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RESUMO: A citometria de fluxo vem se consolidando como metodologia para varios estudos de
atividade celular e, nesse trabalho, ela foi empregada para avaliar as agdes da fitohemaglutinina, dos
alcaldides 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
imunomodulagdo de células mononucleares humanas, comparando-se o desempenho obtido com as
alteragdes morfoldgicas relacionadas a ativacao e proliferacdo dessas células in vitro. Os resultados
demonstram que foi possivel identificar, pela metodologia proposta, os efeitos proliferativos
estimulantes ja descritos para a fitohemaglutinina e para o extrato de C. recutita, assim como para
o extrato de B. microstachya, observado pela primeira vez nesse trabalho. A conhecida atividade
inibitoria da vimblastina sobre a proliferacdo de linfocitos induzida por fitohemaglutinina, em
contraste como a auséncia de efeitos da vindolina, também puderam ser evidenciadas. Efeito
inibitorio foi observado para o extrato de H. lancifolius devido a sua acgdo toxica sobre o sistema.
Os resultados apresentados sugerem que a citometria de fluxo pode ser usada como uma alternativa
metodologica quando se deseja investigar a a¢do de substincias puras ou de extratos de plantas
sobre a imunomodulagdo de células mononucleares humanas.

Unitermos: Citometria de fluxo, imunomodulagdo, plantas medicinais, alcaldides indolicos,
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 identification of the
already known phytohemagglutinin and C. recutita extract proliferative effects, as well as for
the B. microstachya extract, reported for the first 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 flow
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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INTRODUCAO

Uma diversidade de atividades bioldgicas
apresentadas por plantas usadas na medicina caseira e
de substancias delas extraidas e purificadas vem sendo
demonstrada por meio de modelos experimentais in
vivo e in vitro e o espectro dessas agdes amplifica na
mesma propor¢do que metodologias mais especificas
vao se consolidando cientificamente (Funke; Melzig,
2006; Leitao et al., 2006; Barbosa-Filho et al., 2006). De
particular interesse sdo aquelas direcionadas ao estudo
das atividades imunomodulatérias, devido ao crescente
numero de espécies vegetais utilizadas para o tratamento
de doengas que comprometem o sistema imunitario
(Yamaguchi, 1992; Lopes et al., 2003; Carlos et al., 2005;
Bezerra-Santos et al., 2005), especialmente aquelas
associadas ao cancer (Hirazumi et al., 1996) e as doengas
infecciosas cronicas (Zarkovic et al., 2001).

Vérias sdo as metodologias atualmente
empregadas para quantificar a ativacdo e a proliferacao
celulares in vitro. Dentre elas, despontam aquelas em que
ha a incorporag@o de nucleotideos radioativos ao DNA
celular durante a replicacdo e a resposta proliferativa é
determinada pelos niveis de radiomarcador presente nas
distintas populacdes celulares. Nesse contexto, destaca-
se o uso da timidina tritiada (Brunner et al., 1968, Gillis
etal., 1978).

Elevadas sensibilidade e reprodutibilidade
caracterizam as vantagens desses métodos, porém
muitas sdo as desvantagens. Dentre essas, destaca-
se a manipulacdo de componentes radioativos, a qual
requer precaucdes especiais de seguranga, como salas e
equipamentos exclusivos, além de protecao e treinamento
pessoal especializado; sendo uma metodologia que
envolve varias etapas de trabalho detalhado e minucioso,
as chances de erro e contaminag¢do se ampliam, além
do custo consumido para cada série de experimentos.
A redugdo de sais tetrazolio, como o MTT (brometo de
3-[4,5-dimetiltiazolil]-2,5-difeniltetrazélio) e  outros
derivados, por redutases (Mosmann, 1983) constitui-se
de metodologia alternativa, porém ambas metodologias
ndo permitem estudos subseqiientes com as células, uma
vez que comprometem sua viabilidade.

A citometria de fluxo (CF) surge, entdo, como
uma instrumentagdo alternativa importante para o
estudo dos eventos celulares envolvidos na resposta
imunolégica com aplicagdes clinicas subseqiientes
(Macey, 1994), porque uma das caracteristicas deste
instrumento ¢ a manutengao das condigdes vitais da célula
apos sua manipulagdo, permitindo investigagdes mais
aprofundadas do comportamento biologico da populacao
em estudo, inclusive de avaliacdo funcional.

Essa versatilidade metodologica deriva da
multipla e independente quantidade de andlises das
caracteristicas fisicas e quimicas das células (Shapiro,
1985), pois no citometro elas sdo individualmente
conduzidas em canal de corrente fluida que, ao

646

Rev. Bras. Farmacogn.
Braz J. Pharmacogn.
16(Supl.):dez. 2006

interceptarem o feixe de luz geralmente proveniente
de um laser, causam sua dispersdo em varias dire¢des,
dependendo do tamanho, da estrutura interna, das
caracteristicas topograficas e de densidade Optica de
cada célula (Macey, 1994), as quais estdo diretamente
correlacionadas com a morfologia celular que pode ser
apreciada em preparados corados. Nesse contexto, o feixe
de luz que passa pela particula com um minimo de desvio
esta relacionado com o tamanho celular (forward light
scatter - FSC), enquanto aqueles que captam o desvio
ortogonal aos eixos do fluido celular e do laser (side light
scatter - SSC) estdao relacionados com a complexidade
celular interna, em particular sua granularidade (Macey,
1994, Robinson, 1993, Shapiro, 1985). Apds analise
simultanea desses parametros, graficos de coordenadas x
e y sdo, entdo, gerados (Macey, 1994).

Uma vez que a fitohemaglutinina (PHA), lectina
de Phaseolus vulgaris, é dotada das propriedades de
ativar e induzir a proliferacdo de linfocitos humanos in
vitro (Nowell, 1960), no presente trabalho empregou-se
a CF como instrumento alternativo para avaliar essas
atividades e compara-las as altera¢cdes morfoldgicas que
descrevem essas atividades. Da mesma forma, avaliou-se
o comportamento de células mononucleares na presenga
de vimblastina, alcaldide extraido de Catharantus roseus
reconhecidamente inibidor da proliferacao de linfocitos
induzida por PHA (Thyberg et al., 1977), e de vindolina,
outro alcaldide também extraido desta planta, mas sem
estudos similares. Explorou-se, ainda, a influéncia, sobre
a proliferacdo de células mononucleares humanas, dos
extratos hidroetandlicos preparados de capitulos florais 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; Torres et al., 2005).

MATERIAL E METODOS
Material botanico

Capitulos florais de Chamomilla recutita (L.)
Rauschert, Asteraceae, de uma amostra comercial pronta
para consumo, de origem egipcia, adquirida em ervanario
daregido central de Curitiba, Brasil, foram caracterizados
por analise farmacognoéstica conforme a Farmacopéia
Brasileira 4* ed. (1996) ¢ por analise em CG/EM dos
constituintes do 6leo essencial, extraido com auxilio de
aparelho de Clevenger. Folhas de Bauhinia microstachya
(Raddi) Machr.,, Leguminosae, foram coletadas na
regido de Morretes, Parand, e uma exemplar encontra-se
depositado no Herbario do Museu Botéanico de Curitiba,
sob registro 264.361. Cascas de Himatanthus lancifolius
(Miill.) Argov, Apocynaceae, foram adquiridas na regido
metropolitana de Sdo Paulo, Brasil, ¢ identificadas
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conforme descri¢do da Farmacopéia Brasileira 1* ed.
(1929) e por comparagdes macro € microscopicas
com amostras auténticas. Uma amostra de cada planta
encontra-se depositada na Herboteca do Laboratério de
Farmacognosia, Departamento de Farmacia, Universidade
Federal do Parana.

Preparacéo dos extratos

Material botanico seco pulverizado (50 g) foi
macerado em etanol 20% (200 mL) por 48h. Apds serem
filtrados em malha de gaze com algodao para retirada de
material particulado, os extratos foram levados a secura
por evaporagdo em banho-maria 45-55 °C. Em seguida,
foram liofilizados e mantidos a -20 °C até serem utilizados.
Solugdes a 10% (p/v) foram preparadas em RPMI 1640
(Gibco) no momento do uso, esterilizadas por filtragao
(0,22 um - Acrodisc) e incorporadas nos experimentos.

Alcaloides

Foram usadas ampolas de sulfato de vimblastina,
do Laboratério Foulding Farmacéutica do Brasil
Ltda, registro 1.3139.0015, no Ministério da Saude, e
vindolina, em pod, produzida pelo Laboratorio Eli Lilly
& Co., Indianépolis, U.S.A., registro 801-891B-128A no
Ministério da Saude. Ambos alcaldides foram ensaiados
nas concentragdes de 1073 a 10" M. As solucdes desses
alcaloides foram preparadas em RPMI 1640 e esterilizadas
por filtragdo no momento do uso.

Obtencdo de leucocitos e isolamento de células
mononucleares

Dez a vinte mililitros de sangue venoso
heparinizado, colhidos assepticamente de voluntarios
sem manifestacdo de sinais ou sintomas de doenga e
sem uso de medicamentos, foram utilizados como fonte
de células mononucleares (MNC), ap6s consentimento
livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas em Seres Humanos do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana, sob Protocolo CEP/HC
10, EXT.059/2003-10. As amostras foram centrifugadas
a 800 g por 25 min em temperatura ambiente; o creme
leucocitario foi removido e re-suspenso em 12 mL de
salina tamponada com fosfatos (PBS; NaH,PO,.2H,0
150 mM; Na,HPO, 150 mM; NaCl 154 mM; pH 7,4).
Apo6s homogeneizagdo, a suspensdo celular foi transferida
para tubo de centrifuga contendo 3 mL de Ficoll-Paque™
PLUS (Amersham, Biosciences) e centrifugada a 200
g por 30 min. MNC retidas na interface das solugdes
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 auxilio de hemocitometro, a
concentragdo celular foi ajustada para 10° células/mL.

Testes de viabilidade e toxidade

MNC foram diluidas em solugdo de azul de
tripano a 0,4% (p/v) em PBS e sua viabilidade observada
ao microscopio Optico, antes e apos os procedimentos
experimentais. As células discriminadas como viaveis
apresentaram-se integras, brilhantes, incolores e redondas,
enquanto aquelas que se mostravam coradas em azul e
com perda da definicdo de contorno foram consideradas
ndo vidveis. Somente amostras contendo > 95% de células
viaveis foram utilizadas nos experimentos.

Citocentrifugados

Preparagdes citologicas foram obtidas apds
submeter-se 2 x 10* MNC a 1500 rpm por 5 min, sob
baixa aceleragdo, em citocentrifuga Cytopro™ (Wescor).
Em seguida, as laminas secas ao ar foram coradas com
May-Griinwald-Giemsa. Fotografias foram obtidas
usando-se o software IMAGE PRO PLUS acoplado ao
microscopio Olympus CH30.

Ativacdo de linfécitos avaliada morfologicamente
(transformacéo blastica)

Citocentrifugados corados foram observados
sob microscopia de imersdo e um minimo de 100 células/
experimento diferenciado. Foram considerados linfécitos
todas as células arredondadas, pequenas, com elevada
relacdo nucleo-citoplasmatica, citoplasma escasso, de
coloragdo azul, auséncia de granulagao especifica, nucleo
arredondado e denso, com cromatina apresentando-
se com agregados irregulares e eventual presenca de
estruturas semelhantes a nucléolos, porém mal definidos.
Linfécitos transformados pela agdo de fitohemaglutinina
foram considerados como blastos e identificados como
células de contorno irregular, maiores do que linfécitos
ndo-ativados, citoplasma azul intenso, geralmente
vacuolizado, com Complexo de Golgi desenvolvido,
definido como area ndo corada ao redor do nucleo;
presenca de dois ou mais nucléolos proeminentes e
delineados imersos em cromatina nuclear delicada (Lee
et al., 1999).

Ativacdo/proliferacdo de
citometria de fluxo

linfécitos avaliada por

MNC (10°células/ml) foram incubadas em RPMI
1640, suplementado com proporgdes crescentes (5 a 90%,
v/v) de Meio para Cariétipo contendo Fitohemaglutinina
(M-PHA; Cultilab-Campinas/SP) e 10% de uma
mistura de soros humanos em placas de 96 pocos (TPP
- Switzerland), a 37 °C por 3 a 5 dias, em atmosfera de
5-10% de CO,. Cada ensaio foi realizado em triplicata
e, como resultado de cada experimento, usou-se a média
da triplicata. Para avaliar a atividade imunomodulatoria,
alcaloides (103 — 10'° M) e concentragdes crescentes
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de extratos de plantas medicinais (0,1 — 100 pg/mL),
foram adicionados simultaneamente aos ensaios. Apos
incubagdo, as células foram transferidas para tubos
de ensaio apropriados e analisados por citometria de
fluxo usando-se um instrumento FACSCalibur (Becton
& Dickinson), equipado com laser de Argdnio (488
nm). Para avaliacdo da ativag@o celular, as analises se
basearam na aquisi¢do de 10* eventos/ensaio. Para cada
analise de proliferagdo, eventos foram adquiridos por 30
segundos, na velocidade alta, em escala linear. Graficos
baseados no tamanho (FSC) e na complexidade interna
(SSC) das células foram construidos usando-se janelas
discriminatérias para as populagdes de linfocitos e
blastos. Ajanela R1 foi delineada, de forma subjetiva, para
especificar a populagdo de células cultivada sem aditivos
e usada como controle, enquanto R2 foi delineada,
também de forma subjetiva, para especificar a populacdo
de células cultivadas na presenca de fitohemaglutinina,
alcaldides ou extratos, e que inclui a populagdo de R1. Os
dados foram analisados usando-se o sofiware WinMDI
2.8 e os resultados estdo expressos como indice de
proliferacdo (IP), onde a média aritmética das triplicatas
(X) dos valores obtidos por ensaio foram aplicadas como
aseguir: IP =X (células detectadas em R2__ )/ X (células
detectadas em R2

teste

commle) :

Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como a média
+ 1 erro padrdo da média (EPM). Para analise estatistica
dos resultados, usou-se o teste ¢ de Student. Os calculos
foram realizados utilizando-se o software OriginPro 6.1
e valores de P < 0,05 foram considerados significativos.

Quando necessario, analises foram realizadas para a
obtengdo do indice de correlagdo (r) entre dois grupos,
usando-se o teste de correlagdo de Pearson.

RESULTADOS

Efeitos da concentracdo de fitohemaglutinina sobre
a viabilidade e a ativacdo de linfécitos avaliada
morfologicamente

Ao avaliar-se a morfologia de MNC do
grupo controle em citocentrifugados corados com May-
Grunwald-Giemsa preparados ap6s incubagdo, observou-
se que, em média, somente 5,8 = 1,2% das células
demonstravam morfologia caracteristica de linfoblastos
(n = 6), sendo o restante constituido por linfécitos. Em
contraste, linfoblastos constituiram 89,6 £ 1,2% (n =
30; P < 0,0000) das populagdes estimuladas com PHA.
Essa distribuigdo distinta de linfocitos e linfoblastos nas
culturas, cujas morfologias estdo ilustradas na Figura
1, foi independente da propor¢do de meio contendo
fitohemaglutinina (M-PHA) e do tempo de incubagao.

Com relagdo a viabilidade das células do
grupo controle avaliada com azul de tripano, o numero
de MNC viaveis decresceu com o aumento do periodo
de incubagdo (Figura 2). A viabilidade média observada
foi de 87,6 + 1,3% (n = 8) em culturas de trés dias,
enquanto que, apés quatro e cinco dias de cultivo,
declinio significativo foi observado, registrando valores
de 73,6 £ 3,5% (n = 8; P < 0,01) ¢ 65,0 £ 4,0% (n =
8; P < 0,0001), respectivamente. Entretanto, quando
incubados na presenga de concentragdes crescentes de
M-PHA, apds trés dias de incubagdo, a viabilidade média

Figura 1. Efeitos da fitohemaglutinina sobre a morfologia de células mononucleares. Células mononucleares obtidas
apos isolamento com gradiente de densidade foram incubadas por 3 a 5 dias, a 37°C, em atmosfera de CO,. Em alguns
experimentos, meio de cultura contendo fitohemaglutinina foi acrescentado. Linfocitos (A, setas), em detrimento de
linfoblastos (B, setas), distintos entre si pela morfologia caracteristica observada em citocentrifugados corados com
May-Griinwald-Giemsa, predominaram nas culturas sem o mitégeno (x1000).
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Figura 2. Influéncia da concentragdo de fitohemaglutinina sobre a viabilidade de células mononucleares in vitro. Células
mononucleares obtidas de sangue periférico de voluntarios sadios, apds isolamento em gradiente de densidade, foram
tratadas com propor¢des crescentes, como indicado, do meio de cultura comercial enriquecido com fitohemaglutinina

¢ incubadas a 37 °C por 3 a 5 dias, em atmosfera de CO,,.

Cada linha representa a viabilidade celular média £+ EPM

em percentagem, verificada pelo teste com azul de tripano. * P<0,01; ** P<0,02; *** P<(,001; **** P<0,0001 em

relagdo ao controle, ndo estimulado.

das MNC manteve-se superior a 80% até a concentracao
de 25% de meio, quando, entdo, observou-se um declinio
dependente da dose significativo em relagdo ao controle,
com somente 67,1 + 3,1, 64,3 + 2,5% ¢ 54,3 + 3,5%
das células mantendo-se viaveis para as proporc¢des de
50, 75 e 90%, respectivamente (n = 8; P < 0,0001 para
todos). O potencial toxico apresentado pela PHA em altas
concentragdes foi mais evidente a partir do quarto dia
de incubagdo, onde viabilidade celular média de 60,1 +
2,1% (n = 8; P <0,01) foi registrada na presen¢a 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 vidveis. Em contraste, na presenga de
somente cinco ou 10% de M-PHA, a viabilidade média
observada foi de 86,8 £2,7% (n=38; P<0,01) e 89,9 &+
1,7% (n = 8; P < 0,001), respectivamente, apos quatro
dias de incubag@o, e de 80,9 +4,5% e 82,1 £5,0% (ambos
n = 8; P =0,02) apds 5 dias, sendo significativamente
superiores as concentragdes elevadas avaliadas.

Efeitos da concentragdo de fitohemaglutinina sobre a
ativacdo de linfécitos avaliada por citometria de fluxo

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

comparacdo da distribuicdo das células quando expostas
ou ndo ao mitdgeno. Assim, em um grafico de pontos,
linfocitos em estado basal, por serem células relativamente
pequenas e de baixa complexidade interna, ocupam uma
posi¢do de baixos FSC e SSC (Civin; Loken, 1987). Apods
um periodo de incubagdo, permanecem nessa mesma
posi¢do, em contraste com uma populagdo exposta a
fitohemaglutinina, a qual promove sua ativagdo. Como
conseqiiéncia, transformam-se em  imunoblastos,
aumentando de tamanho e em complexidade interna,
caracteristicas provenientes de um estado metabodlico
intenso. Esse transito entre repouso e ativagdo, também
denominado transformacao bléstica, pode ser evidenciado
pela migracao das células da regido 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 apés o periodo de incubacdo (Figura 3.A),
em contraste com os somente 16,1 = 4,9% (n = 22;
P < 0,0001) observados para esta regido nas culturas
estimuladas com mitégeno (Figura 3.B). Ou seja, na
presenca de fitohemaglutinina, mais de 80% das células
se deslocaram da regido R1, se posicionando em uma
regido de maiores FSC e SSC, indicando que as células
sofreram modificacdes com relagdo ao tamanho ¢ a
complexidade interna, respectivamente, sugerindo que
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Figura 3. Estratégia para analise dos efeitos da fitohemaglutinina e de alcaldides sobre a ativagao/proliferacdo de
c¢lulas mononucleares por citometria de fluxo. Células mononucleares obtidas de sangue periférico de voluntarios
sadios foram cultivadas por 5 dias, a 37 °C e em atmosfera de CO, (A). Em alguns experimentos, fitohemaglutinina (B),
vimblastina (C) ou vindolina (D), isolados ou em combinac¢ao, foram adicionados as culturas. Os graficos representam
as células analisadas por citometria de fluxo, onde as caracteristicas de tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC)
foram utilizadas para distinguir cada populagdo e definir as regides para avaliar a proliferagdo de linfocitos dos grupos
controle e tratados. R1 denota a regido delimitada para linfocitos ndo estimulados, e R2, a regido para linfoblastos,
onde cada ponto representa uma célula detectada no sistema.

esse deslocamento esta relacionado a ativacdo celular
e corroborando com observagdes descritas por outros
(Gaines et al., 1996). Além disso, esses resultados estdo
de acordo com a analise citologica dessas duas populagoes
descritas no item anterior. De fato, ao se relacionar os
dados obtidos por CF com as analises citomorfologicas,
um indice de correlagdo de » = 0,98 foi obtido, indicando
que os eventos detectados na regido R2 dos graficos FSC
x SSC representam linfocitos que foram ativados pela
acdo da PHA, sofreram transformacdo blastica ¢ deram
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origem a linfoblastos funcionais.

Efeitos da concentragéo de fitohemaglutinina sobre a
proliferacéo de linfocitos avaliada por citometria de
fluxo

Apos ter-se constatado o potencial ativador da
PHA em baixas concentragdes sobre a populacdo de MNC,
tanto morfologicamente quanto por CF, investigou-se
os efeitos de diferentes concentragdes de M-PHA sobre
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Figura 4. Efeito da concentragdo da fitohemaglutinina sobre a proliferagdo de linfocitos humanos. Células
mononucleares obtidas de sangue periférico de voluntarios sadios, ap6s isolamento em gradiente de densidade, foram
tratadas com proporgdes crescentes do meio de cultura Meio para Cariotipo enriquecido com fitohemaglutinina como
indicado e incubadas a 37 °C por 3 a 5 dias, em atmosfera de CO,. Os pontos representam a relagdo média + EPM do
numero de eventos detectados por citometria de fluxo entre as culturas estimuladas por fitohemaglutinina em relagao
a fragdo ndo estimulada. * P<0,01; ** P<0,001; *** P<0,00001 em relagdo ao controle ndo estimulado.

a proliferacdo dessa populagdo celular. Como ilustrado
na Figura 4, com apenas trés dias de incubagdo, ndo
se observou expansdo dessa populagdo em nenhuma
das concentragdes utilizadas de meio enriquecido com
fitohemaglutinina, quando comparado a populacdo
controle. Entretanto, esta atividade tornou-se evidente e
significativa a partir do quarto dia, nas concentragdes de
5, 10 e 25% de M-PHA, com um aumento significativo
do nimero de células presentes na regido 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 relagdo ao grupo ndo tratado. Apos
cinco dias de incubagdo, todas as concentragdes de M-
PHA avaliadas foram eficientes em estimular a divisdo
celular, apresentando aumento significativo do niimero
de células em relagdo ao controle ndo estimulado. Porém,
foi na concentragdo de 10% de M-PHA onde se observou
o melhor e mais significativo 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
concentragdes de M-PHA excederam 10%, tanto apos
quatro quanto cinco dias de cultivo, houve uma diminuicao
significativa do IP. Esse decréscimo de estimulo parece
estar diretamente relacionado ao grau de toxidade da
fitohemaglutinina, como anteriormente demonstrado com
o teste de viabilidade com azul de tripano.

Efeito de alcal6ides sobre a imunomodulacdo de
células mononucleares

Quando se avaliou por CF os efeitos da
vimblastina, um alcaldide de estrutura dimera isolado de
C. roseus (vinca) como ja citado, sobre a proliferagdo de
células mononucleares na presenga de fitohemaglutinina,
nenhuma alteragdo foi observada nas concentragdes de
101 ¢ 10°M, com IP de 3,44 + 0,41 e 3,44 = 0,34 (n
= 4), respectivamente. Ja nas concentragdes superiores a
107 M, observou-se efeito toxico. Entretanto, diminui¢do
significativa da prolifera¢cdo de MNC induzida por PHA
na concentragdo de 10 M foi observada (Figura 3.C),
com um IP de somente 2,37 £ 0,28 em relagdo ao de
3,49 £+ 0,22 obtido para a populagdo tratada com 10% de
M-PHA, sem a presenga do alcaldide (n = 3; P = 0,03).
Interessante com relacgdo a este efeito inibitorio pontual da
vimblastina ¢ que ele assemelha-se ao efeito inibitorio por
ela apresentado na inibi¢cao da formacao de microtibulos
descrito para trofozoitos da malaria (Bell, 1998).

Em contraste, nos ensaios realizados com a
vindolina, alcaldide isolado da mesma planta, mas de
estrutura monomérica, ndo se observou efeito algum
em nenhuma das concentragdes avaliadas com relagdo
a ativagdo ou a proliferagdo, independente da presenca
de mitdégeno, pois a populacdo inicial de linfécitos
nao sofreu o deslocamento esperado para essas células
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Tabela 1. Efeito de extratos preparados de diferentes plantas medicinais sobre a morfologia e a proliferagdo de células

mononucleares humanas in vitro.

Blastos (%)
EXTRATOS
controle 1pg/ml 10pg/ml 100pg/ml
C. recutita 6,9+04 6,8+0,3 5,6 0,1
B. microstachya 5,7£0,5 3,9+0,5 4,8+0,9
5,8+1,2
H. lancifolius 10,5 £2,1 11,9+34 -
fitohemaglutinina 89,6+1,2
Indice de Proliferagdo
C. recutita 1,00 £ 0,03 1,10 £ 0,09 1,35+0,03"
B. microstachya | 1,02 + 0,07 1,63+£0,117 1,44+0,08"
H. lancifolius 0,91 +0,27 0,64+0,13" 0,07 +0,02"
fitohemaglutinina 490+0,19

Suspensdes de células mononucleares obtidas de sangue periférico de individuos sadios foram incubadas com as
concentragdes indicadas de extratos ou com meio de cultura contendo fitohemaglutinina (10%) e incubadas a 37 °C, por
5 dias, em tensdo de CO,. A morfologia foi avaliada em citocentrifugados corados com May-Grunwald-Giemsa, sob
imersdo emmicroscopiocomum. Cadavalorrepresentaapercentagemmédiadeblastos= EPM, obtidade pelomenostrés
experimentos realizados em triplicata. Em paralelo, obteve-se o Indice de Proliferagio por citometria de fluxo, onde cada
valor é o resultado da relagdo entre a média do nimero de eventos detectados nos testes pelo niimero obtido no controle.

(* P<0,05; ** P<0,01).

quando ativadas (Figura 5-D) e nem aumentou de nimero
em relag@o as populagdes controle. Importante ressaltar
que a viabilidade das células tratadas com vindolina,
independente da presenca de PHA, foi semelhante a
apresentada pelos grupos controle, excluindo um efeito
citotoxico para esse alcaloide.

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

Estudos semelhantes realizados com
concentragdes crescentes de extratos preparados de
capitulosfloraisde C. recutitaede folhasde B. microstachya
demonstraram ac¢do estimulante significativa sobre a
proliferacdo de células mononucleares humanas quando
comparados ao grupo controle, porém muito inferior aos
valores observados para as células tratadas com mitdogeno
na concentrac¢do de 10% (Tabela 1). Em contraste, queda
significativa do IP, proporcional a concentragdo, 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 linfocitos, indicando que a fragdo
majoritaria desta populagdo ndo foi ativada pela agdo do
extrato, refletindo 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
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aquele preparado de folhas de H. lancifolius foi toxico,
com cerca de 65% de células viaveis na concentragio
de 10 ug/mL, caindo para valores inferiores a 10% na
concentragdo de 100 ug/mL, confirmando que o extrato
ndo possui atividade inibitoria sobre a proliferagdo de
linfocitos e, sim, que seu efeito é de natureza toxica.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Linfocitos sdo as principais células responsaveis
pela resposta imunoldgica adaptativa e o primeiro passo
para sua ativagdo reside na interagdo de receptores
presentes na superficie celular com um agente estimulante.
Os eventos celulares que ocorrem apds essa ativagdo sdo
denominados coletivamente de transformagdo blastica
e as células resultantes deste processo sdo referidas
como células efetoras da resposta imunologica (Reeves;
Todd, 2000). Bioquimicamente, o processo de ativagdo
celular se caracteriza, dentre outros mecanismos, pelo
recrutamento de ions calcio e a ativagdo simultinea das
enzimas tirosinaquinases citossolicas fosfolipase Cy e
A, proteina C quinase (PKC), proteina quinase ativada
por mitégeno (MAPK) e calcineurina (Trama et al.,
2000). Essas, por via de cascatas metabolicas especificas,
produzem sinais direcionados ao nucleo, promovendo a
transcrigdo de fatores pro-mitoticos. Esses, por sua vez,
conduzem os eventos da proliferag@o ¢ a sintese de 1L2,
a qual é o principal mediador quimico da amplificacdo da
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resposta imunologica (Burgermeister et al., 2003, Feske
et al., 2000).

Morfologicamente, linfocitos adquirem o
fenétipo de linfoblastos apds ativagdo e esta mudanga
fenotipica pode ser evidenciada por meio de preparados
citologicos apropriadamente corados (Lee et al., 1999).
Simultaneamente as alteracdes morfologicas apods
ativagdo, observa-se um aumento expressivo do niimero
de células (Kristensen et al., 1982b), caracterizando a
expansdo clonal da populagdo ativada, além da producdo
e secrecdo de citocinas, particularmente IL2, e da
expressdo de receptores especificos por essas células
(Biberfeld, 1971).

Enquanto a resposta in vivo dos linfocitos a
antigenos ¢ especifica, gerando amplifica¢do clonal, sua
resposta a mitdgenos in vitro é inespecifica e influencia,
simultaneamente, um grande nimero de células, levando-
as a uma expansao policlonal. Diferente do que acontece
in vivo, esse estimulo a proliferagdo ndo depende de
células apresentadoras de antigenos, embora 0os mesmos

mecanismos  bioquimicos estejam  aparentemente
envolvidos (Burgermeister et al., 2003) e favorece estudos
experimentais.

Muitas plantas tém sido utilizadas na medicina
tradicional, ndo s6 pela sua eficiéncia em curar ou atenuar
os efeitos da resposta imunoldgica, mas também pela
facilidade de acesso e relativo baixo custo, uma vez que
crescem naturalmente com relativa abundancia em nosso
solo. O desenvolvimento de técnicas in vitro de cultivo
de linfocitos, além da aplicagdo pratica, que se verifica
em laboratorios de imunologia clinica, com o objetivo
de diagnosticar a imunocompeténcia das células, tem,
também, proporcionado ferramentas para elucidar os
mecanismos que envolvem as respostas imunologicas,
assim como para o estudo do efeito imunomodulador de
varias substancias.

Nesse trabalho, utilizou-se a CF como
instrumento principal de avaliagdo da atividade
imunomodulatdria de células mononucleares humanas
expostas a agdo da fitohemaglutinina, por ser uma
substancia com reconhecida capacidade de estimular
linfocitos T humanos in vitro. Por ser uma substancia
de relativa toxidade para essas células, uma série de
experimentos usando concentragdes crescentes do meio
comercial denominado Meio de Cultivo para Caridtipo,
o qual ¢é rotineiramente usado para proliferacdo in vitro
de células de sangue periférico ¢ de medula 6ssea com
finalidadesdiagnosticasporinduziraproliferagaodecélulas
sensiveis a fitohemaglutinina, foram realizados. Nesses
ensaios, concentragdes crescentes foram adicionadas a
suspensdes de MNC e seus efeitos sobre a transformacdo
blastica e a proliferagdo monitorados por CF apds cultivo
sob diferentes condig¢des. Os resultados demonstraram
que a fitohemaglutinina é, de fato, ativadora e mitogénica
para células mononucleares humanas quando cultivados a
37 °C, por cinco dias, em 10% de meio M-PHA sob tenso
de CO,, pois cinéticas ideais para ambas atividades foram

evidentes e confirmadas pela alteragdo morfoldgica das
células. Além disso, a metodologia mostrou-se adequada
para demonstrar sua agdo extremamente toxica em altas
concentragdes, corroborando com outros que relataram
semelhante acdo sobre linfocitos 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, confirmando agdo semelhante
ja descrita (Jordan; Wilson, 2004, Thyberg et al., 1977,
Wilson; Jordan, 2004). E importante ressaltar que esse
alcaldide ¢é freqiientemente utilizado em estudos in vitro
de imunomodulagéo (Qin et al., 2002, Sciola et al., 2003,
Yang et al., 1996) e que, a semelhanga da colchicina,
tem a capacidade de bloquear a mitose celular por
inibir a polimerizagdo da tubulina e, conseqiientemente,
impedir a formagdo de microtubulos indispensaveis ao
fuso mitotico (Wilson; Jordan, 2004). Para a vindolina, a
metodologia revelou auséncia de atividade. Interessante
ressaltar que a maioria das substancias derivadas da
vinca com atividade antimitética possui estrutura dimera
assimétrica variada e mudangas minimas resultam em
diferengas significativas ndo s6 com relagdo a toxidade,
assim como as atividades anti-tumorais descritas (Kirsch-
Volders; Parry, 1996). Nesse contexto, a diversidade dos
resultados aqui apresentados poderia, também, estar
relacionada a estrutura quimica de cada alcaldide, visto
que apenas os que possuem uma estrutura dimera tém
atividade anti-neoplasica relatada.

Os resultados também demonstram que a
metodologia foi sensivel aos efeitos estimulantes dos
extratos de C. recutita, em concordancia com relatos
anteriores usando diferente metodologia (Amirghofran
et al., 2000), e de B. microstachya, pela primeira vez
descrito. Entretanto, quando os efeitos inibitorios 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 importancia de se usar técnicas complementares para a
apreciagdo de efeitos bioldgicos causados por extratos de
vegetais. Dessa forma, a citometria de fluxo mostrou ser
um método de analise alternativo aqueles que utilizam
reagdes enzimaticas ou a incorporagdo de elementos
radioativos, confirmando relatos anteriores (Kristensen
et al., 1982b, Wang; Zheng, 2002), e que pode ser util
quando se deseja investigar a a¢do de substancias puras ou
complexas como extratos de plantas, por exemplo, sobre
a imunomodula¢do de células mononucleares humanas
obtidos de sangue periférico.
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