a regido RGD em uma alga flexivel que conecta as duas fitas  (Main et al., 1992).

Em contraste com a ampla e variada distribuicdo da FN em humanos, a VN
esta presente mais restritamente, sendo observada no plasma, nas plaquetas e, no
tecido conjuntivo, ARNm para VN so6 foi encontrado no trato genital masculino
(Seiffert, 1997). Entretanto, sua deposi¢do foi observada em areas de fibrose e
necrose em varias doengas, incluindo nefropatias, arteriosclerose e disturbio
degenerativos do sistema nervoso central (Seiffert, 1997). Ancora-se na matriz
extracelular pelos seus sitios de interagdo com colageno e heparina, promovendo
adesdo, amoldamento celular e migracdo apds interagdo com as integrinas
o3, owPs, owPi, ouPs, oPs € awPs (Hess et al., 1995). Apds a interagdo integrina-VN,
ocorre ativagdo de eventos intracelulares que influenciam o rearranjo do
citoesqueleto, o transporte de ions, o metabolismo lipidico e a expressao génica
(Meredith et al., 1996).

De modo semelhante a FN, a molécula de VN também possui a seqliéncia
RGD como sitio de interagao celular e pode interagir com sub-unidades B, lembrando
gue a ligagdo também ocorre via receptor o,p;(Boettiger et al., 2001b), cuja
expressao ja foi relatada em fibroblastos, células endoteliais e células
hematopoéticas maduras, como megacariocitos/plaquetas, mastdcitos, osteoclastos
e osteoblastos, mondcitos/macréfagos e neutréfilos (Horton, 1997). Entretanto,
diferente das caracteristicas da FN, esta interacdo envolve pelo menos trés estados
distintos de ativacdo, definidos de acordo com a forca de interacao entre receptor e

ligante e modula o grau de afinidade (ou for¢a de interagdo) entre a VN e a célula.
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Este evento ocorre em cascata, sendo a interacdo anterior o fator
desencadeante e potencializador do estagio seguinte, com amplificagdo da forga de
ligagdo. Neste contexto, o dominio intracelular da porgéo B3 da integrina o3 contém
residuos de tirosina nas posicdes 747 (Y747) e 759 (Y759) (Datta et al., 2002). Apos
a interagao de o,f; com a VN, representativa de uma ativagao de baixa forga, ocorre
a fosforilagado de Y747, a qual se potencializa, resultando numa interagcéo de forga
maior. O terceiro e ultimo estagio desta interacdo € dependente da disponibilidade
de Y759 para interagir com proteinas celulares (Boettiger et al., 2001a).

O receptor o,fB;, a semelhanca de asP;, também possui dois modos
conformacionais de ligacédo (Pelletier et al., 1996). O primeiro é representado pela
interacdo com a FN, produzindo uma ligagao inicial (de baixa afinidade), a qual, por
nao transmitir sinais para dentro da célula, nao altera a ligagao com o citoesqueleto,
ou seja, nao envolve rearranjo de actina. O segundo modo de agdo, em contraste,
induz rearranjo do citoesqueleto, levando a um afrouxamento inicial da interagédo
ligante-receptor, gerando uma ligagao mais fraca; a sinalizagao intracelular gerada
desta acado, por sua vez, aumenta a interagdo o,f;-citoesqueleto, formando um
complexo de forte ligagao (ou alta afinidade), como o observado na interagdo com a
VN (Boettiger et al., 2001b).

Com relevancia particular para este trabalho, as integrinas p; podem
influenciar na fungéo de outros receptores. Por exemplo, a integrina o3, quando na
presenga da proteina integrina-associada (IAP), inibe o processo de fagocitose
mediado por asP; de alta afinidade, por alterar sua conformagéo, nao interferindo,
entretanto, com a conformagéao de asB; de baixa afinidade envolvida no processo de
adesao (Blystone et al., 1994).

Finalmente, proteoglicanos como heparina e heparan sulfato, participam como
co-receptores do processo de adesao celular a proteinas da MEC. Na molécula da
FN, por exemplo, ha pelo menos dois dominios distintos que ligam heparina na
por¢cao N-terminal e pelo menos um dominio préximo a porgao C-terminal (Barkalow
e Schwarzbauer, 1991). Ha relatos de que a presenca de heparina ou moléculas
similares pode facilitar a adesao celular a FN, onde a interacdo dessas moléculas
com a FN provocaria uma mudanga conformacional da por¢ao externa da integrina,

expondo a regidao RGD, de forma a permitir uma ligacdo FN-integrina de alta
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afinidade. Assim, é possivel que o processo de adesdo de leucécitos a FN
plasmatica imobilizada seja mais eficiente se houver a cooperagdo de outras
moléculas, como a heparina, como foi demonstrado na fagocitose de material
particulado por macréfagos (Hynes e Yamada, 1982). Interessante seria, neste
particular, repetir os experimentos realizados na presencga de heparina e observar os
efeitos dai decorrentes.

Essas consideragdes envolvendo ndo sé mecanismos diferentes e complexos
de interagdo entre célula-FN e célula-VN, mas também a intensidade dessas
interacdes, derivadas da afinidade e do estado de ativagao entre ligante e receptor,
e a distribuicao diferenciada dessas proteinas, podem justificar as diferencas
observadas neste estudo com relacdo a adesdo de MNC e GRN as matrizes FN e
VN imobilizadas sobre frascos de cultura. Entretanto, com esta série de
experimentos foi possivel definir as concentragdes ideais de FN e de VN a serem
utilizadas nos protocolos experimentais de ensaios biolégicos da uleina com
leucécitos humanos. Ou seja, dentre as concentragbes que se mostraram
significativamente eficientes em promover a adesdo de diferentes populagdes

leucocitarias, optou-se pela de 40ug/ml para FN e de 20ug/ml para VN.

4.5 EFEITO DA ULEINA SOBRE A ADESAO ESPONTANEA DE GRANULOCITOS
HUMANOS A SUPERFICIES PLASTICAS

Para alcangar os locais de inflamagéo, os leucdcitos circulantes devem sair da
circulagdo sanguinea atravessando o endotélio (Murdoch e Finn, 2000). Entao,
empregam moléculas de adesao para, primeiro, se ligarem ao endotélio vascular e,
posteriormente, migrarem para dentro dos tecidos adjacentes (Mackai e Rosen,
2000; Springer, 1994). Com a finalidade de se investigar os efeitos da uleina sobre a
adesao espontanea, GRN foram expostos a concentragdes crescentes (102 — 10
ug/ml) de uleina e sua capacidade de interagir com o plastico avaliada.

Conforme ilustrado na Figura 9, o alcaléide nao demonstrou interferir com a
adesdo espontanea de GRN a superficies artificiais em todas as concentracdes
observadas.
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4.6 EFEITO DA ULEINA SOBRE A ADESAO DE LEUCOCITOS HUMANOS A
PROTEINAS DA MATRIZ EXTRACELULAR

Apods observar-se que a uleina é desprovida de acao toxica sobre leucocitos
humanos e nao interfere na propriedade de adesado natural de, pelo menos,
granulécitos humanos a superficies artificiais, investigou-se sua influéncia sobre a
capacidade de interagao de leucécitos com proteinas da matriz extracelular. Para
tanto, avaliou-se sua capacidade em interferir com a adesdo de GRN e MNC a FN e
VN imobilizadas sobre a base de frascos de cultura.
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Figura 9. Efeito da uleina sobre a capacidade adesiva espontanea de leucocitos humanos.
Granuldcitos isolados de sangue periférico por centrifugacdo com gradiente de densidade foram
incubados na presenca das concentragbes indicadas de uleina, durante 1h a 37°C. Cada ponto
representa a percentagem meédia + EPM de células aderentes de, pelo menos, trés experimentos
independentes, realizados em triplicata.

Tratamento de MNC com concentragdes crescentes de uleina (102 a
100ug/ml) nédo alterou seu comportamento adesivo a FN até a concentragdo de
10ug/ml (Figura 10-A). Entretanto, significativa inibicdo foi observada a 100 pg/ml.
Ao se avaliar essas células com azul de tripano, somente 52,4 + 1,3 % (n = 3)
mostraram-se viaveis, confirmando os resultados anteriores que ja haviam

demonstrado toxicidade da uleina para essa populagao nesta concentracdo. Para as
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concentragoes de 1 a 10 ug/ml de uleina, observou-se 93 + 2,7 e 90,5 + 1,2% (n=3,

para ambos), respectivamente de viabilidade.
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Figura 10. Efeito da uleina sobre a capacidade adesiva de leucécitos humanos a fibronectina.
Mononucleares (A) e granulécitos (B) isolados de sangue periférico por centrifugagdo com gradiente de
densidade, foram incubados na presenga das concentragdes indicadas de uleina e induzidos a aderir a
fibronectina imobilizada na base de frascos de cultura por 1h a 37°C. Cada ponto representa a
percentagem média + EPM de células aderentes de, pelo menos, trés experimentos independentes,
realizados em triplicata. (*) p<0,004 e (**) p<0,01 em relagao as células nao tratadas (FN) (teste {).

Em contraste ao observado para MNC, efeito anti-adesivo de GRN a FN na
presenca de uleina foi evidente (Figura 10-B), sendo este efeito inclusive
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significativo nas concentracdes de 1 e 10ug/ml, com somente 37,3 + 0,2% (n = 3;
p<0,004) e 24,8 + 2,2% (n=3; p< 0,01), respectivamente, de células aderidas
recuperadas. Importante ressaltar que este efeito nao foi decorrente de toxicidade,
pois 93,3 + 1,4 % (n=3) e 89,7 + 0,7% (n=3) dos GRN mostraram-se viaveis.
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Figura 11. Efeito da uleina sobre a capacidade adesiva de leucécitos humanos a vitronectina.
Mononucleares (A) e granuldcitos (B) isolados de sangue periférico por centrifugagdo com gradiente
de densidade foram incubados na presenca das concentragbes indicadas de uleina e induzidas a
aderir a vitronectina imobilizada na base de frascos de cultura por 1h a 37°C. Cada ponto representa
a percentagem média = EPM de células aderentes de, pelo menos, trés experimentos independentes,
realizados em triplicata. (*) p<0,03; (**) p<0,01; (***) p<0,003; () p<0,0004; (*) p<0,002; (*) p<0,04 e
(") p<0,05 em relagdo as células nao tratadas (VN) (teste ).



Ao investigar-se a capacidade da uleina em interferir com a adesé&o
leucocitaria @ VN no mesmo modelo experimental, efeito inibitério para os MNC foi
observado, porém sendo significativo ja a partir de 0,001ug/ml de alcaldide, com
somente 19,4 + 1,3% (n = 4; p<0,03) de células aderidas (Figura 11-A). Para as
concentragoes de 0,01, 0,1, 1 e 10 ug/ml, observou-se um declinio discreto, dose-
dependente e significativo em relagdo a populacdo nao tratada, do numero de
células presentes na fragdo aderente, com valores de, respectivamente, 15,0 + 1,9
(p<0,01), 14,4 + 0,01 (p<0,003), 14,3 + 0,1 (p<0,0004) e 14,2 + 1,2% (p<0,002),
sendo n = 4 para todos.

Semelhante ao observado para com a FN, a queda na adesdo de MNC a VN
observada na concentracado de 100ug/ml foi resultante de toxicidade da uleina, onde
0 ensaio com azul de tripano revelou que somente 39 + 0,5% (n = 4) das células
encontravam-se viaveis, em contraste com as concentragdes inferiores, que
demonstraram viabilidade sempre superior a 91,4 + 1,6% (n = 4).

Da mesma forma, inibigédo significativa na adesao de GRN a VN na presencga
de uleina foi observado (Figura 11-B), desde a concentragao de 0,01ug/ml, (16,4 +
5,1%; n = 4; p< 0,04) até 10 ug/ml (25,7 + 5,8%; n = 4; p<0,05), com as células

mostrando viabilidade superior a 92,7%.

Diante de uma lesao celular, independentemente do agente agressor, uma
série de modificagbes no tecido conjuntivo vascularizado ocorre, com acumulo de
liquidos e recrutamento de elementos celulares com funcbes especificas,
particularmente granuldcitos neutrdéfilos, ou polimorfonucleares, e macrofagos,
ambos fagocitos por exceléncia, que objetivam a eliminagdo rapida do agente
agressor e a reparagao do tecido lesado, caracterizando a resposta inflamatéria
aguda (Cotran et al., 1994).

Das células com grande capacidade de responder a estimulos inflamatorios,
destacam-se os GRN circulantes no sangue periférico. Dentre esses, ha os
neutrofilos, que constituem a populagédo celular primaria na defesa aguda contra
varios tipos de microorganismos, acumulando-se rapidamente no sitio invasivo ou de

lesdo. Em contraste com a reagao aguda, a inflamacgao cronica caracteriza-se por
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uma maior infiltragcdo de MNC, incluindo macrofagos, linfocitos e plasmaocitos, como
reflexo de lesao tecidual persistente(Cotran et al., 1994).

O recrutamento s6 ocorre quando as células podem aderir as proteinas da
matriz extracelular. Estudos recentes tém demonstrado que 0s mecanismos
moleculares que recrutam os diferentes tipos de leucécitos para as areas inflamadas
sdo similares (Mackai e Rosen, 2000). Experimentos também mostram que a
adesdo, a transmigracdo e a locomogao de leucdcitos envolvem a ativagao, por
ligantes especificos, de diferentes familias de receptores presentes na superficie

dessas células e na matriz extracelular (Bokoch, 1995; Dekker e Segal, 2000).

Muitas dessas fungdes sdo decorrentes da interagdo entre um ligante e
receptores de integrinas das subfamilias B; e B,, expressos tanto nos leucdcitos
circulantes como nas paredes dos vasos e do endotélio subjacente (Springer, 1990),
e 0 estudo do padrdo de sua presenca na superficie celular é central para o
entendimento de processos patologicos, uma vez que drogas que interferem nesse

mecanismo tém aplicacao potencial como agentes antiinflamatorios.

4.7 EFEITO DA ULEINA SOBRE A PRESENCA DE o, B2, auB1 E asfi NA
SUPERFICIE CELULAR DE LEUCOCITOS HUMANOS

Tendo a uleina demonstrado interferir de forma significativa na adesao de
leucécitos humanos a FN e a VN, investigou-se sua influéncia sobre a presenga das
integrinas a1f4 € a1fs na superficie celular dos leucdcitos. Para comparagéo,
observou-se o seu efeito sobre LFA-1, uma integrina B,, cujos sitios de interagéo
celular ndo foram descritos até o momento nessas duas proteinas da matriz
extracelular.

A citometria de fluxo é, neste contexto, um método ideal de analise, pois
utiliza as caracteristicas de tamanho e complexidade estrutural interna de cada
célula como elementos discriminantes para sua andlise, associadas a emissao de
fluorescéncia por particulas a ela aderida, as quais podem ser, entao,
convenientemente selecionadas e analisadas. Assim, leucdcitos presentes em
aliquotas de sangue periférico de doadores normais foram marcados com anticorpos

monoclonais especificos conjugados a fluorocromos e analisados por um citdmetro,
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apos exposicao, por uma e doze horas, sob continua rotagdo, a 1 e 10 ug/ml de
uleina.

A estratégia de selecao, ilustrada na Figura 12, foi empregada para separar
as populagdes leucocitarias de interesse e, simultaneamente, minimizar
interferéncias de debris e/ou outras células, as quais os anticorpos poderiam se ligar
de forma inespecifica (Shapiro, 1985). Assim, janelas especificas foram tragadas,
baseadas no tamanho (FSC — forward side scatter) e na complexidade interna (SSC
— side light scatter) distintas para cada subpopulacao de leucdcitos(Civin e Loken,
1987), onde R1 especificou a janela para linfocitos (LIN); R2, para monécitos (MON)
e R3, para granuldcitos (GRN).

023

S3C-H

Figura 12. Estratégia de selegdo das diferentes populagdes de leucécitos para avaliagdao da
presenca de moléculas de adesao por citometria de fluxo. Cada ponto representa uma célula
detectada no sistema. As caracteristicas de complexidade interna (SSC-H) e tamanho celular (FSC-
H) foram utilizadas para distinguir cada populagéo de leucocitos humanos e definir as regides para a
analise da expressédo de moléculas de adesédo. R1 denota a regiao delimitada para linfocitos, R2 para
monocitos e R3 para granuldcitos.

Analisando as caracteristicas de tamanho e complexidade interna, linfocitos,
mondécitos e granuldcitos, obtidos de amostras de voluntarios sadios usadas neste

trabalho, mostraram distribuicdo similar a inicialmente descrita por Civin e Loken
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(Civin e Loken, 1987) e consagrada pelo uso em laboratérios de analises ciclicas de
rotina.

Com o objetivo de melhor caracterizar a presenga desses antigenos em
monadcitos, os quais, além de menos numerosos no sangue periférico, ocupam uma
posicao intermediaria aos linfécitos e granuldcitos (R2), estes foram marcados com
anticorpos para aspi € o B2 concomitantemente com anticorpos monoclonais para
CD14, um marcador especifico de mondcitos (Szeberenyi et al., 2000). A estratégia
utilizada para esta analise esta demonstrada na Figura 13.

Exemplos de histogramas analisados para as integrinas o2, asf1 € asp; em
linfécitos, mondcitos e granulécitos, antes e apdés 1 e 12 horas de exposicado a

uleina, estdo demonstrados nas Figuras 14, 15 e 16, respectivamente.
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Figura 13. Estratégia para analise da presenga de moléculas de adesao na superficie celular
de mondcitos por citometria de fluxo. Leucocitos de sangue periférico foram marcados
concomitantemente com anticorpos monoclonais anti-CD14-PE e anti- oy ,-FITC ou anti-asp:-FITC.
(A) Mondcitos foram selecionados por suas caracteristicas de tamanho (FSC-H) versus
granularidade interna (SSC-H) e delimitados na regido R2. Todas as células que, nesta populagao,
expressaram CD14 foram selecionadas (B) e analisadas quanto a expressao de o, 3, ou asp; (D). C
representa a populagédo de mondcitos ndo marcada, usada para definir a linha de detecgéo limite.
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Figura 14. Influéncia da uleina na presenga de o, 3, na superficie celular de leucécitos humanos.
Leucdcitos de sangue periférico de voluntérios sadios foram expostos a 1 (m) e 10 ng/ml (m) de uleina por 12
horas, a temperatura ambiente e sob continua agitagdo. Em seguida, foram marcados com anticorpos
monoclonais para o3, e analisados por citometria de fluxo. Os histogramas representam células que
apresentam o3, nas regides delineadas para linfocitos (LIN), mondcitos (MON) e granuldcitos (GRN),
representativos de um experimento, onde histogramas negros (m) representam a populagao ndo marcada,
usada para definir a linha limite de detecgéo (<10) e histogramas vermelhos representam o grupo controle,
marcado com anticorpos (m), porém sem exposicao a uleina.
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Figura 15. Influéncia da uleina na presengca de a,8; na superficie celular de leucécitos
humanos. Leucécitos de sangue periférico de voluntarios sadios foram expostos a 1 (=) e 10 pg/ml
(m) de uleina por 12 horas, a temperatura ambiente e sob continua agitagdao. Em seguida, foram
marcados com anticorpos monoclonais para o4f; e analisados por citometria de fluxo. Os
histogramas representam células que apresentam o,p3; nas regides delineadas para linfocitos (LIN),
monocitos (MON) e granuldcitos (GRN), representativos de um experimento, onde histogramas
negros (m) representam a populagéo nao marcada, usada para definir a linha limite de detecc¢ao (<10)
e histogramas vermelhos representam o grupo controle, marcado com anticorpos (m), porém sem
exposigao a uleina.
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Figura 16. Influéncia da uleina na presenga de assf1 na superficie celular de leucécitos
humanos. Leucécitos de sangue periférico de voluntarios sadios foram expostos a 1 (=) e 10 pg/ml
(w) de uleina por 12 horas, a temperatura ambiente e sob continua agitacdo. Em seguida, foram
marcados com anticorpos monoclonais para osf; e analisados por citometria de fluxo. Os
histogramas representam células que apresentam osf3; nas regides delineadas para linfocitos (LIN),
monocitos (MON) e granuldcitos (GRN), representativos de um experimento, onde histogramas
negros (m) representam a populagéo nao marcada, usada para definir a linha limite de detecc¢éao (<10)
e histogramas vermelhos representam o grupo controle, marcado com anticorpos (m), porém Sem
exposigcao a uleina.
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Como demonstrado na Figura 17, elevada presenga de moléculas o3, foi
observada em todas as populagdes leucocitarias analisadas, sendo que 96,1 + 0,7%
(n = 3) dos linfécitos circulantes apresentam o, 32. Para mondécitos e granulécitos, os
valores encontrados foram de 81,8 + 3,2% (n = 3) e 98,6 £+ 0,7% (n = 3),
respectivamente. Interessante se observar que, das subpopula¢cdes analisadas, a
dos GRN é a que demonstrou uma presenga mais homogénea, com picos de
intensidade proximos de 80 (Figura 14), enquanto que, na dos linfécitos, pode-se
observar uma distribuicdo bastante heterogénea, variando entre 10 e 600. O
tratamento prévio com uleina, independente da concentracdo e do periodo de
incubacao, nao alterou o nivel de apresentagcao dessa integrina em nenhuma das

populagdes analisadas.
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Figura 17. Influéncia da uleina na presenca de o, f, na superficie celular de leucécitos
humanos. Leucécitos de sangue periférico de voluntarios sadios foram marcados com anticorpos
monoclonais para o 3, como descrito na sessdo de Material e Métodos. Em alguns experimentos,
essas células foram previamente expostas as concentragdes indicadas de uleina por 1 (m) ou 12
horas (). Em seguida, foram analisados por citometria de fluxo para presenga de o,f3, usando as
estratégias descritas nas Figuras 12 e 13, onde um minimo de 10* células foi avaliado. As colunas
representam a porcentagem média de expressao + 1 EPM de 3 experimentos independentes.

Com relagao a presenca de ay4f31, demonstrada na Figura 18, para linfécitos e

mondcitos, os valores médios de expressao encontrados foram 90,6 + 2,9 e 96,0 +
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1,0%, respectivamente. Em contraste, somente 24,1 + 3,0% foram os valores

observados para granuldcitos.
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Figura 18. Influéncia da uleina na presengca de a4f; na superficie celular de leucdcitos
humanos. Leucdcitos obtidos de sangue periférico de voluntarios sadios foram marcados com

anticorpos monoclonais para a4f;, como descrito na sessdo de Material e Métodos. Em alguns
experimentos, essas células foram previamente expostas as concentracdes indicadas de uleina por 1

(=) ou 12 horas ( ). Em seguida, foram analisados por citometria de fluxo para presenca de oup;
usando as estratégias descritas nas Figuras 12 e 13, onde um minimo de 10" células foi avaliado. As
colunas representam a porcentagem média de expressédo = 1 EPM de 3 experimentos independentes.
(*) p<0,03; (**) p < 0,003 (teste ?).

Tratamento prévio com uleina, a semelhanga de o.fB,, ndo alterou a
apresentagao de a4f1 nos mononucleares, independente da dose e do periodo de
incubacao. Entretanto, para granulécitos, niveis significativamente mais baixos foram
observados apés doze horas de incubagao quando comparado ao grupo nao tratado
(18,0 £ 0,2%), com 16,6 + 0,4 (n = 3; p<0,03) e 15 + 0,02% (n = 3; p<0,003) de
expresséo, para 1 e 10ug/ml de uleina, respectivamente.

Em contraste com a relativa uniformidade de apresentacado observada para
o P2 e asP1, @ asP; mostrou-se variavel dependendo da populagao estudada (Figura
19). Para linfécitos, observou-se somente 13,6 + 0,6% de presencga. Para mondcitos,

os valores registrados foram de 73,2 + 0,3%. Para granuldcitos, a apresentagdo de
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asf1 mostrou-se variar muito de individuo para individuo e, como grupo, bastante
baixa em relacdo a observada para os mononucleares, registrando um valor médio
de apenas 4,3 + 1,0%.
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Figura 19. Influéncia da uleina na presenca de ass81 na superficie celular de leucécitos
humanos. Leucdcitos obtidos de sangue periférico de voluntarios sadios foram marcados com
anticorpos monoclonais para asf;, como descrito na sessao de Material e Métodos. Em alguns
experimentos, essas células foram previamente expostas as concentra¢des indicadas de uleina
por 1 (=) ou 12 horas ( ). Em seguida, foram analisados por citometria de fluxo para presenga de
asP; usando as estratégias descritas nas Figuras 12 e 13, onde um minimo de 10* células foi
avaliado. As colunas representam a porcentagem meédia de expressédo + 1 EPM de 3 experimentos
independentes. (*) p < 0,01; (**) p < 0,02; (***) p < 0,0001 (teste ?).

Tratamento com uleina ndo alterou os niveis de presenca de asPi para
linfocitos. Entretanto, para mondcitos, queda significativa, dose-dependente, desses
niveis foi observada quando se comparou a respectiva populagcao nao-tratada. Ou
seja, valores de 67,9 + 1,2% (p<0,01) na concentragdo de 1ug/ml, e de 55,1 + 1,2%
(p<0,0001) a 10ug/ml, apdés uma hora de incubagao com uleina, foram obtidos nesta
populacdo (controle: 73,2 + 0,3%). Apos doze horas, os valores decairam ainda
mais, com 64,8 £ 2,7% (p<0,02) para mondcitos tratados com 10ug/ml, sendo de
75,6 £ 1,5% os niveis encontrados para o controle.

Em granulécitos, tanto para a concentragao de 1ug/ml como a de 10ug/ml,

observou-se diminui¢ao significativa da presenga de asf; somente apos 12 horas de
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incubagcdo, quando somente 3,6 + 0,4% (p<0,02) e 3,1 + 0,5% (p<0,01),
respectivamente, foram os niveis registrados (controle: 5,6 + 0,4%).

Neste trabalho, combinou-se a especificidade de anticorpos monoclonais para
osP1 € asPi conjugados a fluorocromos com a metodologia de citometria de fluxo
para se investigar a presenga de moléculas de adesao na superficie celular de
leucécitos humanos antes e apds exposicao a uleina.

Como ja citado nesta dissertacdo, LFA-1 é uma integrina B, normalmente
presente nas subpopulagbes leucocitarias circulantes e estd envolvida nos
processos de adesao e migracéo dos leucécitos através do endotélio vascular e nos
mecanismos primarios envolvidos nas respostas inflamatoria e imunitaria(Larson et
al., 1991).

De fato, niveis elevados de o3, foram encontrados em todas as
subpopulagées de leucdécitos humanos analisados neste trabalho (Figura 17),
particularmente em granulécitos e linfocitos, células primarias dos mecanismos
basicos de defesa. Assim sendo, os niveis elevados de o, 32 nos diferentes tipos de
leucécitos demonstrados vém corroborar com a ja conhecida ubiqua distribuigdo
dessa molécula em leucécitos circulantes (Matsumoto et al., 1998; Tielemans et al.,
1993; Zachee et al., 1994), independente de seu estado de ativagdo. Além disso,
esta elevada presencga persistiu mesmo apos exposicao, por 12 horas, a uleina,
sugerindo que este alcaléide nao tem a habilidade de influenciar sua apresentacgao.

Quando analise de a4f; foi realizada com as mesmas fra¢des leucocitarias,
elevada presenca foi encontrada em linfécitos e mondécitos, confirmando outros
relatos referentes a sua expresséo constitutiva (Larson et al., 1991; St-Pierre et al.,
1996; Stupack et al., 1991) e prévios resultados obtidos em nosso laboratério (Perini,
2003). Em contraste aos MNC, nossos resultados demonstraram niveis reduzidos
desse receptor em granuldcitos, também confirmando dados recentemente
produzidos por Perini (2003) e relatados por outros (Kipps, 2001; Roussel e Gingras,
1997). A expressao de auf3s em mondcitos, linfécitos, basdfilos e eosindfilos, um dos
tipos de leucécitos que compde a subpopulagdo de granuldcitos, € conhecida
(Hemler, 1990), porém sua expressao em neutréfilos, subtipo de leucdocito majoritario
na fragdo GRN, é baixa ou mesmo inexistente(Weber et al., 1996). Dessa forma, é

possivel que os baixos niveis de a4f; detectados para a fragdo de GRN corresponda
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aos eosindfilos presentes nesta fragao (ver Tabela 2). Exposi¢cdo a uleina por 12
horas, em contraste com o observado para o, 32, reduziu ainda mais, e de forma
significativa, a presenga de o431 nesta populagao.

Com relagdo a asBi;, um perfil diferenciado de apresentagdo, quando
comparado as de o 32 € asf1, pbde ser observado para os linfocitos, com niveis
muito mais baixos, porém coerentes com os previamente descritos para linfocitos de
sangue periférico de individuos sadios (Perini, 2003). Embora neste estudo os
linfocitos foram avaliados como um Unico grupo, € interessante ressaltar que cerca
de 70% dos linfécitos que trafegam no sangue periférico pertencem a linhagem T,
cujos niveis de expressdo semelhantes aos aqui observados para uma populagao
nao fracionada, independentemente do seu estado de ativagao, ja foram descritos
(Avdalovic et al., 1993; Hamann et al., 1997; Hauzenberger e Sundqvist, 1993;
Kasprzycka et al., 2000). Na populagao restante estdo os linfécitos B (Stupack et al.,
1991) e os NK (Gismondi et al., 1991), para os quais niveis similares de expressao
de asP1 € asPB; aos obtidos também ja foram relatados. Para os mondcitos, os niveis
elevados de expressao de asf; também foram consistentes com relatos anteriores
(Canning et al., 2001; Trial et al., 1999) e confirmaram resultados recentemente
obtidos em nosso laboratério (Perini, 2003). Tratamento com uleina, independente
da concentragdo, levou a diminuigcao significativa de asf1, tanto em GRN como em
MNC.

Esses resultados indicam que os efeitos da uleina em reduzir a adesidade de
leucécitos humanos as proteinas FN e VN estao relacionados a sua interferéncia na
apresentagdo das integrinas asf1 € asBi na superficie celular, atividade esta até

agora nao relatada para este alcaldide.

4.8 EFEITO DA ULEINA SOBRE A IMUNOMODULAGCAO DE CELULAS
MONONUCLEARES HUMANAS

A capacidade que linfécitos T tém de serem ativados in vitro e proliferar quando
expostos a mitdgenos tem sido usada como um instrumento para avaliar o status
funcional dessas células e tem aplicacdo pratica em laboratérios de imunologia
clinica, com o objetivo de diagnosticar individuos portadores de disturbios

relacionados a defesa imunolégica. Tem, também, proporcionado ferramentas para
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elucidar os mecanismos que envolvem as respostas imunolégicas, assim como
tornou-se util para o estudo do efeito imunomodulador de vérias substancias.

Neste contexto, um dos meios de se estudar a ativagdo de células e, em
particular, a de linfécitos, é pela alteragdo de sua morfologia, observada sob
microscopia de imersao, em preparagbes fixadas e coradas. Linfocitos se
caracterizam como células pequenas e arredondadas, com cerca de 10um de
didametro, elevada relacdo nucleo-citoplasmatica; seu citoplasma €& geralmente
escasso, de coloragado azul, sem a presenca de granulagao especifica; seu nucleo
arredondado é denso, com cromatina apresentando-se com agregados irregulares e
a presenca de estruturas semelhantes a nucléolos é eventual, porém mal definidos
guando presentes. Linfécitos transformados pela agdo 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, por sua vez, se apresenta geralmente com cromatina delicada,
presenca de dois ou mais nucléolos proeminentes e delineados (Lee et al., 1999).

Muitas plantas utilizadas na medicina tradicional tém demonstrado eficiéncia
em curar ou atenuar os efeitos da resposta imunolégica. Neste trabalho, o potencial
imunomodulador da uleina foi avaliado em dois momentos: primeiro, sobre a
ativagao celular, ou transformacgao blastica de MNC, pela analise morfolégica dessas
células em preparagdes coradas e pela porcentagem dessas células que se
deslocaram da regido R1 para a R2 em um citdmetro, e, segundo, pelo seu efeito
sobre o comportamento proliferativo dos MNC, descrito como IP, ambos apés cultivo
por 5 dias na presenca de concentragdes crescentes do alcaléide. Em paralelo,
investigou-se seus efeitos sobre a proliferagdo de MNC na presenca de
fitohemaglutinina.

Neste momento, convém destacar que a estratégia utilizada para avaliar a
transformacédo blastica e o potencial imunomodulador de MNC humanos por
citometria de fluxo, ilustrada na Figura 20, baseou-se nos mesmos conceitos que
distingliem cada populacao particular de células presente na medula 6ssea ou no

sangue periférico de acordo com seu tamanho e complexidade interna, como ja
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detalhado no item 4.7, e no trabalho de Kristensen e colaboradores (1982), com

algumas modifica¢des (Kristensen et al., 1982).

A

1023

B1

1023

Figura 20. Estratégia para analise da atividade imunomodulatéria de linfécitos por citometria de
fluxo. Os graficos representam populagdes de mononucleares, onde as caracteristicas de tamanho
(FSC) e complexidade interna (SSC) foram utilizadas para distinguir cada populagdo e definir as regides
para avaliagdo da proliferagédo de linfocitos do grupo controle (A) e do grupo exposto a fitohemaglutinina
(B), ambas incubadas por 5 dias a 37° C e tensdo de CO,. R1 denota a regido delimitada para linfécitos
néo ativados e R2 delineia a regido para linfécitos ativados, que se transformam em linfoblastos. Cada
ponto representa uma célula detectada pelo sistema. Citocentrifugados preparados dessas populagdes
apos incubagdo e corados com May-Grunwlad-Giemsa demonstraram morfologia predominante de
linfocitos (A1) e blastos (B1), respectivamente (magnificagdo: 1000X).
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Neste caso, a janela R1 foi delineada de forma subjetiva para especificar a
populagdo de linfocitos em seu estado basal (Figura 20-A), caracterizados por
baixos FSC e SSC, correspondente a células de pequeno tamanho e complexidade
citoplasmatica simples (Civin e Loken, 1987). A janela R2 foi tracada, também de
forma subjetiva, para caracterizar células ativadas, ou seja, aquelas que sofreram
alteragdo morfoldgica, ou transformacgao blastica, conforme ilustrado na Figura 20-B,
e se deslocaram para uma regiao de maior complexidade e tamanho (linfoblastos),
porém incluindo a janela R1. A morfologia caracteristica dessas duas populagdes
esta ilustrada em detalhes nos quadros A1 e B1 da Figura 20.

Ao avaliar-se a morfologia dos MNC, observou-se que, para o controle,
somente 9,4% (n=6) das células detinham morfologia caracteristica de linfoblastos,
sendo o restante constituido por linfocitos. Em contraste, linfoblastos constituiram

85,6% (n=2) da populagéo estimulada com PHA (Tabela 4).

Tabela 4. Influéncia da uleina na morfologia de linfécitos humanos cultivados,
avaliada em citocentrifugados corados com May-Grunwald-Giemsa.

MONONUCLEARES Linfécitos Linfoblastos
(%) (%)
Controle 90,6 9.4
PHA 14,4 85,6

ULEINA (pg/ml)

10° 92,2 7.8
10" 95,4 4.6
10° 86,4 13,6
102 89,5 10,5
10" 87,5 12,5
1 88,4 11,6
10°+ PHA 20,2 79,8
10+ PHA 19,6 80,4
10+ PHA 32,0 78,0
102+ PHA 35,3 64,7
10"+ PHA 32,8 67,2
1+ PHA 45,7 54,3

Mononucleares obtidos de sangue periférico foram tratados com as concentragbes
indicadas de uleina e incubados a 37°C, por 5 dias, em atmosfera de CO,. Em alguns
experimentos, meio de cultura contendo fitohemaglutinina (PHA) foi adicionado. A
morfologia foi avaliada em citocentrifugados corados com May-Grunwald-Giemsa, sob
imersdo em microscépio comum. Cada valor representa a porcentagem média de
células obtidas de dois experimentos, onde um minimo de 100 células por experimento
foi observado.
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Simultaneamente e confirmando estes resultados, na transformacao blastica
avaliada por citometria de fluxo, a porcentagem de células presentes na R2 para o
controle foi de 6,4 £ 3,5% (Figura 21), enquanto para a populagéo estimulada por PHA
(Figura 22) o valor encontrado foi de 78,2 + 2,9% (p<2,2x10®).
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Figura 21. Efeito in vitro da uleina sobre a transformacgao blastica de linfécitos humanos.
Mononucleares obtidos de sangue periférico de voluntarios sadios foram tratados com as
concentragdes indicadas de uleina e incubados a 37°C, por 5 dias, em atmosfera de CO,. Cada
coluna representa a porcentagem média = EPM de células presentes na regidao R2, apds subtracao
do numero de células em R1, obtidos por citometria de fluxo (n=6). C denota a populagdo nao
exposta ao alcaldide.
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Figura 22. Efeito in vitro da uleina sobre a transformagao blastica de linfécitos humanos
estimulados por fitohemaglutinina. Mononucleares obtidos de sangue periférico de voluntarios
sadios foram tratados com as concentragdes indicadas de uleina, na presenga de fitohemaglutinina
(PHA) e incubados a 37°C, por 5 dias, em atmosfera de CO,. Cada coluna representa a porcentagem
média =+ EPM de células presentes na regido R2, apds subtracdo do numero de células em R1,
obtidos por citometria de fluxo (n=6). *p < 0,0002 em relagao ao controle (PHA).

Quando se avaliou a proliferacao de linfécitos nas condigbes experimentais
propostas (Figura 23), um indice de proliferacao (IP) de 3,81+0,3 vezes maior em
relagéo ao obtido para o controle ndo estimulado foi observado (n=6; p<0,00001).

Estes resultados indicaram e confirmaram que, de fato, a PHA é um potente
ativador de linfécitos humanos, promovendo a transformagdo da maioria dos
linfécitos a ela expostos os quais proliferam abundantemente como consequéncia, e
gue o sistema experimental utilizado permitiu recapitular os efeitos in vitro descritos
para a PHA.

Quando as células foram incubadas apenas com o alcaldide uleina, nenhum
efeito proliferativo foi observado, independente da concentragdo, com IP variando
entre 0,82 £ 0,13 e 1,1 £ 0,071 (Figura 23).
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Figura 23. Efeito in vitro da uleina sobre a proliferagdao espontidnea e a estimulada por
fitohemaglutinina de linfécitos humanos. Mononucleares obtidos de sangue periférico foram
tratados com as concentragdes indicadas de uleina e incubados a 37°C, por 5 dias, em atmosfera de
CO,. Cada coluna representa a média + EPM do indice de proliferacdo obtido da relagdo entre o
numero de eventos detectados por citometria de fluxo na regido R2 dos experimentos contendo uleina
(=) e o numero obtido no controle (m), de seis experimentos independentes, realizados em triplicata.
Em alguns experimentos, adicionou-se meio de cultura contendo fitohemaglutinina () e uleina ().
(**) p <CPO001 em relagéo a C, (*) p< 0,03 em relacéo a PHA.

Ou seja, nessas culturas, a maioria das células manteve-se na regidao R1,
com predominio de linfocitos. De fato, analise citométrica dessas populagcbes
demonstrou, para as concentragdes de 10 a 1pg/ml, respectivamente, que somente
8+43;,73+46;9+45;73+33;,54+16¢e51=1,2%, de células foram
detectadas em R2. Para o controle, o valor observado foi de 6,4 £ 3,5% (Figura 21),
como ja referido anteriormente.

Em contraste, nas culturas onde ambos, mitégeno e alcaldide, foram
acrescentados, diminuicdo significativa da proliferagcdo, nas concentragbes de 1 a
107 ug/ml, foi observada (Figura 23), com IP de 2,15 £ 0,38 (p<0,01), 2,45 £ 0,29
(p<0,02), 2,26 + 0,46 (p<0,03) e 2,25 + 0,44 (p<0,02), respectivamente, quando
comparado ao valor obtido para o grupo estimulado somente com mitégeno (n=6).

Nessas culturas, exceto na concentragdao de 1ug/ml, a viabilidade celular manteve-
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se sempre superior a 90%, conforme demonstrado na Tabela 5, excluindo a

possibilidade de um efeito téxico da uleina sobre as células.

Tabela 5. Efeito da uleina sobre a viabilidade de mononucleares
humanos cultivados na presenga de fitohemaglutinina.

ULEINA (ng/ml) VIABILIDADE (%)

controle 72,7+6,6

1 92,7+1,2

10" 93,0+25

102 940+1,2

1073 92320

10 94,6 £2,6

10° 95,7+0,2

Mononucleares obtidos de sangue periférico foram incubados com as
concentragdes indicadas de uleina a 37°C, por cinco dias, em atmosfera
de CO, e na presenga de fitohemaglutinina. Cada valor representa a
percentagem média + EPM de células viaveis, verificada pelo teste com
azul de tripano, de pelo menos seis experimentos independentes,
realizados em triplicata.

O acréscimo de uleina, nas concentragdes de 102, 10t e 1 pg/ml, diminuiu
significativamente a porcentagem de células na regido R2, com valores de 58,2 +
2,2; 53,1 + 2,8 e 50,3 = 2,7%, respectivamente (n=6; p<0,0002 em relagdo ao
controle com PHA para todos), como demonstrado na Figura 22.

Esta colegao de resultados sugere que a uleina, por si s, tem uma habilidade
muito reduzida em ativar MNC humanos e, como consequéncia, influenciar sua
proliferagdo. Entretanto, quando essas células s&o expostas simultaneamente a
acao da uleina e da PHA, a proliferacdo dessas células reduz-se significativamente,
de forma dose-dependente. Ou seja, os dados aqui coletivamente apresentados
sugerem que a uleina interfere nas etapas de ativacdo celular, alterando os
mecanismos que antecedem sua proliferagcdo. Como suporte desta afirmacgao, tem-
se a morfologia apresentada pelos MNC expostos a uleina, os quais reteram a
morfologia predominante de linfoécitos, mesmo apds estimulagdo com o mitégeno
(Tabela 4). Além disso, a populagdo simultaneamente exposta a uleina e a PHA
mostrou viabilidade superior quando comparada aquela exposta somente a PHA.



Este aspecto € bastante interessante e sugere que a uleina também protegeu esta
populagdo dos efeitos estimulantes da PHA, em contraste com a populagéo
transformada, onde os blastos, por serem células em intensa atividade metabdlica,
com vistas a proliferacao, ficaram expostos a influéncias externas.

Se, de fato, a uleina interfere nos mecanismos de ativagao celular
precedentes a proliferagdo, interessante seria, para esclarecer esta hipotese,
mensurar os niveis de IL-2 no meio de cultura ou determinar os niveis de expressao
de receptores para IL-2 ou, ainda, investigar a expressdo de RNAm para esta
citocina, pois, como descrito na introdugédo deste trabalho, uma etapa fundamental
para a proliferagado de linfocitos induzida por mitdégenos é a sintese e secregao de IL-
2 e seus receptores, que culmina na expansao proliferativa desta populacgao.

Sabe-se que o influxo de Ca*™ é central na ativagdo in vitro de linfocitos e
parece ocorrer rapidamente apos a interagcdo do mitégeno PHA com receptores
presentes na superficie de linfécitos humanos (Cooper, 1972). Assim, é possivel que
a uleina tenha inibido a proliferagao de linfocitos por interferir na mobilizagdo de Ca™
necessario para que este processo se realize. Esta afirmacio encontra suporte nas
evidéncias recentemente descritas para a fracdo alcaloidica rica em uleina
preparada de cascas de Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson, onde
observou-se reducdo significativa da resposta contrati da musculatura lisa
vascularizada do jejuno e da aorta de ratos induzida pela acetilcolina e fenilefrina
(Rattmann et al., 2005), respectivamente, mecanismos estes dependentes de Ca™".
Além disso, o envolvimento de Ca'™ na adesdo celular € amplamente conhecido
(Pelletier et al., 1996) e a uleina interferiu significativamente na adesao de leucocitos
humanos a componentes da matriz extracelular pela diminuicdo da expressao de
a4f1 € aspi.

Embora esses experimentos ndo permitam esclarecer se este alcaldide atua
bloqueando o influxo de Ca*", na sua mobilizagéo ou, ainda, na sua utilizagéo, o fato
de se observar interferéncia significativa em modelos in vitro de imunomodulagéo, de
adesdo e de quimiotaxia faz da uleina um composto com relevante potencial

antiinflamatério, o qual certamente deve ser mais profundamente investigado.
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5. CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho foi investigar as atividades biologicas do alcaldide
uleina, extraido e purificado de Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson. Os
dados contidos nesta dissertagdo revelaram alguns aspectos interessantes e

inéditos sobre a uleina, dos quais se destacam:

- um potencial antiinflamatorio, uma vez que demonstrou interferir com a
adesao de leucdcitos humanos a fibronectina e vitronectina purificadas de plasma
humano e imobilizadas sobre plastico, pela diminuigdo da expressao dos receptores

aaf1 € asPi1 expressos nessas células

- um potencial imunomodulatério, refletido na capacidade de inibir a
proliferagdo de linfécitos humanos induzida por mitégeno, ao atuar nos mecanismos

de ativagao celular.

Os resultados obtidos e as informagdes deles derivadas sugerem alguns dos
mecanismos de acdo da uleina que devem ser mais bem explorados, a fim de
estabelecer-se se a uleina podera ser usado como uma nova alternativa terapéutica

para o tratamento de doengas que envolvem as respostas inflamatéria e imunitaria.
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