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RESUMO: A citometria de fl uxo vem se consolidando como metodologia para vários estudos de 
atividade celular e, nesse trabalho, ela foi empregada para avaliar as ações da fi tohemaglutinina, dos 
alcalóides vimblastina e vindolina e dos extratos de Chamomilla recutita (L.) Rauschert, Bauhinia 
microstachya (Raddi) Machr. e Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) Woodson, conhecidos 
popularmente no Brasil como camomila, escada-de-macaco e agoniada, respectivamente, sobre a 
imunomodulação de células mononucleares humanas, comparando-se o desempenho obtido com as 
alterações morfológicas relacionadas à ativação e proliferação dessas células in vitro. Os resultados 
demonstram que foi possível identifi car, pela metodologia proposta, os efeitos proliferativos 
estimulantes já descritos para a fi tohemaglutinina e para o extrato de C. recutita, assim como para 
o extrato de B. microstachya, observado pela primeira vez nesse trabalho. A conhecida atividade 
inibitória da vimblastina sobre a proliferação de linfócitos induzida por fi tohemaglutinina, em 
contraste como a ausência de efeitos da vindolina, também puderam ser evidenciadas. Efeito 
inibitório foi observado para o extrato de H. lancifolius devido à sua ação tóxica sobre o sistema. 
Os resultados apresentados sugerem que a citometria de fl uxo pode ser usada como uma alternativa 
metodológica quando se deseja investigar a ação de substâncias puras ou de extratos de plantas 
sobre a imunomodulação de células mononucleares humanas.

Unitermos: Citometria de fl uxo, imunomodulação, plantas medicinais, alcalóides indólicos, 
Chamomilla recutita, Bauhinia microstachya, Himatanthus lancifolius.

ABSTRACT: “Flow cytometry as instrument for evaluating the immunopotential of medicinal 
plant extracts and their isolated compounds”. Flow cytometry  has  been widely applied 
for studying several cellular activities. In this work it has been used to evaluate the effects of 
phytohemagglutinin, vinblastine, and vindoline upon human mononuclear cells immunomodulation. 
The same protocol was used to investigate the effects of extracts prepared from Chamomilla 
recutita (L.) Rauschert, Bauhinia microstachya (Raddi) Machr., and Himatanthus lancifolius 
(Muell. Arg.) Woodson, plants popularly known in Brazil as camomila, escada-de-macaco, and 
agoniada, respectively. The activity was then compared with the in vitro cellular morphological 
changes. By the results herein presented, the proposed method allowed the identifi cation of the 
already known  phytohemagglutinin and C. recutita extract proliferative effects, as well as for 
the B. microstachya extract, reported for the fi rst time. The inhibition of vinblastine upon the 
proliferation of phytohemagglutin-stimulated cells and the lack of effects of vindoline were also 
evident. Exposition to H. lancifolius extract has led to inhibition of lymphocyte proliferation as a 
result of the high toxicity of the extract upon the system. Results presented strongly suggest fl ow 
cytometry as a useful instrument to evaluate the immunomodulation effects of pure compounds or 
complex mixtures such as plant extracts upon human mononuclear cells.

Keywords: Flow cytometry, immunomodulation, medicinal plants, indol alkaloids, Chamomilla 
recutita, Bauhinia microstachya, Himatanthus lancifolius.
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INTRODUÇÃO

Uma diversidade de atividades biológicas 
apresentadas por plantas usadas na medicina caseira e 
de substâncias delas extraídas e purifi cadas vem sendo 
demonstrada por meio de modelos experimentais in 
vivo e in vitro e o espectro dessas ações amplifi ca na 
mesma proporção que metodologias mais específi cas 
vão se consolidando cientifi camente (Funke; Melzig, 
2006; Leitão et al., 2006; Barbosa-Filho et al., 2006). De 
particular interesse são aquelas direcionadas ao estudo 
das atividades imunomodulatórias, devido ao crescente 
número de espécies vegetais utilizadas para o tratamento 
de doenças que comprometem o sistema imunitário 
(Yamaguchi, 1992; Lopes et al., 2003; Carlos et al., 2005; 
Bezerra-Santos et al., 2005), especialmente aquelas 
associadas ao câncer (Hirazumi et al., 1996) e às doenças 
infecciosas crônicas (Zarkovic et al., 2001).

Várias são as metodologias atualmente 
empregadas para quantifi car a ativação e a proliferação 
celulares in vitro. Dentre elas, despontam aquelas em que 
há a incorporação de nucleotídeos radioativos ao DNA 
celular durante a replicação e a resposta proliferativa é 
determinada pelos níveis de radiomarcador presente nas 
distintas populações celulares. Nesse contexto, destaca-
se o uso da timidina tritiada (Brunner et al., 1968, Gillis 
et al., 1978).

Elevadas sensibilidade e reprodutibilidade 
caracterizam as vantagens desses métodos, porém 
muitas são as desvantagens. Dentre essas, destaca-
se a manipulação de componentes radioativos, a qual 
requer precauções especiais de segurança, como salas e 
equipamentos exclusivos, além de proteção e treinamento 
pessoal especializado; sendo uma metodologia que 
envolve várias etapas de trabalho detalhado e minucioso, 
as chances de erro e contaminação se ampliam, além 
do custo consumido para cada série de experimentos. 
A redução de sais tetrazólio, como o MTT (brometo de 
3-[4,5-dimetiltiazolil]-2,5-difeniltetrazólio) e outros 
derivados, por redutases (Mosmann, 1983) constitui-se 
de metodologia alternativa, porém ambas metodologias 
não permitem estudos subseqüentes com as células, uma 
vez que comprometem sua viabilidade.

A citometria de fl uxo (CF) surge, então, como 
uma instrumentação alternativa importante para o 
estudo dos eventos celulares envolvidos na resposta 
imunológica com aplicações clínicas subseqüentes 
(Macey, 1994), porque uma das características deste 
instrumento é a manutenção das condições vitais da célula 
após sua manipulação, permitindo investigações mais 
aprofundadas do comportamento biológico da população 
em estudo, inclusive de avaliação funcional.

Essa versatilidade metodológica deriva da 
múltipla e independente quantidade de análises das 
características físicas e químicas das células (Shapiro, 
1985), pois no citômetro elas são individualmente 
conduzidas em canal de corrente fl uida que, ao 

interceptarem o feixe de luz geralmente proveniente 
de um laser, causam sua dispersão em várias direções, 
dependendo do tamanho, da estrutura interna, das 
características topográfi cas e de densidade óptica de 
cada célula (Macey, 1994), as quais estão diretamente 
correlacionadas com a morfologia celular que pode ser 
apreciada em preparados corados. Nesse contexto, o feixe 
de luz que passa pela partícula com um mínimo de desvio 
está relacionado com o tamanho celular (forward light 
scatter - FSC), enquanto aqueles que captam o desvio 
ortogonal aos eixos do fl uído celular e do laser (side light 
scatter - SSC) estão relacionados com a complexidade 
celular interna, em particular sua granularidade (Macey, 
1994, Robinson, 1993, Shapiro, 1985). Após análise 
simultânea desses parâmetros, gráfi cos de coordenadas x 
e y são, então, gerados (Macey, 1994).

Uma vez que a fi tohemaglutinina (PHA), lectina 
de Phaseolus vulgaris, é dotada das propriedades de 
ativar e induzir a proliferação de linfócitos humanos in 
vitro (Nowell, 1960), no presente trabalho empregou-se 
a CF como instrumento alternativo para avaliar essas 
atividades e compará-las às alterações morfológicas que 
descrevem essas atividades. Da mesma forma, avaliou-se 
o comportamento de células mononucleares na presença 
de vimblastina, alcalóide extraído de Catharantus roseus 
reconhecidamente inibidor da proliferação de linfócitos 
induzida por PHA (Thyberg et al., 1977), e de vindolina, 
outro alcalóide também extraído desta planta, mas sem 
estudos similares. Explorou-se, ainda, a infl uência, sobre 
a proliferação de células mononucleares humanas, dos 
extratos hidroetanólicos preparados de capítulos fl orais de 
Chamomilla recutita (L.) Rauschert, Asteraceae, de folhas 
de Bauhinia microstachya (Raddi) Machr., Leguminosae, 
e de cascas de Himatanthus lancifolius (Muell. Arg.) 
Woodson, Apocynaceae, popularmente conhecidas como 
camomila, escada-de-macaco e agoniada e amplamente 
utilizadas na medicina tradicional (Duarte; Debur et al., 
2003; Pereira et al., 2004; Tôrres et al., 2005).

MATERIAL E MÉTODOS

Material botânico

Capítulos fl orais de Chamomilla recutita (L.) 
Rauschert, Asteraceae, de uma amostra comercial pronta 
para consumo, de origem egípcia, adquirida em ervanário 
da região central de Curitiba, Brasil, foram caracterizados 
por análise farmacognóstica conforme a Farmacopéia 
Brasileira 4ª ed. (1996) e por análise em CG/EM dos 
constituintes do óleo essencial, extraído com auxílio de 
aparelho de Clevenger. Folhas de Bauhinia microstachya 
(Raddi) Machr., Leguminosae, foram coletadas na 
região de Morretes, Paraná, e uma exemplar encontra-se 
depositado no Herbário do Museu Botânico de Curitiba, 
sob registro 264.361. Cascas de Himatanthus lancifolius 
(Müll.) Argov, Apocynaceae, foram adquiridas na região 
metropolitana de São Paulo, Brasil, e identifi cadas 
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conforme descrição da Farmacopéia Brasileira 1ª ed. 
(1929) e por comparações macro e microscópicas 
com amostras autênticas. Uma amostra de cada planta 
encontra-se depositada na Herboteca do Laboratório de 
Farmacognosia, Departamento de Farmácia, Universidade 
Federal do Paraná.

Preparação dos extratos

Material botânico seco pulverizado (50 g) foi 
macerado em etanol 20% (200 mL) por 48h. Após serem 
fi ltrados em malha de gaze com algodão para retirada de 
material particulado, os extratos foram levados à secura 
por evaporação em banho-maria 45-55 °C. Em seguida, 
foram liofi lizados e mantidos a -20 °C até serem utilizados. 
Soluções a 10% (p/v) foram preparadas em RPMI 1640 
(Gibco) no momento do uso, esterilizadas por fi ltração 
(0,22 μm - Acrodisc) e incorporadas nos experimentos.

Alcalóides

Foram usadas ampolas de sulfato de vimblastina, 
do Laboratório Foulding Farmacêutica do Brasil 
Ltda, registro 1.3139.0015, no Ministério da Saúde, e 
vindolina, em pó, produzida pelo Laboratório Eli Lilly 
& Co., Indianápolis, U.S.A., registro 801-891B-128A no 
Ministério da Saúde. Ambos alcalóides foram ensaiados 
nas concentrações de 10-3 a 10-10 M. As soluções desses 
alcalóides foram preparadas em RPMI 1640 e esterilizadas 
por fi ltração no momento do uso.

Obtenção de leucócitos e isolamento de células 
mononucleares

Dez a vinte mililitros de sangue venoso 
heparinizado, colhidos assepticamente de voluntários 
sem manifestação de sinais ou sintomas de doença e 
sem uso de medicamentos, foram utilizados como fonte 
de células mononucleares (MNC), após consentimento 
livre e esclarecido, aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisas em Seres Humanos do Hospital de Clínicas da 
Universidade Federal do Paraná, sob Protocolo CEP/HC 
10, EXT.059/2003-10. As amostras foram centrifugadas 
a 800 g por 25 min em temperatura ambiente; o creme 
leucocitário foi removido e re-suspenso em 12 mL de 
salina tamponada com fosfatos (PBS; NaH2PO4.2H2O 
150 mM; Na2HPO4 150 mM; NaCl 154 mM; pH 7,4). 
Após homogeneização, a suspensão celular foi transferida 
para tubo de centrífuga contendo 3 mL de Ficoll-PaqueTM 
PLUS (Amersham, Biosciences) e centrifugada a 200 
g por 30 min. MNC retidas na interface das soluções 
foram removidas, lavadas duas vezes em PBS (400 g por 
10 min) e re-suspensas em RPMI 1640 suplementado 
com 10% (v/v) de uma mistura de soros humanos. 
Depois de enumeradas com auxílio de hemocitômetro, a 
concentração celular foi ajustada para 106 células/mL.

Testes de viabilidade e toxidade

MNC foram diluídas em solução de azul de 
tripano a 0,4% (p/v) em PBS e sua viabilidade observada 
ao microscópio óptico, antes e após os procedimentos 
experimentais. As células discriminadas como viáveis 
apresentaram-se íntegras, brilhantes, incolores e redondas, 
enquanto aquelas que se mostravam coradas em azul e 
com perda da defi nição de contorno foram consideradas 
não viáveis. Somente amostras contendo > 95% de células 
viáveis foram utilizadas nos experimentos.

Citocentrifugados

Preparações citológicas foram obtidas após 
submeter-se 2 x 104 MNC a 1500 rpm por 5 min, sob 
baixa aceleração, em citocentrífuga CytoproTM (Wescor). 
Em seguida, as lâminas secas ao ar foram coradas com 
May-Grünwald-Giemsa. Fotografi as foram obtidas 
usando-se o software IMAGE PRO PLUS acoplado ao 
microscópio Olympus CH30.

Ativação de linfócitos avaliada morfologicamente 
(transformação blástica)

Citocentrifugados corados foram observados 
sob microscopia de imersão e um mínimo de 100 células/
experimento diferenciado. Foram considerados linfócitos 
todas as células arredondadas, pequenas, com elevada 
relação núcleo-citoplasmática, citoplasma escasso, de 
coloração azul, ausência de granulação específi ca, núcleo 
arredondado e denso, com cromatina apresentando-
se com agregados irregulares e eventual presença de 
estruturas semelhantes a nucléolos, porém mal defi nidos. 
Linfócitos transformados pela ação de fi tohemaglutinina 
foram considerados como blastos e identifi cados como 
células de contorno irregular, maiores do que linfócitos 
não-ativados, citoplasma azul intenso, geralmente 
vacuolizado, com Complexo de Golgi desenvolvido, 
defi nido como área não corada ao redor do núcleo; 
presença de dois ou mais nucléolos proeminentes e 
delineados imersos em cromatina nuclear delicada (Lee 
et al., 1999).

Ativação/proliferação de linfócitos avaliada por 
citometria de fl uxo

MNC (106 células/ml) foram incubadas em RPMI 
1640, suplementado com proporções crescentes (5 a 90%, 
v/v) de Meio para Cariótipo contendo Fitohemaglutinina 
(M-PHA; Cultilab-Campinas/SP) e 10% de uma 
mistura de soros humanos em placas de 96 poços (TPP 
- Switzerland), a 37 °C por 3 a 5 dias, em atmosfera de 
5-10% de CO2. Cada ensaio foi realizado em triplicata 
e, como resultado de cada experimento, usou-se a média 
da triplicata. Para avaliar a atividade imunomodulatória, 
alcalóides (10-3 – 10-10 M) e concentrações crescentes 
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de extratos de plantas medicinais (0,1 – 100 μg/mL), 
foram adicionados simultaneamente aos ensaios. Após 
incubação, as células foram transferidas para tubos 
de ensaio apropriados e analisados por citometria de 
fl uxo usando-se um instrumento FACSCalibur (Becton 
& Dickinson), equipado com laser de Argônio (488 
nm). Para avaliação da ativação celular, as análises se 
basearam na aquisição de 104 eventos/ensaio. Para cada 
análise de proliferação, eventos foram adquiridos por 30 
segundos, na velocidade alta, em escala linear. Gráfi cos 
baseados no tamanho (FSC) e na complexidade interna 
(SSC) das células foram construídos usando-se janelas 
discriminatórias para as populações de linfócitos e 
blastos. A janela R1 foi delineada, de forma subjetiva, para 
especifi car a população de células cultivada sem aditivos 
e usada como controle, enquanto R2 foi delineada, 
também de forma subjetiva, para especifi car a população 
de células cultivadas na presença de fi tohemaglutinina, 
alcalóides ou extratos, e que inclui a população de R1. Os 
dados foram analisados usando-se o software WinMDI 
2.8 e os resultados estão expressos como índice de 
proliferação (IP), onde a média aritmética das triplicatas 
(X) dos valores obtidos por ensaio foram aplicadas como 
a seguir: IP = X (células detectadas em R2teste ) / X (células 
detectadas em R2 controle).

Análise estatística

Os resultados estão apresentados como a média 
± 1 erro padrão da média (EPM). Para análise estatística 
dos resultados, usou-se o teste t de Student. Os cálculos 
foram realizados utilizando-se o software OriginPro 6.1 
e valores de P < 0,05 foram considerados signifi cativos. 

Quando necessário, análises foram realizadas para a 
obtenção do índice de correlação (r) entre dois grupos, 
usando-se o teste de correlação de Pearson.

RESULTADOS

Efeitos da concentração de fi tohemaglutinina sobre 
a viabilidade e a ativação de linfócitos avaliada 
morfologicamente

Ao avaliar-se a morfologia de MNC do 
grupo controle em citocentrifugados corados com May-
Grunwald-Giemsa preparados após incubação, observou-
se que, em média, somente 5,8 ± 1,2% das células 
demonstravam morfologia característica de linfoblastos 
(n = 6), sendo o restante constituído por linfócitos. Em 
contraste, linfoblastos constituíram 89,6 ± 1,2% (n = 
30; P < 0,0000) das populações estimuladas com PHA. 
Essa distribuição distinta de linfócitos e linfoblastos nas 
culturas, cujas morfologias estão ilustradas na Figura 
1, foi independente da proporção de meio contendo 
fi tohemaglutinina (M-PHA) e do tempo de incubação.

Com relação à viabilidade das células do 
grupo controle avaliada com azul de tripano, o número 
de MNC viáveis decresceu com o aumento do período 
de incubação (Figura 2). A viabilidade média observada 
foi de 87,6 ± 1,3% (n = 8) em culturas de três dias, 
enquanto que, após quatro e cinco dias de cultivo, 
declínio signifi cativo foi observado, registrando valores 
de 73,6 ± 3,5% (n = 8; P < 0,01) e 65,0 ± 4,0% (n = 
8; P < 0,0001), respectivamente. Entretanto, quando 
incubados na presença de concentrações crescentes de 
M-PHA, após três dias de incubação, a viabilidade média 

A B 

Figura 1. Efeitos da fi tohemaglutinina sobre a morfologia de células mononucleares. Células mononucleares obtidas 
após isolamento com gradiente de densidade foram incubadas por 3 a 5 dias, a 37°C, em atmosfera de CO2. Em alguns 
experimentos, meio de cultura contendo fi tohemaglutinina foi acrescentado. Linfócitos (A, setas), em detrimento de 
linfoblastos (B, setas), distintos entre si pela morfologia característica observada em citocentrifugados corados com 
May-Grünwald-Giemsa, predominaram nas culturas sem o mitógeno (x1000).
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das MNC manteve-se superior a 80% até a concentração 
de 25% de meio, quando, então, observou-se um declínio 
dependente da dose signifi cativo em relação ao controle, 
com somente 67,1 ± 3,1, 64,3 ± 2,5% e 54,3 ± 3,5% 
das células mantendo-se viáveis para as proporções de 
50, 75 e 90%, respectivamente (n = 8; P < 0,0001 para 
todos). O potencial tóxico apresentado pela PHA em altas 
concentrações foi mais evidente a partir do quarto dia 
de incubação, onde viabilidade celular média de 60,1 ± 
2,1% (n = 8; P < 0,01) foi registrada na presença de 75% 
de M-PHA. Quando se incubou as MNC com 90% de 
M-PHA, somente 47,5 ± 0,6% (n = 8; P < 0,001) delas 
mantiveram-se viáveis. Em contraste, na presença de 
somente cinco ou 10% de M-PHA, a viabilidade média 
observada foi de 86,8 ± 2,7% (n = 8; P < 0,01) e 89,9 ± 
1,7% (n = 8; P < 0,001), respectivamente, após quatro 
dias de incubação, e de 80,9 ± 4,5% e 82,1 ± 5,0% (ambos 
n = 8; P = 0,02) após 5 dias, sendo signifi cativamente 
superiores às concentrações elevadas avaliadas.

Efeitos da concentração de fi tohemaglutinina sobre a 
ativação de linfócitos avaliada por citometria de fl uxo

A estratégia utilizada para avaliar a ativação 
de MNC por CF, ilustrada na Figura 3, baseou-se na 

comparação da distribuição das células quando expostas 
ou não ao mitógeno. Assim, em um gráfi co de pontos, 
linfócitos em estado basal, por serem células relativamente 
pequenas e de baixa complexidade interna, ocupam uma 
posição de baixos FSC e SSC (Civin; Loken, 1987). Após 
um período de incubação, permanecem nessa mesma 
posição, em contraste com uma população exposta a 
fi tohemaglutinina, a qual promove sua ativação. Como 
conseqüência, transformam-se em imunoblastos, 
aumentando de tamanho e em complexidade interna, 
características provenientes de um estado metabólico 
intenso. Esse trânsito entre repouso e ativação, também 
denominado transformação blástica, pode ser evidenciado 
pela migração das células da região R1 para R2, como 
ilustrado na Figura 3. Nesse contexto, observou-se que 
92,6 ± 4,3% das MNC do grupo controle permaneceram 
em R1 após o período de incubação (Figura 3.A), 
em contraste com os somente 16,1 ± 4,9% (n = 22; 
P < 0,0001) observados para esta região nas culturas 
estimuladas com mitógeno (Figura 3.B). Ou seja, na 
presença de fi tohemaglutinina, mais de 80% das células 
se deslocaram da região R1, se posicionando em uma 
região de maiores FSC e SSC, indicando que as células 
sofreram modifi cações com relação ao tamanho e à 
complexidade interna, respectivamente, sugerindo que 
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Figura 2. Infl uência da concentração de fi tohemaglutinina sobre a viabilidade de células mononucleares in vitro. Células 
mononucleares obtidas de sangue periférico de voluntários sadios, após isolamento em gradiente de densidade, foram 
tratadas com proporções crescentes, como indicado, do meio de cultura comercial enriquecido com fi tohemaglutinina 
e incubadas a 37 °C por 3 a 5 dias, em atmosfera de CO2. Cada linha representa a viabilidade celular média ± EPM 
em percentagem, verifi cada pelo teste com azul de tripano. * P<0,01; ** P<0,02; *** P<0,001; **** P<0,0001 em 
relação ao controle, não estimulado.
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esse deslocamento está relacionado à ativação celular 
e corroborando com observações descritas por outros 
(Gaines et al., 1996). Além disso, esses resultados estão 
de acordo com a análise citológica dessas duas populações 
descritas no item anterior. De fato, ao se relacionar os 
dados obtidos por CF com as análises citomorfológicas, 
um índice de correlação de r = 0,98 foi obtido, indicando 
que os eventos detectados na região R2 dos gráfi cos FSC 
x SSC representam linfócitos que foram ativados pela 
ação da PHA, sofreram transformação blástica e deram 

origem a linfoblastos funcionais.

Efeitos da concentração de fi tohemaglutinina sobre a 
proliferação de linfócitos avaliada por citometria de 
fl uxo

Após ter-se constatado o potencial ativador da 
PHA em baixas concentrações sobre a população de MNC, 
tanto morfologicamente quanto por CF, investigou-se 
os efeitos de diferentes concentrações de M-PHA sobre 

A 

R1 

R2 

D C 

B 

FSC 

S
S
C 

Figura 3. Estratégia para análise dos efeitos da fi tohemaglutinina e de alcalóides sobre a ativação/proliferação de 
células mononucleares por citometria de fl uxo. Células mononucleares obtidas de sangue periférico de voluntários 
sadios foram cultivadas por 5 dias, a 37 °C e em atmosfera de CO2 (A). Em alguns experimentos, fi tohemaglutinina (B), 
vimblastina (C) ou vindolina (D), isolados ou em combinação, foram adicionados às culturas. Os gráfi cos representam 
as células analisadas por citometria de fl uxo, onde as características de tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC) 
foram utilizadas para distinguir cada população e defi nir as regiões para avaliar a proliferação de linfócitos dos grupos 
controle e tratados. R1 denota a região delimitada para linfócitos não estimulados, e R2, a região para linfoblastos, 
onde cada ponto representa uma célula detectada no sistema. 
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a proliferação dessa população celular. Como ilustrado 
na Figura 4, com apenas três dias de incubação, não 
se observou expansão dessa população em nenhuma 
das concentrações utilizadas de meio enriquecido com 
fi tohemaglutinina, quando comparado à população 
controle. Entretanto, esta atividade tornou-se evidente e 
signifi cativa a partir do quarto dia, nas concentrações de 
5, 10 e 25% de M-PHA, com um aumento signifi cativo 
do número de células presentes na região R2, com um 
IP de 1,89 ± 0,22 (n = 4; P < 0,01), 2,95 ± 0,28 (n = 
5; P < 0,001) e 1,77 ± 0,22 (n = 5; P < 0,01) vezes, 
respectivamente, em relação ao grupo não tratado. Após 
cinco dias de incubação, todas as concentrações de M-
PHA avaliadas foram efi cientes em estimular a divisão 
celular, apresentando aumento signifi cativo do número 
de células em relação ao controle não estimulado. Porém, 
foi na concentração de 10% de M-PHA onde se observou 
o melhor e mais signifi cativo efeito, com um IP de 4,90 
± 0,19 vezes maior do que o obtido para o controle (n 
= 4; P < 0,00001). Em contraste, nas culturas onde as 
concentrações de M-PHA excederam 10%, tanto após 
quatro quanto cinco dias de cultivo, houve uma diminuição 
signifi cativa do IP. Esse decréscimo de estímulo parece 
estar diretamente relacionado ao grau de toxidade da 
fi tohemaglutinina, como anteriormente demonstrado com 
o teste de viabilidade com azul de tripano.

Efeito de alcalóides sobre a imunomodulação de 
células mononucleares

Quando se avaliou por CF os efeitos da 
vimblastina, um alcalóide de estrutura dímera isolado de 
C. roseus (vinca) como já citado, sobre a proliferação de 
células mononucleares na presença de fi tohemaglutinina, 
nenhuma alteração foi observada nas concentrações de 
10-10 e 10-9 M, com IP de 3,44 ± 0,41 e 3,44 ± 0,34 (n 
= 4), respectivamente. Já nas concentrações superiores a 
10-7 M, observou-se efeito tóxico. Entretanto, diminuição 
signifi cativa da proliferação de MNC induzida por PHA 
na concentração de 10-8 M foi observada (Figura 3.C), 
com um IP de somente 2,37 ± 0,28 em relação ao de 
3,49 ± 0,22 obtido para a população tratada com 10% de 
M-PHA, sem a presença do alcalóide (n = 3; P = 0,03). 
Interessante com relação a este efeito inibitório pontual da 
vimblastina é que ele assemelha-se ao efeito inibitório por 
ela apresentado na inibição da formação de microtúbulos 
descrito para trofozoítos da malária (Bell, 1998).

Em contraste, nos ensaios realizados com a 
vindolina, alcalóide isolado da mesma planta, mas de 
estrutura monomérica, não se observou efeito algum 
em nenhuma das concentrações avaliadas com relação 
à ativação ou à proliferação, independente da presença 
de mitógeno, pois a população inicial de linfócitos 
não sofreu o deslocamento esperado para essas células 
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Figura 4. Efeito da concentração da fi tohemaglutinina sobre a proliferação de linfócitos humanos. Células 
mononucleares obtidas de sangue periférico de voluntários sadios, após isolamento em gradiente de densidade, foram 
tratadas com proporções crescentes do meio de cultura Meio para Cariótipo enriquecido com fi tohemaglutinina como 
indicado e incubadas a 37 °C por 3 a 5 dias, em atmosfera de CO2. Os pontos representam a relação média ± EPM do 
número de eventos detectados por citometria de fl uxo entre as culturas estimuladas por fi tohemaglutinina em relação 
à fração não estimulada. * P<0,01; ** P<0,001; *** P<0,00001 em relação ao controle não estimulado.
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quando ativadas (Figura 5-D) e nem aumentou de número 
em relação às populações controle. Importante ressaltar 
que a viabilidade das células tratadas com vindolina, 
independente da presença de PHA, foi semelhante à 
apresentada pelos grupos controle, excluindo um efeito 
citotóxico para esse alcalóide.

Efeito de extratos de plantas medicinais sobre a 
imunomodulação de células mononucleares humanas

Estudos semelhantes realizados com 
concentrações crescentes de extratos preparados de 
capítulos fl orais de C. recutita e de folhas de B. microstachya  
demonstraram ação  estimulante signifi cativa sobre a 
proliferação de células mononucleares humanas quando 
comparados ao grupo controle, porém muito inferior aos 
valores observados para as células tratadas com mitógeno 
na concentração de 10% (Tabela 1). Em contraste, queda 
signifi cativa do IP, proporcional à concentração, foi 
observada nos experimentos realizados com o extrato 
preparado de cascas de H. lancifolius. Ao avaliar-se 
essas células em citocentrifugados corados, a maioria 
estava representada por linfócitos, indicando que a fração 
majoritária desta população não foi ativada pela ação do 
extrato, refl etindo provavelmente o baixo IP observado.

Ao investigar se os efeitos modestos resultantes 
poderiam ser decorrentes de toxidade dos extratos sobre 
os células mononucleares, observou-se que somente 

aquele preparado de folhas de H. lancifolius foi tóxico, 
com cerca de 65% de células viáveis na concentração 
de 10 ug/mL, caindo para valores inferiores a 10% na 
concentração de 100 ug/mL, confi rmando que o extrato 
não possui atividade inibitória sobre a proliferação de 
linfócitos e, sim, que seu efeito é de natureza tóxica.

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

Linfócitos são as principais células responsáveis 
pela resposta imunológica adaptativa e o primeiro passo 
para sua ativação reside na interação de receptores 
presentes na superfície celular com um agente estimulante. 
Os eventos celulares que ocorrem após essa ativação são 
denominados coletivamente de transformação blástica 
e as células resultantes deste processo são referidas 
como células efetoras da resposta imunológica (Reeves; 
Todd, 2000). Bioquimicamente, o processo de ativação 
celular se caracteriza, dentre outros mecanismos, pelo 
recrutamento de íons cálcio e a ativação simultânea das 
enzimas tirosinaquinases citossólicas fosfolipase Cγ e 
A2, proteína C quinase (PKC), proteína quinase ativada 
por mitógeno (MAPK) e calcineurina (Trama et al., 
2000). Essas, por via de cascatas metabólicas específi cas, 
produzem sinais direcionados ao núcleo, promovendo a 
transcrição de fatores pró-mitóticos. Esses, por sua vez, 
conduzem os eventos da proliferação e a síntese de IL2, 
a qual é o principal mediador químico da amplifi cação da 

Blastos (%) 
EXTRATOS 

controle 1µg/ml 10µg/ml 100µg/ml 

C. recutita 6,9 ± 0,4 6,8 ± 0,3 5,6 ± 0,1 

B. microstachya 5,7 ± 0,5 3,9 ± 0,5 4,8 ± 0,9 

H. lancifolius 10,5 ± 2,1 11,9 ± 3,4 - 

fitohemaglutinina 

5,8±1,2 

89,6±1,2 

Índice de Proliferação 

C. recutita 1,00 ± 0,03* 1,10 ± 0,09 1,35 ± 0,03** 

B. microstachya 1,02 ± 0,07 1,63 ± 0,11** 1,44 ± 0,08** 

H. lancifolius 0,91 ± 0,27 0,64 ± 0,13* 0,07 ± 0,02** 

fitohemaglutinina 

1 

4,90 ± 0,19 

 

Tabela 1. Efeito de extratos preparados de diferentes plantas medicinais sobre a morfologia e a proliferação de células 
mononucleares humanas in vitro.

Suspensões de células mononucleares obtidas de sangue periférico de indivíduos sadios foram incubadas com as 
concentrações indicadas de extratos ou com meio de cultura contendo fi tohemaglutinina (10%) e incubadas a 37 °C, por 
5 dias, em tensão de CO2. A morfologia foi avaliada em citocentrifugados corados com May-Grunwald-Giemsa, sob 
imersão em microscópio comum. Cada valor representa a percentagem média de blastos ± EPM, obtida de pelo menos três 
experimentos realizados em triplicata. Em paralelo, obteve-se o Índice de Proliferação  por citometria de fl uxo, onde cada 
valor é o resultado da relação entre a média do número de eventos detectados nos testes pelo número obtido no controle. 
(* P<0,05; ** P<0,01).
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resposta imunológica (Burgermeister et al., 2003, Feske 
et al., 2000).

Morfologicamente, linfócitos adquirem o 
fenótipo de linfoblastos após ativação e esta mudança 
fenotípica pode ser evidenciada por meio de preparados 
citológicos apropriadamente corados (Lee et al., 1999). 
Simultaneamente às alterações morfológicas após 
ativação, observa-se um aumento expressivo do número 
de células (Kristensen et al., 1982b), caracterizando a 
expansão clonal da população ativada, além da produção 
e secreção de citocinas, particularmente IL2, e da 
expressão de receptores específi cos por essas células 
(Biberfeld, 1971).

Enquanto a resposta in vivo dos linfócitos a 
antígenos é específi ca, gerando amplifi cação clonal, sua 
resposta a mitógenos in vitro é inespecífi ca e infl uencia, 
simultaneamente, um grande número de células, levando-
as a uma expansão policlonal. Diferente do que acontece 
in vivo, esse estímulo à proliferação não depende de 
células apresentadoras de antígenos, embora os mesmos 
mecanismos bioquímicos estejam aparentemente 
envolvidos (Burgermeister et al., 2003) e favorece estudos 
experimentais.

Muitas plantas têm sido utilizadas na medicina 
tradicional, não só pela sua efi ciência em curar ou atenuar 
os efeitos da resposta imunológica, mas também pela 
facilidade de acesso e relativo baixo custo, uma vez que 
crescem naturalmente com relativa abundância em nosso 
solo. O desenvolvimento de técnicas in vitro de cultivo 
de linfócitos, além da aplicação prática, que se verifi ca 
em laboratórios de imunologia clínica, com o objetivo 
de diagnosticar a imunocompetência das células, tem, 
também, proporcionado ferramentas para elucidar os 
mecanismos que envolvem as respostas imunológicas, 
assim como para o estudo do efeito imunomodulador de 
várias substâncias.

Nesse   trabalho,  utilizou-se a CF como 
instrumento principal de avaliação da atividade 
imunomodulatória de células mononucleares humanas 
expostas à ação da fi tohemaglutinina, por ser uma 
substância com reconhecida capacidade de estimular 
linfócitos T humanos in vitro. Por ser uma substância 
de relativa toxidade para essas células, uma série de 
experimentos usando concentrações crescentes do meio 
comercial denominado Meio de Cultivo para Cariótipo, 
o qual é rotineiramente usado para proliferação in vitro 
de células de sangue periférico e de medula óssea com 
fi nalidades diagnósticas por induzir a proliferação de células 
sensíveis à fi tohemaglutinina, foram realizados. Nesses 
ensaios, concentrações crescentes foram adicionadas a 
suspensões de MNC e seus efeitos sobre a transformação 
blástica e a proliferação monitorados por CF após cultivo 
sob diferentes condições. Os resultados demonstraram 
que a fi tohemaglutinina é, de fato, ativadora e mitogênica 
para células mononucleares humanas quando cultivados a 
37 °C, por cinco dias, em 10% de meio M-PHA sob tensão 
de CO2, pois cinéticas ideais para ambas atividades foram 

evidentes e confi rmadas pela alteração morfológica das 
células. Além disso, a metodologia mostrou-se adequada 
para demonstrar sua ação extremamente tóxica em altas 
concentrações, corroborando com outros que relataram 
semelhante ação sobre linfócitos de sangue periférico de 
camundongos (Kristensen et al., 1982c) e de cachorros 
(Kristensen et al., 1982a).

Efeito oposto foi observado quando se incluiu, 
no sistema, vimblastina, confi rmando ação semelhante 
já descrita (Jordan; Wilson, 2004, Thyberg et al., 1977, 
Wilson; Jordan, 2004). É importante ressaltar que esse 
alcalóide é freqüentemente utilizado em estudos in vitro 
de imunomodulação (Qin et al., 2002, Sciola et al., 2003, 
Yang et al., 1996) e que, à semelhança da colchicina, 
tem a capacidade de bloquear a mitose celular por 
inibir a polimerização da tubulina e, conseqüentemente, 
impedir a formação de microtúbulos indispensáveis ao 
fuso mitótico (Wilson; Jordan, 2004). Para a vindolina, a 
metodologia revelou ausência de atividade. Interessante 
ressaltar que a maioria das substâncias derivadas da 
vinca com atividade antimitótica possui estrutura dímera 
assimétrica variada e mudanças mínimas resultam em 
diferenças signifi cativas não só com relação à toxidade, 
assim como às atividades anti-tumorais descritas (Kirsch-
Volders; Parry, 1996). Nesse contexto, a diversidade dos 
resultados aqui apresentados poderia, também, estar 
relacionada à estrutura química de cada alcalóide, visto 
que apenas os que possuem uma estrutura dímera têm 
atividade anti-neoplásica relatada.

Os resultados também demonstram que a 
metodologia foi sensível aos efeitos estimulantes dos 
extratos de C. recutita, em concordância com relatos 
anteriores usando diferente metodologia (Amirghofran 
et al., 2000), e de B. microstachya, pela primeira vez 
descrito. Entretanto, quando os efeitos inibitórios obtidos 
para o extrato de H. lancifolius foram investigados com 
maior profundidade, observou-se que os mesmos eram 
decorrentes de toxidade sobre o sistema, apontando para 
a importância de se usar técnicas complementares para a 
apreciação de efeitos biológicos causados por extratos de 
vegetais. Dessa forma, a citometria de fl uxo mostrou ser 
um método de análise alternativo àqueles que utilizam 
reações enzimáticas ou a incorporação de elementos 
radioativos, confi rmando relatos anteriores (Kristensen 
et al., 1982b, Wang; Zheng, 2002), e que pode ser útil 
quando se deseja investigar a ação de substâncias puras ou 
complexas como extratos de plantas, por exemplo, sobre 
a imunomodulação de células mononucleares humanas 
obtidos de sangue periférico.
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