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RESUMO 

 

Muitas substâncias oriundas de plantas têm sido usadas como moduladoras do 
sistema imunológico e de suas células no combate a micro-organismos e agentes 
estranhos. Dentre elas, pode-se destacar o triterpeno uvaol, encontrado 
principalmente no óleo da oliva (Olea europea). O objetivo deste trabalho foi avaliar 
o potencial efeito modulador do triterpeno pentacíclico uvaol sobre macrófagos 
peritoneais de camundongos in vitro. Os estudos foram realizados utilizando culturas 
de macrófagos peritoneais residentes oriundos de camundongos Swiss de 6-8 
semanas. O ensaio de viabilidade celular demonstrou que o uvaol nas 
concentrações de 10-2 e 10-1 µM não alterou a viabilidade das células quando 
comparado ao controle. Resultado este confirmado pela análise microscópica dos 
macrófagos, os quais demonstraram uma morfologia típica para estas células. A 
análise por imunofluorescência demonstrou que macrófagos tratados com uvaol por 
24 horas, apresentaram um aumento na produção de fibronectina e uma diminuição 
na produção de laminina quando comparados ao grupo controle. De forma 
semelhante, a análise por citometria de fluxo demonstrou que houve um aumento na 
expressão do receptor para fibronectina (VLA-5), ao passo que diminuiu a expressão 
do receptor para laminina (VLA-6). Por imunofluorescência também foram obervadas 
alterações no citoesqueleto de F-actina das células após o tratamento com uvaol. 
Nos ensaios funcionais, o tratamento com uvaol estimulou positivamente a adesão 
dos macrófagos. Entretanto, foi observada uma diminuição da migração dessas 
células em câmaras de transwell frente ao tratamento. Demonstrou-se ainda, que o 
tratamento com uvaol aumentou a percentagem de fagocitose e a capacidade 
fagocítica dos macrófagos quando comparados ao grupo controle. Estes resultados 
sugerem que o uvaol possui efeito modulador sobre os macrófagos. 
 
Palavras chave: Macrófagos. Matriz extracelular. Uvaol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Many substances from plants have been used as immune system modulating and his 
cells against microorganisms and foreign agents. Among them, the triterpene uvaol 
can be highlighted, found in the olive oil (Olea europea). The aim of this study was to 
evaluate the modulating effect of pentacyclic triterpene uvaol on peritoneal 
macrophages from mice in vitro. The studies were performed in vitro with resident 
peritoneal macrophages from swiss mice aged 6-8 weeks. The viability cell assay 
showed that uvaol 10-2 e 10-1 µM did not affect cells viability compared to the control. 
This result was confirmed by microscopy analyses which showed a typical 
morphology for these cells. The immunofluorescence analysis showed that 
macrophages treated with uvaol for 24 hours revealed increased fibronectin 
deposition and decreased laminin deposition compared to the control group. By the 
same way, flow cytometry demonstrated that there was a increase expression of the 
fibronectin receptor (VLA-5), while decreased the expression of the laminin receptor 
(VLA-6). By Immunofluorescence was observed alteration in the f-actin cytoskeleton 
after treatment with uvaol.  In the adhesion assay the treatment with uvaol positively 
stimulated macrophage adhesion. However, we observed a decrease in the 
migration of these cells in transwell chambers with treatment. The treatment with 
uvaol increased percentage of phagocytosis also increased phagocytic capacity by 
macrophages compared to the control group. The results suggest that uvaol 
possesses modulatory effect on macrophages. 
 
Key-words: Macrophages. Extracellular matrix. Uvaol. 
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1 INTRODUÇÃO 

O sistema imunológico, através de processos bioquímicos complexos, tem a 

capacidade de proteger o organismo contra agentes que possam causar danos 

teciduais ou doenças. Este sistema é formado por várias células e moléculas 

sinalizadoras responsáveis principalmente pela erradicação de patógenos invasores 

e outras substâncias estranhas ao organismo. A resposta imune envolve 

reconhecimento do material estranho e a formação de reações coordenadas para 

eliminá-lo, podendo ser dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa 

(KANJWANI et al., 2008; DUNKELBERGER; SONG, 2010). 

A imunidade inata ou inespecífica está presente ao nascer e é  primeira linha 

de defesa contra os organismos invasores. É responsável pela resposta imune inicial 

e possui três componentes: físico, como pele e mucosas; humorais, como o 

complemento e enzimas; e celulares, como os neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, 

células natural killer (NK) e macrófagos. A imunidade adquirida ou específica é 

obtida durante a vida do indivíduo como reação adquirida à presença de patógenos 

específicos (PEAKMAN; VERGANI, 1999; DUNKELBERGER; SONG, 2010; 

BOTTAZZI et al., 2010). 

A modulação da resposta imune altera o sistema imunológico e interfere na 

função do mesmo, podendo apresentar como resultados a imunoestimulação ou 

imunossupressão (CESARO, 2009).  Estudos têm sido conduzidos na busca de 

substâncias que possam auxiliar o sistema imune no combate a micro-organismos 

patogênicos e a doenças com outras etiologias (FISHER et al., 2008). Dentre as 

células do sistema imunológico, podemos destacar os macrófagos que participam da 

imunidade inata e são importantes células efetoras, conhecidos pelo seu papel 

crucial na fagocitose de micro-organismos (BHARGAVA; LEE, 2012).  

Uma variedade de substâncias como polissacarídeos, lectinas, peptídeos, 

saponinas, óleos, triterpenos e outras, oriundas de plantas são capazes de estimular 

o sistema imune e seus diferentes tipos celulares, incluindo os macrófagos. A 

imunoestimulação tem a capacidade de atuar sobre as células e modular seu 

comportamento no meio, podendo contribuir, por exemplo, para o processo 

inflamatório. O alvo de nosso estudo é o triterpeno pentacíclico uvaol, um metabólito 

encontrado em plantas, que tem despertado interesse por possuir efeitos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dunkelberger%20JR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dunkelberger%20JR%22%5BAuthor%5D
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terapêuticos em diversas funções biológicas, como atividade antioxidante e 

antitrombótica, além da atividade anti-inflamatória e anticarcinogênica (ALLOUCHE 

et al., 2009; ALLOUCHE et al., 2010; MARTIN et al., 2006). Entretanto, poucos 

estudos demonstram o efeito deste terpeno em células do sistema imunológico, e 

não existem relatos na literatura científica que comprovem sua atividade sobre 

macrófagos peritoneais. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o 

potencial efeito do triterpeno pentacíclico uvaol sobre macrófagos peritoneais 

residentes de camundongo. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Estudar o efeito do triterpeno pentacíclico uvaol sobre aspectos morfológicos 

e funcionais de macrófagos peritoneais de camundongos. 

 

2.2 Específicos 

 

 Avaliar os possíveis efeitos tóxicos do uvaol sobre os macrófagos peritoneais; 

 

 Analisar a morfologia dos macrófagos peritoneais submetidos ao tratamento 

com uvaol; 

 

 Avaliar a expressão de ligantes e receptores de matriz extracelular em 

macrófagos peritoneais submetidos aos tratamentos com uvaol; 

 

 Analisar o efeito do uvaol sobre a organização do citoesqueleto dos 

macrófagos peritoneais; 

 

 Avaliar o potencial do uvaol na capacidade de adesão e migração de 

macrófagos peritoneais; 

 

 Avaliar os efeitos do uvaol na fagocitose de macrófagos peritoneais. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Sistema imunológico 

 

O sistema imunológico é composto principalmente por células que são 

formadas a partir de uma stem cell ou célula tronco hematopoiética. Estas darão 

origem a todas as células sanguíneas, inclusive a si mesmas. As células tronco 

hematopoiéticas pluripotentes residem em nichos da medula óssea, e destas 

derivam o progenitor mieloide, o qual é precursor dos granulócitos, células 

dendríticas, monócitos, plaquetas e eritrócitos, e o progenitor linfoide o qual originará 

os linfócitos B, T e células NK (JANEWAY et al., 2007; PILLOZZI; BECCHETTI, 

2012). O sistema imunológico é formado por várias células e moléculas 

sinalizadoras capazes de discriminar entre as moléculas que fazem parte do 

organismo (self = próprio) e as que não fazem parte do mesmo (non self = não-

próprio) sendo responsável, por exemplo, pela erradicação de patógenos invasores 

e substâncias não próprias. Este sistema é dividido em sistema imune inato 

(imunidade inata) e sistema imune adaptativo (imunidade adaptativa). Desta forma, a 

resposta imune envolve reconhecimento do material estranho e a formação de uma 

reação imunológica a fim de eliminá-lo (KANJWANI et al., 2008; DUNKELBERGER; 

SONG, 2010; SIGALOV, 2012).  

Micro-organismos que invadem o hospedeiro são reconhecidos inicialmente 

pelo sistema imune inato por um grupo de proteínas que funcionam como receptores 

de reconhecimento de padrões (PRR’s). Estes receptores reconhecem na superfície 

dos patógenos padrões moleculares altamente conservados, os PAMP’s (padrões 

moleculares sassociados ao patógeno), embora estes estejam presentes na 

superfície de micro-organismos patogênicos e não patogênicos (MEDZHITOV, 2007; 

TARR et al., 2012). 

Dentre as células que fazem parte do sistema imune inato podemos destacar 

as células dendríticas (DC’s), as células NK e os macrófagos que desempenham 

importantes funções. As DC’s fazem parte de uma linhagem heterogênea que 

podem ter diversos estágios de maturação, são caracterizadas como uma das mais 

potentes células apresentadoras de antígenos (APC’s) e representam uma 

população multifuncional de células com importante função na iniciação da resposta 

imune específica (RESCHENER et al., 2008; SCHIDMIT et al., 2012). As NK, são 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%2522dunkelberger%2520jr%2522%255bauthor%255d
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conhecidas pela sua capacidade de lisar diretamente células que expressem um 

fenótipo de superfície celular alterado após contato com alguns patógenos como 

vírus, ou uma alteração maligna, ou ainda a reação de stress (BOGDAN, 2012).  

O sistema imune inato fornece uma linha de defesa imediata contra infecções, 

desencadeando a inflamação e tendo um papel fundamental na ativação da resposta 

imune adaptativa. Logo, o sistema imune inato é altamente integrado com o sistema 

imune adaptativo (TARR et al., 2012). Ele é essencial para os recém-nascidos 

durante os primeiros meses de vida devido a imunidade adaptativa ainda estar em 

processo de desenvolvimento (TISSIERES et al., 2012). 

Por outro lado, a imunidade adaptativa é iniciada quando uma reposta imune 

inata não é capaz de conter a infecção, tendo esta resposta como sua principal 

característica, a especificidade. Diferentemente do sistema imune inato, as células 

envolvidas no sistema imune adaptativo iniciam sua reposta após a apresentação do 

antígeno por uma célula apresentadora de antígeno (APC) a um linfócito patógeno-

específico, pelo menos no que se refere aos linfócitos T. Este processo acontece em 

um órgão linfoide secundário, como por exemplo, um linfonodo, mais próximo ao 

sítio da infecção do patógeno (JANEWAY et al., 2007). 

 Os linfócitos B e T fazem parte da imunidade adaptativa. Cada linfócito é 

portador de receptores de superfície de uma única especificidade, deste modo o 

repertório total dos receptores pode reconhecer virtualmente qualquer antígeno. 

Quando um linfócito reconhece seu antígeno específico em um órgão linfoide 

secundário, esta célula passa pelo processo de expansão clonal, o qual irá gerar 

células efetoras e células de memórias que estarão prontas a responder ao mesmo 

agente em uma próxima infecção (JANEWAY et al., 2007; MESSAOUDI et al., 

2011). 

Uma variedade de substâncias e metabólitos derivados de plantas agem 

sobre órgãos e células do sistema imune, atuando sobre a imunidade adquirida 

como linfócitos, e também sobre células efetoras da imunidade inata, na qual os 

macrófagos surgem como importantes alvos para a ação destes produtos. 
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3.2 Macrófagos: aspectos gerais e funcionais 

  

 A definição de macrófago desafiou os estudiosos desde a primeira vez que 

ele foi descrito. Originalmente, a ênfase foi na fagocitose após observar que 

partículas estranhas eram ingeridas por células móveis. Estas células foram 

classificadas como fagócitos e dividida em dois subtipos, os macrófagos  (termo de 

origem Grega para ‘grandes comedores’) e os micrófagos polimorfonucleares 

(origem Grega para ‘comedores de pequeno porte’, neutrófilos) (POLLARD, 2009). 

Baseados na função, morfologia, origem e na cinética destas células, em 1969 foi 

criada uma nova classificação para os fagócitos. Assim, foi possível classificar as 

células mononucleares fagocíticas e seus precursores eu um sistema nomeado 

“sistema fagocitário mononuclear”.  No qual incluiu os promonócitos e seus 

precursores presentes na medula óssea, os monócitos que circulam na corrente 

sanguínea e os macrófagos residentes nos diversos tecidos, formando assim, uma 

linhagem celular originada na medula óssea  (VAN FURTH et al., 1972; HUME, 

2006).  

Inicialmente, os macrófagos são produzidos pelo saco vitelino durante o 

desenvolvimento embrionário, apresentando um fenótipo celular distinto das células 

desenvolvidas durante a idade adulta. A hematopoiese começa ainda durante a fase 

embrionária no fígado fetal, onde se inicia a formação de monócitos através de uma 

célula progenitora mieloide comum. Este processo se assemelha com o 

desenvolvimento dos monócitos durante a idade adulta. Durante esta fase, 

monócitos, assim com as outras células sanguíneas, são produzidos na medula 

óssea e logo após são lançados na corrente sanguínea onde circulam por vários 

dias até se estabelecer em um tecido (Figura 1) (VOLKMAN; GOWANS, 1965; 

GORDON; TAYLOR, 2005). Ao se instalar no tecido essas células maturam e se 

diferenciam em macrófagos. Macrófagos teciduais estão amplamente distribuídos 

em todo o corpo e em diferentes tecidos, podem receber nomes especiais para 

designar sua localização específica. No sistema nervoso central são denominados 

microglias, no fígado são chamados de células de Kupffer e nas vias aéreas 

pulmonares são chamados de macrófagos alveolares. Os macrófagos  podem 

assumir diferentes morfologias após serem ativados por estímulos externos como 

micro-organismos, bem como se fundir para formar células gigantes multinucleadas 

(VAN FURTH et al., 1972; ABBAS; LICHTMAN, 2005). 
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Figura 1 – Desenho esquemático da diferenciação de macrófagos ao longo do 

desenvolvimento 

 

Fonte: GORDON e TAYLOR (2005) 
Nota: Os macrófagos são diferenciados a partir de monócitos produzidos em sítios hematopoiéticos 
que variam de acordo com o desenvolvimento do organismo. No adulto, os monócitos são produzidos 
na medula óssea e compartilham o mesmo precursor com os neutrófilos. HSC: célula-tronco 
hematopoiética, GM-CFU: unidade formadora de colônia granulócito-macrófago, G-CFU: unidade 
formadora de colônia de granulócito, M-CFU: unidade formadora de colônia de macrófago. 

 

A morfologia do macrófago pode depender do órgão, tecido ou até mesmo do 

seu estado de ativação. Entretanto, em um animal saudável, as características 

morfológicas destas células são comuns.  Macrófagos teciduais são células grandes 

de 10 a 25 µm de diâmetro, irregulares, com citoplasma basófilo, repleto de vacúolos 

pequenos e grânulos também pequenos e densos; o núcleo em forma de rim ou 

oval, excêntrico, em geral, não apresenta nucléolos (VAN FURTH et al., 1972). Os 

macrófagos possuem uma grande heterogeneidade, dependendo do seu estágio de 

diferenciação e de sua resposta a uma vasta rede de sinais que lhes podem ser 

enviada (GORDON; TAYLOR, 2005).  

Estudos sobre a expressão de antígenos de diferenciação e de receptores de 

superfície demonstram que macrófagos teciduais tornam-se marcadamente 

heterogêneos e expressam fenótipos diferentes, refletindo as especializações de 

funções da célula dentro do microambiente específico (TAYLOR et al., 2005). Dentre 

as diversas classes de famílias moleculares encontradas na superfície do 

macrófago, podemos citar as integrinas, a superfamília das imunoglobulinas (Ig’s), 
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receptores de quimiocinas dentre outros (TAYLOR et al., 2005; POLLARD, 2009). 

Sendo uma das principais células da imunidade inata, os macrófagos também 

expressam em sua superfície altos níveis de receptores de reconhecimento de 

padrões (PRR’s) incluindo receptores scavengers,  receptores específicos de β–

glucan (Dectin–1) e receptores tipo toll (TLR’s), que ao entrar em contato com o 

micro-organismo e após ligação com os padrões moleculares associados aos 

patógenos  (PAMP’s) presentes na superfície dos mesmos,  transmitem sinais por 

meio de seletivas moléculas, e desencadeia uma séries de respostas imunológicas 

(TAYLOR et al., 2005). 

Independente de estímulo inflamatório ou não, monócitos circulantes são 

recrutados aos tecidos, tornando-se macrófagos teciduais residentes. Este processo 

envolve mecanismos moleculares, como a participação da quimiocina CXCL14 e o 

envolvimento de células, como as células endoteliais. Outras moléculas, as 

selectinas, por exemplo, são proteínas de superfície que interagem com ligantes de 

glicoproteínas, permitindo desta forma que os precursores de macrófagos se liguem 

mais fortemente às células endoteliais e inicie a cascata de adesão. Além disso, as 

integrinas β1 e β2 presentes na superfície dos monócitos proporciona a adesão 

firme dessas células nas paredes do endotélio vascular. Desta forma, a ativação das 

integrinas medeia os processos de adesão e migração celular (ANCUTA et al., 2003; 

IMHOF; AURRAND-LIONS, 2004).  

 Macrófagos também são reconhecidos por seu importante papel na fagocitose 

de micro-organismos. A fagocitose é um processo no qual macrófagos, células 

dendríticas e outros fagócitos mieloides internalizam partículas alvo, formando 

fagolisossomos, que é um compartimento ácido, no qual o micro-organismo é morto 

e digerido em pequenas partículas em preparação para a apresentação do antígeno 

(Figura 2) (ADEREM, 2003). 
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Figura 2 – Eletromicrografia de varredura do macrófago 

 

Fonte: GORDON (2007) 
Nota: Demonstração da extensão de pseudópodes do macrófagos durante o englobamento de um 
eritrócito de ovelha. 

 

 Nos tecidos onde são encontrados, os macrófagos possuem a capacidade de 

responder a estímulos metabólicos e produzir mediadores pro-inflamatórios e/ou 

anti-inflamatórios (BARGHAVA; LEE, 2012). Durante processos inflamatórios, após 

estimulação por micro-organismos, produtos microbianos ou por fatores endógenos, 

incluindo as citocinas, os macrófagos podem sintetizar e liberar uma grande 

quantidade dessas substâncias, incluindo fator de necrose tumoral (TNF), 

interleucina-6 (IL-6), IL-1β, IL-8, IL-10, IL-12. Algumas citocinas, como a IL-3, podem 

regular e estimular a produção de citocinas pelos macrófagos, enquanto outras 

como a IL-4, IL-10 e a IL-13 têm a capacidade de inibir essa síntese (ZIMMERMANN 

et al., 2012; CAVAILLON, 1994).  

Os macrófagos desempenham papeis cruciais no desenvolvimento de muitos 

tecidos, além do envolvimento em quase todas as doenças devido a sua função 

imunológica e sua ação no processo de cicatrização. Além disso, desempenham 

uma importante função homeostática na remoção de células senescentes, na 

remodelação do tecido e reparo após lesão ou infecção tecidual (POLLARD, 2009). 

No reparo ao tecido lesado, os macrófagos secretam diferentes citocinas e fatores 

de crescimento que ajudam na remodelação da matriz extracelular e no 

recrutamento de células estruturais como fibroblastos e células do músculo liso 

(LUCAS; GREAVES, 2001). Além disso, também produzem e secretam moléculas 

de matriz extracelular como colágeno, fibronectina e laminina (JOHANSSON et al., 
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1979; ALITALO et al., 1980; VAAGE; LINDBLAD, 1990; PEDRAZA et al., 2000). 

Estudos têm demonstrado que a laminina interfere na adesão, fagocitose, 

citotoxidade e na migração de macrófagos; e é expressa na superfície de 

macrófagos murinos ativados (PEDRAZA et al., 2000). Enquanto que a fibronectina 

é capaz de estimular a produção do fator de crescimento celular, aumenta a 

expressão de receptores Fc e formam uma cobertura sobre restos celulares, 

facilitando a fagocitose (MOSHER, 1984). 

 

3.3 Matriz extracelular 

 

 A matriz extracelular (MEC) é constituída por uma complexa rede estrutural 

de moléculas que preenche os espaços intercelulares na constituição dos tecidos 

que, em sua grande maioria são secretadas localmente. Nos organismos 

multicelulares, é fundamental a integração adequada dos seus constituintes, dentre 

eles as células e a matriz extracelular que apresentam grande atividade de ligação 

entre si e com receptores expressos na superfície celular, dos quais as integrinas 

constituem a classe mais importante (Figura 3) (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003). 

Após décadas de estudos sobre a matriz extracelular foram identificadas inúmeras 

moléculas, de diversas isoformas, que fazem parte de tecidos específicos cujas 

células possuem receptores específicos para estas moléculas. Desta forma, 

componentes da MEC podem regular eventos celulares similarmente aos fatores de 

crescimento, citocinas, quimiocinas, hormônios dentre outros, além de influenciar na 

adesão, migração, proliferação e diferenciação de diversos tipos celulares (VON 

DER MARK et al., 1992; CHAGNOT et al., 2012).  

A maioria das MEC’s é constituída por proteínas fibrosas tais como, os 

colágenos e a elastina, juntamente com glicoproteínas, proteoglicans e ácido 

hialurônico. A MEC apresenta uma estrutura dinâmica que sofre remodelação 

constante em que implica o envolvimento das metaloproteases, isto ocorre não só 

no desenvolvimento normal, como também em vários processos patológicos 

(BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).  

Dentre os componentes da MEC podemos destacar as glicoproteínas, 

laminina e fibronecina, e seus receptores integrinas (Figura 3). A fibronectina é uma 

glicoproteína que pode ser encontrada em superfícies celulares, no plasma, ou na 

matriz extracelular. Ela pode ser sintetizada por diversos tipos celulares, incluindo 
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células hepáticas, células endoteliais, fibroblastos e também por macrófagos 

(SINKIN et al., 1998; AZIZ-SEIBLE; CASEY, 2011). É uma glicoproteína formada por 

um dímero constituída por duas subunidades similares, embora não idênticas, são 

unidas por duas pontes dissulfídricas localizadas próxima à região carboxi terminal. 

Cada cadeia polipeptídica da fibronectina é constituída de uma série de domínios 

estruturais e funcionais, contendo a molécula pelo menos seis sítios peptídicos 

capazes de promover adesão celular (SINGH et al., 2010).  

 

Figura 3 -  Organização da matriz extracelular (MEC) 

 

Fonte: biocelmembrana.blogspot.com 
Nota: A MEC é formada por várias proteínas e polissacarídeos, organizados de maneira a formar uma 
rede complexa, fundamental para a manutenção tecidual e a interação célula-célula e célula-MEC.  

 

Entre as atividades biológicas da fibronectina está seu envolvimento na 

adesão, migração, proliferação, forma, crescimento e diferenciação celular (HYNES; 

YAMADA, 1982). Neste sentido estudos mostram que tratamento com fibronectina 

celular purificada pode restaurar a forma celular normal, a organização dos 

microfilamentos de actina, a adesividade e migração de células, originalmente 

deficientes de fibronectina (HYNES; YAMADA, 1982; YAMADA, 2000). Ainda, 

células precursoras de macrófagos, após estimulação com as citocinas IL-1α, IL-6 e 

TNF-α, produzem fibronectina como resultado desta ativação (KITAMURA et al., 

2000). 

A laminina, outro componente glicoproteico da MEC, pertence a uma família 

de proteínas heterotriméticas, constituídas pela associação de 3 produtos de genes 
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diferentes, os quais codificam as cadeias α, β, e y (AUMAILLEY; SMYTH, 1998). 

Esta glicoproteína é o principal componente não colagenoso de membrana basal e 

pelo menos 16 isoformas de lamininas já foram identificados, cada uma com 

diferentes padrões de expressão espaço-temporais, funções e localização 

(PATARROYO et al., 2002). Diferentes isoformas de laminina são sintetizadas por 

muitos tipos celulares, incluindo células epiteliais, musculares e macrófagos 

(PEDRAZA et al., 2000).  A laminina desempenha um papel essencial na formação 

da membrana basal devido às múltiplas interações com os constituintes da 

membrana e com ela mesma (AUMAILLEY; SMYTH, 1998). Além disso, a laminina 

tem função estrutural, adesiva, de sinalização celular e é capaz de modular o 

comportamento celular incluindo diferenciação e migração celular, através da 

interação com receptores de superfície celular, as integrinas (PEDRAZA et al., 

2000). 

As integrinas são proteínas transmembranares heterodiméricas expressas em 

todas as células nucleadas (BERTON; LOWELL, 1999). Em vertebrados a família 

das integrinas é composta por 18 subunidades α e 8 subunidades β, as quais podem 

emparelhar-se em várias combinações de uma cadeia α e uma cadeia β não 

covalentemente associadas. Reconhecimento baseado pela interação célula-MEC, 

as integrinas medeiam ligação com a laminina através das cadeias α2β1, α3β1, 

α2β1, α7β1 e principalmente  pela α6β1 (VLA-6;CD49f) (SHIMIDT; FRIEDL, 2010). A 

ligação à fibronectina dar-se principalmente através das integrinas  α4β1 (VLA-

4;CD49d) e α5β1 (VLA-5;CD49e) (BERTON; LOWELL, 1999).  

As subunidades extracelulares das integrinas contêm regiões de interações 

aos ligantes, sendo o domínio citoplasmático relativamente pequeno e contém 

regiões capazes de se ligar internamente a elementos do citoesqueleto, estrutura a 

qual é formada por filamentos e microtúbulos, que em conjunto mantém a forma da 

célula e organiza o espaço intracelular (RIDLEY et al., 2003; IMHOF; AURRAND-

LIONS, 2004).  Após a ligação externa da integrina a sua glicoproteína específica 

sinais intracelulares ao citoesqueleto de actina são desencadeados formando-se 

então pontos de conexão entre e as integrinas e a actina, denominados sítios de 

adesão focal. Os filamentos de actina ligam-se a subunidade β do domínio 

citoplasmático das integrinas e assim transmitem sinais para organização do 

citoesqueleto e regulam com isso, a forma e a arquitetura celular (POZZI; ZENT, 

2003; GEIGER et al., 2009). Ainda, as integrinas funcionam como receptores 
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bidirecionais, ou seja, as informações intracelulares são capazes de controlar a 

função destas glicoproteínas. E a ligação integrina/MEC é capaz de interferir 

diretamente nas funções biológicas, tais como, adesão e migração celular (DALON; 

BROWN, 2007; POZZI; ZENT, 2003).  

A permanência da célula num tecido, ou a sua migração, depende da 

natureza do substrato e pode ser regulada através do contato da integrina à matriz. 

Por sua vez, o processo de migração celular envolve a participação de diversos 

receptores, dentre os quais as integrinas são a maior família de receptores 

envolvidos. Durante a migração ocorre à polarização do corpo celular, contribuindo 

para a formação de projeções citoplasmáticas como os filopódios e lamelipódios, 

formação de novos complexos de adesão focal e a retração da cauda interferindo 

assim no citoesqueleto celular (RIDLEY et al., 2003; IMHOF; AURRAND-LIONS, 

2004).  

A produção de glicoproteínas da MEC e a expressão dos seus receptores por 

diversas células, bem como os processos de adesão, deadesão e migração podem 

influenciar na fisiopatologia de diversas doenças. Por exemplo, a aterosclerose pode 

ter seu desenvolvimento modulado por células, tais como os macrófagos, que estão 

entre os principais tipos celulares envolvidos na progressão da doença. Ao longo 

dos anos, estudos demonstraram que macrófagos são recrutados para o local da 

lesão, onde liberam citocinas, quimiocinas e produzem enzimas proteolíticas de 

matriz extracelular, como as metaloproteinases, que são capazes de degradar a 

matriz e promover a migração celular. Assim, essas células podem ser cruciais na 

reparação tecidual, na progressão da placa e ruptura da mesma (ANITSCHKOW, 

1960; ROSS, 1999; SAHA et al., 2009). 

 A fibronectina é capaz de interferir na resposta inflamatória modulando a 

liberação de mediadores inflamatórios como as citocinas TNF-α, IL-1β, e IL-8, pelos 

macrófagos (FEGHALI; GRENIER, 2012). Desta forma, a manutenção da interação 

entre macrófagos e componentes da matriz extracelular é importante para a 

homeostase do organismo, bem como na prevenção e desenvolvimento de 

patologias.  
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3.4    Compostos naturais e o sistema imunológico 

  

O uso de produtos naturais no tratamento e na cura de enfermidades é tão 

antigo quanto à história humana. A natureza, de forma geral, tem produzido a 

maioria das substâncias orgânicas conhecidas. Entretanto, é o reino vegetal que tem 

contribuído de forma mais significativa para o fornecimento de substâncias úteis ao 

tratamento de doenças que acometem os seres humanos (MONTANARI; BOLZANI, 

2001).  

As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais 

biologicamente ativos, muitos dos quais constituíram modelos para a síntese de um 

grande número de fármacos (VARANDA, 2006). A variedade e complexidade de 

metabólitos especiais biossintetizados pelas plantas teriam-se formado e evoluído, 

como mecanismo de defesa desses vegetais às condições ambientais ricas em 

microrganismos, insetos, animais e também às condições de adaptação e regulação. 

Desta forma, as plantas constituem-se num enorme laboratório da síntese orgânica 

de metabólitos secundários (MONTANARI; BOLZANI, 2001). 

 Neste contexto, muitas plantas e outros produtos de origem natural têm 

sido estudados com o objetivo de descobrir seus possíveis efeitos no organismo, 

como também para a descoberta de novos fármacos. Vários trabalhos demonstram 

importantes resultados acerca da utilização de produtos naturais em diferentes 

patologias. Dentre estes podemos citar o extrato etanólico extraído a partir das fibras 

da casca do coco (Cocos nucifera L.) que demonstrou um potencial efeito 

antioxidante, sendo então seu uso importante para uma dieta saudável, bem como 

no mercado farmacêutico (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2013). Ainda, o extrato 

etanólico da Edelweiss, uma planta empregada na medicina popular como um 

remédio anti-inflamatório, teve seu potencial efeito anti-inflamatório confirmado 

(DANIELLA et al., 2012). Além destes, alguns estudos ainda revelam efeitos de 

extratos de plantas na regulação do sistema vascular. O extrato aquoso da espécie 

Gardenia jasminoides J. Ellis, uma espécie arbórea distribuída em todo o mundo, 

demonstrou uma notável atividade antitrombótica, suportando seu possível uso 

como terapia antitrombótica (ZHANG et al., 2012). Ivanov e colaboradores (2007) 

demonstraram que um mix de micronutrientes, incluindo extrato da folha de chá 

verde e o extrato de centelha asiática, utilizado como indutor da produção de 

moléculas da MEC por células endoteliais aórticas, causou mudanças na 
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composição da MEC e uma consequente diminuição na capacidade adesiva de 

macrófagos. Alterações na composição da MEC pode afetar o recrutamento de 

células, tais como os macrófagos, que participam de processos inflamatórios 

vasculares, como por exemplo, a aterosclerose. 

 Estudos vêm demonstrando que a utilização de plantas pode, de forma 

alternativa, estimular células e atuar no tratamento de doenças (CORRÊA et al., 

2006). No entanto, o uso inadequado e indiscriminado dessas substâncias podem 

gerar complicações clínicas por causa de efeitos adversos retardados, interações 

medicamentosas ainda não estudadas, além de retardar o diagnóstico apropriado 

(RATES, 2001). Neste sentido, tem-se verificado um grande avanço científico 

envolvendo os estudos químicos e farmacológicos de plantas medicinais que visam 

obter novos compostos com propriedades terapêuticas (CECHINEL FILHO; YUNES, 

1998; BOURSUK et al., 2011; DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2013). 

 O sistema imunológico, por ser um dos principais eixos homeostáticos 

dos vertebrados, sendo este capaz de reconhecer e responder as alterações nos 

meios interno e externo, tem sido alvo de muitas pesquisas. Nos últimos anos, 

muitos estudos têm sido realizados na busca de novas moléculas bioativas, que 

tenham ação no sistema imunológico e que possam auxiliar no combate a micro-

organismos patogênicos e a doenças com outras etiologias (FISCHER, 2008). 

A Aloe vera é um exemplo da utilização de compostos naturais na indústria 

farmacêutica atual. A mesma tem sido utilizada por diversos séculos devido as suas 

propriedades curativa e terapêutica. Assim, seu uso na forma de gel, unguentos, 

bem como na preparação de comprimidos e capsulas tem sido bastante difundido 

(HAMMAN, 2008). 

  A capacidade de controlar a resposta é o objetivo da imunomodulação, 

e substâncias que exercem este controle são chamadas de imunomoduladores 

(FRAILE et al., 2012). A imunomodulação é uma necessidade terapêutica para o 

terceiro milênio e está ainda na sua infância (LABRO, 2000). A modulação da 

resposta imune altera o sistema imunológico e interfere na função do mesmo, 

podendo apresentar como resultados a imunoestimulação ou imunossupressão 

(CESARO, 2009).   

Uma variedade de substâncias como polissacarídeos, lectinas, peptídeos, 

saponinas, óleos e outras, oriundas de plantas são capazes de estimular o sistema 

imune, apresentando atividade imunomoduladora. Entretanto, o funcionamento do 
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sistema imunológico e o desconhecimento de mecanismos de ação específicos 

destes agentes e de seus efeitos adversos dificultam seu uso clínico como 

imunomoduladores. 

 

3.5 Metabólitos secundários de plantas 

 

A dieta humana é bastante rica em alimentos que possuem componentes com 

alta atividade biológica. Dentre esses as lectinas, que são proteínas ou 

glicoproteínas que se ligam à estruturas de carboidratos, possuem potentes 

atividades biológicas  e são encontradas em uma vasta gama de alimentos, 

incluindo verduras, legumes, frutas e até mesmo em alimentos processados 

(NACHBAR; OPPENHEIM, 1980; KELSALL et al., 2002). As lectinas exibem 

atividades seletiva e reversível, e tornaram-se dessa forma cada vez mais 

conhecidas como mediadores celulares de reconhecimento de uma grande 

variedade de sistemas biológicos (PEREIRA DA SILVA et al., 2012). Lectinas 

oriundas de algas tem sido alvo de estudos como potentes candidatos a atividade 

antiviral, principalmente contra o HIV, sendo desta forma uma nova estratégia para 

diminuir a disseminação do agente causador da AIDS (Acquired immune deficiency 

syndrome) (HUSKENS; SCHOLS, 2012). 

Nos últimos anos significantes avanços têm sido alcançados no que se refere 

à regulação, à biossíntese e a manipulação genética de produtos naturais. A 

manipulação na biossíntese de flavonoides tem sido bastante estudada, incluindo a 

modificação da expressão de genes de regulação e a manipulação das vias de 

alguns genes. Os flavonoides são conhecidos por serem derivados de produtos 

naturais e por sua função como pigmento floral para a atração de insetos 

polinizadores e na defesa contra micro-organismos em plantas (DIXON; STEELE, 

1999). Em humanos, este metabólito tem demonstrado atividade anticancerígena 

através dos mesmos mecanismos de ação ou de mecanismos distintos de drogas 

anticancerígenas já existentes (AUYEUNG; KO, 2010). Além disso, flavonoides 

podem prevenir a aterosclerose através do melhoramento da dislipidemia, 

diminuição do stress oxidativo, atenuação da inflamação, melhorando assim o 

metabolismo do indivíduo e diminuindo o risco de doenças cardiovasculares 

(MULVIHILL; HUFF, 2012). 
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 Outro grupo de substâncias isoladas bastante estudado nas últimas décadas 

é o grupo das saponinas. Esta classe pode ser dividida em saponinas esteroidais e 

saponinas triterpênicas, ambas comumente encontradas em grande escala em 

plantas e produtos derivados de plantas. A estrutura química das saponinas consiste 

em uma parte de açúcar, geralmente glicose, galactose, ácido glicuronico, xilose 

(porção hidrofílica) ligados a aglicona (porção lipofílica), podendo ser um esteroide 

ou um triterpenóide (FRANCIS et al., 2002). 

 As saponinas esteroidais são surfactantes e detergentes naturais, e têm sido 

consideradas como fator responsável por diversas atividades biológicas. Estudos 

que esclareçam suas possíveis atividades ou mecanismos de ação, bem como a 

descoberta de novas substâncias que se enquadram nesta classe, estão em 

constante pesquisa (WILLIAMS; GONG, 2007; DINCHEV et al., 2008; LIU et al., 

2012). Achados recentes demonstram a descoberta de saponinas nunca antes 

catalogadas (HONG et al., 2012), enquanto outros confirmam a presença de 

saponinas esteroidais em estruturas de plantas que ainda não tinham sido 

determinadas (SHARMA et al., 2012). Juntamente com o avanço da descoberta 

dessas estruturas vem ocorrendo o aumento de pesquisas voltadas as suas 

atividades e possíveis mecanismos de ação. Qin e colaboradores (2012) isolaram 

saponinas das raízes da planta Paris polyphylla var. yunnanensis, uma planta de uso 

popular na medicina chinesa, e confirmaram o efeito antimicrobiano destes isolados 

contra a bactéria causadora da acne Propionibacterium acnes.  

 Por outro lado, as saponinas triterpênicas diferem das saponinas esteróidais. 

Os triterpenóides recebem essa classificação devido a sua composição estrutural, 

por conter seis unidades isoprenos e possuindo 30 unidades de carbono. De acordo 

com os diferentes tipos de rearranjo estrutural, pode originar os triterpenos 

tetracíclicos e pentacíclicos. A biossíntese das saponinas triterpênicas envolve três 

enzimas principais: oxidoesqualeno ciclase, essa tem a função de construir o 

esqueleto base dos triterpenos; a monoixigenase citocromo P450, que media as 

oxidações; e uridina-difosfato-glicosiltransferase-dependente, a qual catalisa as 

glicosilações (SAWAI; SAITO, 2011). 

 Os triterpenos são divididos em vários grupos os quais podemos citar: 

esqualeno, lanostano, damarrano, lupanos, eleonanos, ursanos, hopanos e 

miscelaneos que desempenham diferentes papéis e diferem principalmente em suas 

estruturas (HILL; CANNOLY, 2012).  
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3.5.1 Triterpeno uvaol 

 

 O terpeno uvaol é classificado como um triterpeno pentacíclico pertencente à 

classe dos ursanos (Figura 4). Este terpeno é bastante difundido na natureza e sua 

presença já foi confirmada em diversas plantas (DUQUESNOY et al., 2007). Dentre 

elas a planta Carpobrotus edulis (MARTINS et al., 2011), nas frutas e folhas da 

planta Vaccinium vitis-idaea L. (SZAKIEL et al., 2012) e foi isolado pela primeira vez 

por Huang e colaboradores (2011) na planta Coleus forskohlii. Ainda, pode-se 

destacar a presença do uvaol na planta Olea europaea L., popularmente conhecida 

como oliveira, árvore esta que produz a matéria base para a extração do azeite de 

oliva (ALLOUCHE et al., 2009) (Figura 5). 

O uvaol, assim como outros triterpenóides, é encontrado principalmente nas 

folhas (DUQUESNOY et al., 2007; GUINDA et al., 2010) da oliveira. Contudo, sua 

presença em outros segmentos da planta já foi demonstrada, como na casca 

(CAPUTO et al., 1974), no caroço da oliva (ALLOUCHE et al., 2009), e independente 

do estágio do desenvolvimento, os triterpenos, dentre eles o uvaol, são os maiores 

componentes do fruto da oliveira (STITI et al., 2007). 

 

Figura 4 - Estrutura química do triterpeno pentacíclico uvaol 

 

Fonte:GUINDA et al., 2010; MARTIN et al., 2006. 
O triterpeno pentacíclico uvaol é formado por  6 unidades isoprenos, que são constituídas por 30 
moléculas de carbano (C5). Uvaol possui um radical hidroxila na posição C-3 de sua estrutura química 
e uma função carboxila na posição C-17. 

 

Estudos têm demonstrado a participação do triterpeno uvaol em diversas 

atividades biológicas, como atividade antimicrobiana (HORIUCHI et al., 2007), 

antioxidante e antitrombótica (ALLOUCHE et al., 2010) e anticarcinogênica, pela 

indução da apoptose de células malignas cerebrais (MARTIN et al., 2009). Da Silva 
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Filho e colaboradores (2009) demonstraram um grande potencial antiparasitário do 

triterpeno uvaol. Estudos in vitro por esses autores mostraram que o uvaol extraído 

da planta Baccharis dracunculifolia teve efeito antileishmanial contra a espécie 

Leishmania donovani e antiplasmodial contra Plasmodium falciparum, ambas as 

espécies causadoras de parasitoses encontradas no Brasil, e que podem levar a 

morte. Além disso, Martin e colaboradores (2006) demonstraram que o uvaol possui 

atividade moduladora em células mononucleadas de sangue humano. Observou-se 

que após tratamento, as células diminuíram significativamente a produção das 

citocinas, IL-1β e IL-6 de maneira dose-dependente. Similarmente, em doses mais 

elevadas, observou-se também a diminuição da produção de TNF-α. Contudo, em 

dose menor a produção de TNF-α pelas células foi aumentada. Demonstrando assim 

que o triterpeno exibe atividade pró-inflamatória e anti-inflamatória dependendo, 

neste caso, da dose administrada. 

 

Figura 5 - Olea europaea 

 

Fonte: http://www.online-utility.org/image/gallery.jsp?title=Olea+europaea 

 

Tomando em conjunto, os estudos apontam a capacidade de diversas 

plantas, assim como seus componentes isolados de mediar ou modular respostas 

biológicas, sendo desta forma, importantes objetos de estudo como potenciais 

agentes auxiliadores na terapêutica atual. Assim sendo, o presente estudo procurou 

investigar as possíveis ações moduladoras do triterpeno uvaol sobre os macrófagos, 

uma importante célula envolvida na resposta imunológica e na homeostase tecidual. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos machos, adultos, de 4-8 semanas, da 

linhagem Swiss provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de 

Alagoas (UFAL). Os animais foram mantidos no Biotério Setorial do Laboratório de 

Biologia Celular em ciclo claro/escuro 12/12h, com livre acesso a ração e água. 

Todos os procedimentos foram realizados mediante aprovação do Comitê de Ética 

Institucional da UFAL (Processo nº: 010095/2009-67). 

 

4.2 Cultura primária de macrófagos peritoneais residentes 

 

Os animais foram eutanasiados em câmara de CO2, lavados com álcool a 

70% e, na cabine de fluxo laminar foram afixados a um suporte de isopor para a 

abertura da parede abdominal e remoção da pele da região ventral. Com o auxílio de 

uma seringa descartável, 10 mL de meio RPMI 1640 foi injetado na cavidade 

peritoneal cuidadosamente para não atingir órgãos do animal. Após leves batidas 

para agitar o líquido dentro da cavidade, foi feita a coleta do meio contendo as 

células, que foi transferido para um tubo de 15 mL e centrifugado a 4 oC por 10 

minutos. Após centrifugação, o sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo as 

células foi ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro 

bovino fetal (SBF), 1% do aminoácido L- glutamina e 2mg/mL do antibiótico 

ciprofloxacino para posterior contagem em câmara de Neubauer. As células então 

foram plaqueadas, colocadas em estufa de CO2 para adesão durante 2h e,  

desaderidas utilzando cell sreaper para posterior utilização de acordo com os 

protocolos experimentais desejados. 

Essa é uma técnica simples que permite o isolamento de macrófagos 

peritoneais, uma vez que essas células possuem a propriedade de aderir ao plástico 

e ao vidro. 
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4.3 Reagentes 

 

 Os reagentes uvaol,  prometazina dimetilsufóxido (DMSO), MTT, soro bovino 

fetal (SBF), Roswell Park Memorial  Institute (RPMI), azul de Tripan, solução de 

salina fosfatada (PBS), zimosan A (Saccharomyces cerevisiae), aminoácido L-

glutamina não animal, albumina sérica bovina (BSA) e fibronectina celular foram 

obtidos da Sigma-Aldrich (Saint  Louis, Missouri,  EUA). Tween foi obtido da 

AMRESCO (Solon, Ohio, EUA), a laminina foi obtida da Invitrogen (São Paulo, 

Brasil) e o antibiótico ciprofloxacino da Isofarma LTDA (Ceará, Brasil).  

Para os ensaios de imunofluorescência foram utilizados os seguintes 

anticorpos: anti-fibronectina e anti-laminina de camundongo produzidos em coelho e 

anti-Ig de coelho produzido em cabra conjugado ao isotiocianato de fluoresceína 

(GAR-FITC) obtidos da Sigma-Adrich (St. Louis, MO, EUA). Para as análises 

citofluorimétricas foram utilizados anticorpos específicos conjugados a fluorocromos: 

anti-CD49e/ficoeritrina (PE) produzido em rato, obtido da BD Pharmingen (San 33 

Diego, CA, EUA), anti-CD49f/ficoeritrina (PE), e o isotipo controles IgG2a produzido 

em rato, controle negativo dos anticorpos conjugados a PE foi produzido pela 

eBioscience (San Diego, CA, EUA). 

 

 4.4 Viabilidade celular por MTT 

 

          O ensaio de viabilidade celular foi realizado pela análise de redução de MTT. 

Neste ensaio observa-se quantitativamente a viabilidade celular através da redução 

do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5-difeniltetrazólio] na mitocôndria de 

células viáveis. Em uma placa de 24 poços foram cultivados 2,5 x 105 macrófagos 

peritoneais por poço durante 24 horas em estufa de CO2 e 37ºC. Foram utilizados 

como controles do experimento RPMI suplementado e tween 3% (controle de morte 

celular).  As células foram tratadas com uvaol por 24 horas nas concentrações de 

10-3 µM, 10-2 µM, 10-1 µM, 1 µM, 10 µM e 102 µM. Macrófagos não tratados, 

submetidos as mesmas condições de umidade e temperatura foram utilizados como 

controle dos experimentos. Em seguida, um volume de 22,5 µL da solução de MTT 

(5mg/mL) foi adicionado a cada poço e a placa foi novamente encubada em estufa 

de CO2
 por mais 4 horas.  Em seguida, a placa foi centrifugada por 5 minutos (1500 
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rpm), o sobrenadante foi desprezado e adicionado a cada poço 150 µL de DMSO  

seguido da leitura em espectrofotômetro com comprimento de onda de 540 nm. 

 

4.5 Análise morfológica 

 

 Este ensaio teve o objetivo de avaliar a morfologia dos macrófagos 

peritoneais após tratamento com uvaol nas concentrações de 10-2 µM e 10-1 µM. 

Para isso, 2 x 105 macrófagos foram cultivados em placas de 24 poços contendo 

lamínula de vidro por 2 horas em estufa de CO2 a 37ºC. Após esse período, os 

poços foram lavados 2 vezes com PBS em temperatura ambiente para a retirada de 

células não aderentes. Após o tratamento com uvaol por 24 horas, as células foram 

lavadas, fixadas com metanol por 10 minutos e coradas com Giemsa por 8 minutos. 

Posteriormente, as lamínulas foram removidas, montadas em lâminas permanentes 

e analisadas por microscopia de luz. As fotos foram obtidas através da câmara 

Nikon modelo DS-Ri1 campo claro acoplada ao Microscópio Nikon Eclipse 50i. Nas 

células, foram observados aspectos morfológicos como: forma das células e do 

núcleo, relação núcleo x citoplasma, presença de vacúolos e emissão de 

prolongamentos citoplasmáticos. 

 

4.6 Ensaio de imunocitoquímica  

 

 Macrófagos peritoneais foram cultivados em placas de 8 poços (Lab-tek, 

Nunc, EUA), com lâminas de vidro, num volume total ajustado para 1 x 105 células 

por poço. Após 2 horas as células foram tratadas com o triterpeno uvaol nas 

concentrações de 10-2 µM e 10-1 µM e submetidas ao ensaio de imunofluorescência 

indireta. Inicialmente os macrófagos foram lavados com PBS e fixados em metanol 

puro por 10 minutos, hidratados com 100 µL de PBS por 5 minutos e feito o bloqueio 

para sítios inespecíficos com uma solução de PBS/BSA a 1% durante 30 minutos. 

Em seguida, foi adicionado a cada poço o anticorpo primário específicos para 

fibronectina (1:50) e para laminina (1:50), por 1 hora, a temperatura ambiente, com 

exceção do grupo controle que recebeu apenas PBS. Passado este período, as 

células foram lavados com PBS (três banhos de 5 minutos) e marcados com o 

anticorpo secundário, GAR-FITC (1:100), por 30 minutos em câmara escura. As 

células foram lavadas 2 vezes com PBS e montadas com glicerol para posterior 
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observação em microscópio de fluorescência Nikon Eclipse 50i. A análise da 

deposição de fibronectina e laminina foi baseada na avaliação qualitativa da 

intensidade de fluorescência observada na superfície das células. A intensidade de 

fluorescência foi determinada em pixels e quantificada pelo programa Image J 1.44p.  

 

4.7 Citometria de fluxo 

 

 Para avaliar a expressão das integrinas na superfície dos macrófagos foi 

realizado o ensaio de citometria de fluxo. Os macrófagos peritoneais foram 

acondicionados em frascos de cultura, submetidos ao tratamento com uvaol nas 

concentrações de 10-2 µM e 10-1 µM durante 24 horas em estufa de CO2 a 37ºC. 

Após o tratamento as células foram removidas dos frascos utilizando cell scrapers, 

centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI. Um volume total ajustado para 5 x 

104  célula foi plaqueado em placas de 96 poços e realizada as marcações com 

anticorpos específicos conjugados a fluorocromos. Foi utilizada marcação durante 

20 minutos com anticorpos para as cadeias alfa das integrinas VLA-5 (anti-

CD49e/PE) e VLA-6 (anti-CD49f/PE) diluídos em PBS e mantidos ao abrigo da luz a 

4ºC. Transcorrido o tempo da marcação, as células foram lavadas com PBS e 

fixadas em formaldeído a 2% para análise em citômetro de fluxo (FACS canto II). As 

células marcadas então foram analisas através do Software Win MDI 2.8. 

 

4.8 Coloração direta do citoesqueleto de F-actina  

 

 Para avaliar os microfilamentos do citoesqueleto, macrófagos peritoneais (1 x 

105 células por poço) foram submetidos ao tratamento com uvaol  nas concentrações 

de 10-2 µM e 10-1 µM durante 24 horas em placas do tipo Lab-tek. Após tratamento 

as células foram submetidas a coloração direta do citoesqueleto de F-actina por 

faloidina-FITC. Para isso, as células foram fixadas e permeabilizadas com a solução 

PHEM (tampão de Pipes, Hepes, EGTA e MgCl2) a 5% de sacarose, 4% de 

paraformaldeido e 0,5% de triton X-100 por 5 minutos. Em seguida, as células foram 

novamente fixadas em solução PHEM a 4% formaldeído por 20 minutos. Após 

fixação as culturas foram lavadas com a solução de PHEM + glicina (três banhos de 

10 minutos). Subsequentemente as células foram marcadas com o anticorpo 
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faloidina-FITC (1:150) por 30 minutos em câmara escura. As laminas histológicas 

foram montadas e feita à análise em microscópio de fluorescência Nikon Eclipse 50i. 

 

4.9 Ensaio de adesão celular 

 

 O ensaio de adesão celular foi realizado seguindo o protocolo de Tsukuba e 

colaboradores (2009). Macrófagos peritoneais foram tratados com uvaol por 24 

horas nas concentrações de 10-2 µM e 10-1 µM. Em seguida, 5 x 104 células foram 

adicionadas em placas de 96 poços previamente encubada com a solução de 

bloqueio PBS/BSA 1% durante 45 minutos em estufa de CO2. Após a retirada desta 

solução e a adição das células a placa foi novamente acondicionada em estufa de 

CO2 durante 30 minutos para adesão celular. Transcorrido este período, os poços 

das placas foram lavados 2 vezes com meio RPMI, as células aderentes foram 

fixadas com PBS a 4% de formaldeído por 10 minutos e depois coradas com cristal 

violeta em 2% de metanol O corante foi retirado e a placa foi imersa num recipiente 

contendo água destilada  para a retirada do excesso do corante e posta para secar 

em temperatura ambiente. Após secagem completa dos poços da placa, o corante 

foi solubilizado com água destilada a 1% de SDS por 30 minutos. Por 

espectrofotômetro foi feita a leitura da absorbância em 540 nm.  

 

4.10 Ensaio de migração celular 

 

 Este ensaio foi realizado seguindo o protocolo experimental utilizado por 

Furundzija e colaboradores (2010) com algumas modificações. A migração dos 

macrófagos peritoneais foi avaliada utilizando o sistema de transwell, que consiste 

de insertos com membranas de policarbonato com 10 mm de diâmetro e poros de 

8,0 m (Corning Costar, Cambridge, USA). Primeiramente, os macrófagos 

peritoneais foram plaqueados em frascos de culturas médios mantidos a 37º C em 

estufa de CO2 por uma hora para adesão. Durante este período foi realizado o 

bloqueio da membrana do inserto, com PBS/BSA a 1%, durante 45 minutos, para 

tornar a membrana mais homogênea. Transcorrido o tempo, macrófagos peritoneais 

foram removidos dos frascos de cultura utilizando PBS gelado ou com o auxilio de 

cell scraper, centrifugados, ressuspendidos em meio RPMI 10% e contados em 

câmara de Neubauer. Um volume de 2 x 105 células foi ressuspendido em 200 µL 
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meio RPMI a 0,5% BSA contendo uvaol nas concentrações de 10-2 µM e 10-1 µM e 

inseridos na parte superior do inserto. A mesma quantidade de células sem 

tratamento foi utilizada como controle. Na parte inferior foi adicionado 500 µL de 

RPMI BSA 0,5%. Foi permitida então a migração das células em estufa de CO2 a 37º 

C por 6 horas. Em seguida, com o auxilio de uma pinça a face superior da 

membrana foi raspada para a retirada das células não migrantes. As células então 

foram fixadas em metanol puro durante 10 minutos, coradas com Giemsa (1:3) e 

lavadas em água destilada. As membranas de policarbonato foram removidas do 

inserto e montadas lâminas histológicas. As células foram analisadas em 

microscopia óptica invertida (Nikon Eclipse TS 100) e realizada a contagem das 

células migrantes em 10 campos aleatoriamente.  

 

4.11 Ensaio de fagocitose 

 

 Este ensaio foi desenvolvido segundo protocolos utilizados por Bos e de 

Souza (2000) e por Batista Junior e colaboradores (2006). Macrófagos peritoneais 

foram cultivados em placas de 24 poços contendo lamínulas histológicas de vidro. 

Um volume de 5 x 105   células por poço  foram tratadas com uvaol 10-2 µM e 10-1 µM 

por 24 horas. Após tratamento, os poços contendo as células foram lavados com 

PBS e a cada poço foi adicionado, 50µg/ml da partícula do zimosan A 

(Sacharimyces cerevisae) por 2 horas, incluindo o controle, e mantidas em 

condições de umidade e temperatura em estufa de CO2. Após esse período, as 

células foram lavadas com PBS a temperatura ambiente, fixadas com metanol puro 

por 10 minutos e coradas com Giemsa (1:10) por 8 minutos. Posteriormente, as 

lamínulas foram retiradas dos poços, montadas em lâminas histológicas e realizada 

a contagem de 100 células por grupo utilizando microscópio óptico Nikon Eclipse 50i 

em objetiva de 100x com óleo de imersão. A atividade fagocítica foi avaliada pelo 

índice de fagocitose (IF) e capacidade fagocítica (CF) utilizando a seguinte formula: 

IF=AB, onde o A=percentagem de macrófagos que fagocitaram o zimosan e 

B=número de zimosan fagocitado por macrófagos; CF=média percentual de 

macrófagos que engolfaram no mínimo 4 partículas de zimosan (Figura 6).  
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Figura 6 - Macrófagos peritoneais residentes estimulados por zimosan A 

 

Fonte: Imagem cedida por Maria Danielma dos Santos Reis. 
Fotomicrografia representativa de macrófagos peritoneais em cultura após estimulação da fagocitose.  

 

4.12 Análise estatística 

 

 Os dados obtidos foram analisados utilzando One-Way ANOVA seguido do 

teste de Tukey. Os valores foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM), com um nível de significância selecionado para p<0.05. Para as análises e 

confecção dos gráficos foi utilizado o programa de computador GraphPad Prism 

versão 5.00 (GraphPad Prism Software, Inc.).  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Efeito do uvaol sobre a viabilidade de macrófagos  

 

 A viabilidade dos macrófagos peritoneais na presença de diferentes 

concentrações (10-3, 10-2, 10-1, 1, 10 ou 102 µM) do uvaol, após 24 horas de 

tratamento foi avaliada pelo ensaio de viabilidade celular por MTT. Como 

demonstrado na figura 7, os resultados indicam que os macrófagos peritoneais após 

tratamento com uvaol nas concentrações de 10-3 µM, 10-2 µM, 10-1 µM, 1 µM, por 24 

horas, permaneceram viáveis quando comparados ao controle. Entretanto, as 

concentrações de 10 µM e 102 µM apresentaram–se tóxicas para as células, em que 

foi observada uma diminuição significativa da viabilidade das células após o mesmo 

período de tratamento. Considerando que o uvaol nas concentrações de 10-2 µM e 

10-1 µM não alterou a viabilidade das células, estas concentrações foram utilizadas 

nos ensaios posteriores. 

 

Figura 7 – Efeito do uvaol na viabilidade de macrófagos peritoneais 

 

Fonte: Autor, 2013. 
Os macrófagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentrações de 10

-3
 µM, 10

-2
 µM, 10

-1
 

µM, 1 µM, 10 µM ou 10
2 

µM durante 24 horas. Células sem tratamento foram utilizadas como 
controle. Detergente tween foi utilizado como controle de morte celular e a viabilidade foi determinada 
pelo ensaio de MTT. As barras representam média ± EPM. *** p< 0.001 Valor estatisticamente 
significativo em relação ao grupo controle. One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. 
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5.2 Efeito do uvaol na morfologia dos macrófagos  

 

O ensaio de análise morfológica dos macrófagos peritoneais foi realizado 

após 24 horas de cultivo utilizando a coloração Giemsa. As células cultivadas sem 

adição de tratamento exibiram formas variadas, algumas arredondadas com 

citoplasma abundante contendo vacúolos, poucos prolongamentos citoplasmáticos, 

núcleo grande e excêntrico em forma de rim, e outras fusiformes ou estreladas com 

prolongamentos citoplasmáticos evidentes e núcleo central em forma de rim ou 

acompanhando a forma da célula. Os macrófagos tratados com uvaol nas 

concentrações de 10-2 µM e 10-1 µM não apresentaram alterações significativas em 

sua morfologia, demonstrando características semelhantes as que foram observadas 

nas células do grupo controle (Figura 8).  

 

Figura 8 - Análise morfológica de macrófagos peritoneais 

 

                 CTR                             10-2 µM                              10-1 µM 

   

 
Fonte: Autor, 2013. 
Fotomicrografias de macrófagos peritoneais tratados com uvaol na concentração de 10

-2 
e 10

-1
 µM 

por 24 horas. Células não tratadas foram utilizadas como controle. Coloração pelo Giemsa. Aumento 
de 400x. 
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5.3 Efeito do uvaol na produção de moléculas da MEC por macrófagos  

 

 Com o objetivo de avaliar a produção de glicoprotéinas da MEC, fibronectina 

e laminina, em macrófagos peritoneais após o tratamento com uvaol, foi realizado o 

ensaio de imunofluorescência indireta. No que se refere a fibronectina, quando as 

células foram tratadas com uvaol nas concentrações de  10-2 µM e 10-1 µM, por 24 

horas, foi possível observar pela análise qualitativa um aumento da produção desta 

glicoproteína pelos macrófagos quando comparada ao grupo controle (Figura 9 A). A 

quantificação da intensidade de fluorescência confirmou que os tratamentos 

estimularam de forma significativa a produção de fibronectina quando comparado ao 

grupo controle (Figura 9 B).  

Em relação a laminina, conforme demonstrado na figura 10, foi observado 

pela análise qualitativa uma diminuição da produção desta glicoproteína pelos 

macrófagos peritoneais quando tratados com uvaol nas concentrações de 10-2 µM e 

10-1 µM, por um período de 24 horas e comparado aos macrófagos do grupo 

controle (Figura 10 A). A quantificação da intensidade de fluorescência confirmou 

que os tratamentos inibem de forma significativa a produção de laminina quando 

comparado ao grupo controle (Figura 10 B). 
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Figura 9 – Produção da glicoproteína fibronectina por macrófagos peritoneais 

 

A. 

 

     

 

B. 

 

Fonte: Autor, 2013. 
Os macrófagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentrações de 10

-2
 µM ou 10

-1
 µM 

durante 24 horas foram analisados por microscopia de fluorescência. (A) Fotomicrografias mostram a 
produção de fibronectina. (B) Quantificação em pixels da intensidade de fluorescência. As barras 
representam média ± EPM da intensidade de fluorescência.  (***) p< 0.001 estatisticamente 
significativo em relação ao grupo controle. Análise feita através do software Image J. A análise 
estatística foi feita com do teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey. 
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Figura 10 – Produção da glicoproteína laminina por macrófagos peritoneais 

 

A.  

     

B. 

 

Fonte: Autor, 2013. 
Os macrófagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentrações de 10

-2
 µM ou 10

-1
 µM 

durante 24 horas foram analisados por microscopia de fluorescência. (A) Fotomicrografias mostram a 
produção de laminina. (B) Quantificação em pixels da intensidade de fluorescência. As barras 
representam média ± EPM da intensidade de fluorescência.  (***) p< 0.001 estatisticamente 
significativo em relação ao grupo controle. One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey. 
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5.4 Efeito do uvaol na expressão de integrinas por macrófagos 

 

Ao observar que o tratamento com uvaol foi capaz de influir na produção das 

glicoproteínas da MEC pelos macrófagos peritoneais, despertou-se o interesse de 

avaliar a expressão dos receptores para tais moléculas na superfície das células. 

Para isso, foi realizada a análise por citometria de fluxo da expressão das integrinas 

VLA-5 (α5β1),  receptor para  fibronectina  e  VLA-6  (α6β1),  receptor  para  laminina 

na  superfície  dos macrófagos peritoneais. 

 Com relação a integrina VLA-5 na superfície dos macrófagos, foi observado 

um aumento na média de intensidade de fluorescência emitida pelas células quando 

foram tratadas com uvaol nas concentrações de 10-2 µM, 10-1 µM, por 24 horas e 

comparado ao grupo controle (Figura 11).  

Ao analisar a integrina VLA-6 na superfície dos macrófagos foi constatada 

uma diminuição na média de intensidade de fluorescência emitida pelas células que 

expressam este receptor no grupo tratado com uvaol na concentração de 10-1 µM 

quando comparados ao respectivo controle. Entretanto, no tratamento com uvaol na 

concentração de 10-2 µM, não foi observado alteração na média de fluorescência em 

macrófagos que expressam a integrina (Figura 11).  
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Figura 11 - Expressão de integrinas por macrófagos peritoneais 

      

         

VLA-5 

 

 

 

VLA-6 

 
Fonte: Autor, 2013. 
Macrófagos tratados com uvaol nas concentrações de 10

-2
 µM ou 10

-1
 µM por 24 horas, foram 

analisados por citometria de fluxo. Os resultados foram representados por histograma com a média 
de intensidade de fluorescência emitida pelas células que expressaram a integrina VLA-5, receptor 
para fibronectina (vermelho cheio), e VLA-6, receptor para laminina (vermelho cheio) e do controle Ig 
(preto vazado) de um experimento representativo.  Os valores estão expressos com a média ± EPM.  
***  p< 0.001 quando comparado ao grupo controle.  One-way ANOVA, seguido do pós-teste de 
Tukey. 
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5.5 Efeito do uvaol sobre o citoesqueleto dos macrófagos  

 

O citoesqueleto de actina é essencial para as alterações morfológicas que 

envolvem membrana plasmática e que participam nos processos de adesão e 

migração celular. Para avaliar o efeito do uvaol sobre a organização do citoesqueleto 

foi realizada a marcação direta da F-actina por faloidina.  

 Foi observado que as células cultivadas na ausência do uvaol (grupo 

controle), apresentaram uma organizada rede de F-actina localizada principalmente 

no córtex celular, evidenciando formação de lamelipódios e filopódios, ainda foram 

constatados pequenos pontos de adesão focal. O tratamento com uvaol na 

concentração de 10-2 µM estimulou mudanças marcantes na reorganização do 

citoesqueleto dos macrófagos, os quais apresentaram filamentos de F-actina 

localizados principalmente na região perinuclear evidenciando pouca formação de 

lamelipódios e filopódios (Figura 12). 

A organização do citoesqueleto de F-actina das células tratadas com uvaol na 

concentração de 10-1 µM mostrou características intermediárias entre o controle e ao 

tratamento com uvaol 10-2 µM. As células mostraram-se com citoesqueleto de F-

actina localizados no córtex celular ou na região perinuclear, formação de poucos 

lamelipódios e filopódios ainda, foi constatada pequenos pontos de adesão focal 

(Figura 12).  
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Figura 12 – Citoesqueleto de macrófagos peritoneais 

 

              

   

                                                          

 

Fonte: Autor, 2013. 
Macrófagos peritoneais após tratamento com uvaol nas concentrações de 10

-2
 µM ou 10

-1
 µM por 24 

horas foram coradas com faloidina-FITC e analisadas por imunofluorescência. Aumento de 200x 
(painel superior). 

 

5.6 Efeito do uvaol na adesão celular 

 

 A capacidade adesiva dos macrófagos peritoneais foi avaliada por 

espectrofotometria após serem tratados in vitro com uvaol por um período de 24 

horas. Assim, foi possível verificar que as células estimuladas com uvaol na 

concentração de 10-1 µM apresentaram um aumento significativo da adesão quando 

comparada ao grupo controle (sem tratamento). Entretanto, não foi observada 

alteração na adesão de macrófagos quando estes foram pré-tratados com uvaol na 

concentração de 10-2 µM (Figura 13). 
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Figura 13 - Efeito do uvaol na adesão de macrófagos peritoneais 

 

Fonte: Autor, 2013. 
Macrófagos peritoneais tratados in vitro com uvaol nas concentrações de 10

-2
 µM ou 10

-1
 µM durante 

24 horas foram submetidos ao ensaio de adesão celular. A adesão foi avaliada por 
espectrofotometria. Barras representam a média ± EPM da absorbância.  *p< 0.05 quando 
comparado ao grupo controle. One-way ANOVA seguido do teste de Tukey. 

 

5.7 Efeito do uvaol na migração celular 

 

 Macrófagos peritoneais sob o estímulo do uvaol foram permitidos a migrar 

através de uma membrana de policarbonato contendo poros de 8 μm de diâmetro. A 

migração celular foi analisada pela contagem das células migrantes aderidas a face 

inferior da membrana do transwell. Nessas condições, foi verificada uma redução 

significativa no número de células migrantes quando os macrófagos foram tratados 

com uvaol, tanto na concentração de 10-2 µM, como também na concentração de  

10-1 µM e comparado as células não tratadas do grupo controle (Figura 14). 
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Figura 14 -  Efeito do uvaol na migração in vitro de macrófagos 

 

Fonte: Autor, 2013. 
Macrófagos peritoneais foram submetidos ao ensaio de migração celular in vitro em insertos transwell 
sob o estímulo do uvaol nas concentrações de 10

-2
 µM ou 10

-1
 µM por 6 horas. Células sem 

tratamento foram utilizadas com controle. O gráfico representa ± EPM das células que migraram para 
a face inferior da membrana de transwell. *** p< 0.001 quando comparado ao grupo controle. One-
way ANOVA seguido do pós-teste de Tukey. 

 

5.8 Efeito do uvaol na atividade fagocítica de macrófagos peritoneais  

 

 A atividade fagocitária dos macrófagos está entre suas principais funções no 

sistema imune inato. Com o intuito de avaliar a capacidade fagocítica de macrófagos 

peritoneais frente ao tratamento com uvaol foi realizado o ensaio de fagocitose 

celular. Macrófagos peritoneais foram cultivados na presença de uvaol nas 

concentrações de 10-2 µM ou 10-1 µM por 24 horas. Após o tratamento, a fagocitose 

foi avaliada adicionando 50 μg/mL de zimosan A as culturas. Nessas condições, foi 

observado que o tratamento com uvaol na concentração de 10-1 µM aumentou o 

percentual de células que fagocitaram partículas de zimosan bem como a 

capacidade fagocítica dos macrófagos peritoneais quando comparado ao grupo 

controle. Entretanto, o tratamento com uvaol na concentração de 10-2 µM aumentou 

somente a capacidade fagocítica dos macrófagos peritoneais quando comparado ao 

grupo controle (Figura 15). 
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Figura 15 - Efeito do uvaol na fagocitose de macrófagos peritoneais 

 

                  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2013. 
Macrófagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentrações de 10

-2
 µM ou 10

-1
 µM por 24 

horas foram submetidos ao ensaio de fagocitose celular com zimosan A. (A) Número percentual 
médio de macrófagos que fagocitaram partículas de zimosan A. (B) Representa a média da 
capacidade fagocítica dos macrófagos após estímulo com zimosan A. Os resultados representam 
média ± EPM. (*) (**) (***) p<0,05 quando comparado ao grupo controle One-way ANOVA seguido do 
pós-teste de Tukey. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Ctr  10
-2 

10
-1 

0

20

40

60

80

100
**

Uvaol (M)

%
 d

e
 m

a
c
ró

fa
g

o
s
 q

u
e
 f

a
g

o
c
it

a
ra

mA 

B 



49 
 

6 DISCUSSÃO 

 

Os macrófagos, células residentes nos diferentes tecidos do organismo, são 

considerados sentinelas imunológicas, onde desempenham importantes funções na 

restauração da homeostase tecidual. Por exemplo, a estas células é atribuída a 

capacidade de descriminar o próprio do não próprio, a regulação dos processos 

inflamatórios, bem como a reparação tecidual. Funções tão diversas 

desempenhadas por esta população celular despertou-se o interesse de avaliar 

aspectos importantes da biologia de macrófagos quando tratados in vitro com 

triterpeno pentacíclico uvaol. 

A toxicidade produzida por substâncias isoladas tem sido evidenciada em 

diversos estudos in vivo e in vitro. Por exemplo, foi observado que camundongos 

tratados com o triterpeno celastrol, apresentaram sinais de toxicidade demonstrando 

uma postura arqueada e pele enrugara após tratamento com o terpeno por via oral 

(KUSY et al., 2012). Da mesma forma, fibroblastos cardíacos de ratos Wistar foram 

tratados por 24 horas na presença do terpeno uvaol e, apenas as doses mais altas, 

25 µM e 50 µM, foram capazes de alterar a viabilidade celular, onde foi observado 

que após tratamento houve uma redução do número de células para os níveis 

inferiores aos controles (MARTÍN et al., 2012). Allouche e colaboradores (2011) 

demonstraram que o triterpeno uvaol diminuiu de maneira dose dependente a 

viabilidade de células de câncer mamário humano após 24 horas de tratamento. 

Estes achados demonstram que a toxicidade dos terpenos depende da célula que 

está sendo exposta, da origem, das concentrações que são utilizadas e do período 

em que ocorre o tratamento. 

O presente trabalho foi realizado utilizando macrófagos residentes na 

cavidade peritoneal de camundongos, por serem abundantes e facilmente isolados. 

Primeiramente foi realizado o ensaio de viabilidade celular por MTT para determinar 

as concentrações do uvaol. Para isso, os macrófagos foram tratados com uvaol em 

concentrações que variaram de 102 µM a 10-3 µM e através deste ensaio, observou-se 

que apenas as altas concentrações do uvaol, 102 µM e 10 µM, foram capazes de 

diminuir a viabilidade dos macrófagos. Baseados neste resultado, em estudos 

anteriores realizados em nosso laboratório e dados da literatura que demonstram o 

uso de diversos terpenos na modulação celular, a concentração do uvaol 

estabelecida para o estudo foi de 10-2 µM e 10-1 µM.  Utilizando tais concentrações, foi 
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evidenciado que o uvaol não alterou a morfologia dos macrófagos e este resultado 

corrobora com o dado inicial, onde foi observado que estas concentrações não 

alteraram a viabilidade das células.  

Em nosso estudo verificou-se que macrófagos peritoneais são hábeis em 

produzir moléculas da MEC, fibronectina e laminina, estando de acordo com vários 

dados da literatura que demonstram não somente a produção dessas moléculas, 

mas também de colágeno por estas células (JOHANSSON et al., 1979; ALITALO et 

al., 1980; WICHA; HUARD, 1983; VAAGE; LINDBLAD, 1990). A produção de 

componentes da matriz por células do sistema imunológico facilita a remoção de 

antígenos, devido a sua forte adesão a MEC, favorecendo assim a permanência das 

células no sítio da infecção (ADAIR-KIRK; SENIOR, 2007). 

Substâncias que atuam na ativação de macrófagos durante o processo 

inflamatório podem atuar sobre a produção de fibronectina. O IFN-ү, a principal 

citocina ativadora de macrófagos, é capaz de aumentar a síntese e a secreção 

dessa molécula de MEC por macrófagos peritoneais (COFANO et al., 1984). Em 

outros estudos, foi visto que as citocinas IL-1α, IL-6 e TNF-α são capazes de 

aumentar a produção de fibronectina por monócitos humanos (KITAMURA et al., 

2000). Além disso, foi demonstrado que a fibronectina é produzida por células 

imunes de perfil de resposta inflamatória Th1, destacando a importância dessa 

molécula em processos inflamatórios (SANDIG et al., 2009).  

Neste estudo, o tratamento in vitro com o triterpeno pentacíclico uvaol foi 

capaz de aumentar a produção de fibronectina pelos macrófagos peritoneais. A 

fibronectina tem um papel relevante na função de macrófagos, já foi visto que esta 

glicoproteína é capaz de estimular a produção do fator de crescimento celular, 

aumenta a expressão de receptores Fc e forma uma cobertura sobre restos 

celulares, facilitando a fagocitose (MOSHER, 1984). Ainda, a fibronectina produzida 

por macrófagos alveolares, em lesões do parênquima pulmonar, facilita a migração 

de fibroblastos (RENNARD et al., 1981). Cory e colaboradores (2013) demonstraram 

que a azitromicina, um antibiótico de amplo espectro e de origem semissintética, foi 

capaz de aumentar a concentração de fibronectina quando macrófagos e 

fibroblastos foram cultivados na presença de LPS. De acordo com os dados obtidos 

no presente trabalho, é possível propor que o uvaol atue como um agente 

modulador sobre os macrófagos, induzindo a produção de fibronectina de forma 

semelhante às citocinas acima relatadas.  
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 Em relação à produção de laminina, observou-se que o uvaol foi capaz de 

modular, de forma inibitória, a síntese desta glicoproteína. Estudos mostraram que a 

laminina é expressa na superfície de macrófagos peritoneais e que interfere na 

adesão, fagocitose, citotoxidade e na migração de monócitos e macrófagos (SHAW; 

MERCURIO, 1989; PEDRAZA et al., 2000). Ainda, Mercurio e Shaw (1988) 

demonstraram que macrófagos aderem preferencialmente a fibronectina quando 

comparado a laminina e outras glicoproteínas da MEC. Apesar deste achado, 

macrófagos podem aderir e espraiar sobre um substrato de laminina quando 

induzido por alguma substância estimuladora, como por exemplo, o PMA 

(MERCURIO; SHAW, 1988). Assim, a interação dos macrófagos com diferentes 

substratos, são eventos independentes e mediados por mecanismos bioquímicos 

distintos. Empreende-se então, que, a depender do substrato e da substância a qual 

está sendo exposto, macrófagos podem responder aos estímulos de forma distinta.  

Estudos mostram que o aumento na produção de moléculas da matriz, bem 

como a diminuição, faz parte da fisiopatologia de algumas doenças (SILVA-

ALMEIDA et al., 2012). Por exemplo, Ogawa e colaboradores (1986), demonstraram 

que a lesão hepática produziu mudanças na deposição da matriz extracelular, em 

que houve um aumento da produção de fibronectina, ao passo que ocorreu uma 

diminuição na produção de laminina, seguido de uma infiltração de neutrófilos e 

monócitos, e então pelo processo comum de cicatrização. O mesmo perfil de 

produção destas glicoproteínas foi observado após tratamento com uvaol. Desta 

forma, o tratamento com uvaol poderia contribuir para o processo de inflamação e 

cicatrização de algumas doenças. 

 Os macrófagos migram através dos tecidos com o auxílio das moléculas de 

adesão presentes em sua superfície que, por sua vez, se ligam a moléculas da 

matriz extracelular. Os eventos resultantes dessa interação são essenciais para a 

função dos macrófagos na defesa do organismo e no reparo tecidual (JULIANO; 

HASKILL, 1993). Dentre as moléculas de adesão que participam dessas interações 

estão as integrinas. Estas são receptores que atuam na adesão entre as células, na 

adesão das células com a matriz extracelular e na adesão entre as células e os 

patógenos, agindo diretamente na transmigração de leucócitos, na migração celular 

nos tecidos, na formação das sinapses imunológicas e na fagocitose (LUO et al., 

2007). Esses receptores podem ainda transduzir sinais para dentro da célula que 

atuam no rearranjo do citoesqueleto, na transcrição gênica, no movimento, 
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proliferação e sobrevivência da célula e na ativação de funções celulares específicas 

(BERTON; LOWELL, 1999; SUDHAKARAN, 2007).  

Considerando que o tratamento com o triterpeno uvaol foi capaz de modular a 

deposição de glicoproteínas da MEC pelos macrófagos, a próxima etapa do estudo 

foi avaliar se o triterpeno uvaol seria capaz de interferir na expressão dos receptores 

integrinas na superfície destas células. Através da análise por citometria de fluxo 

observou-se que o tratamento com uvaol foi capaz de aumentar a expressão 

integrina VLA-5 (α5β1),  principal receptor para a molécula fibronectina, na superfície 

dos macrófagos. Este resultado apresentou-se de forma a corroborar com o 

resultado anterior, o qual demonstrou um aumento na produção de fibronectina. A 

integrina VLA-5 é altamente expressa na superfície de macrófagos, e devido a sua 

subunidade β1 ela possui um importante papel na quimiotaxia, o que regula a 

motilidade e a invasão dos macrófagos e, leva a possibilidade de diferentes 

morfologias associadas à motilidade destas células (ABSHIRE et al., 2011). Diante 

destes dados, pode-se sugerir que, o aumento da produção de fibronectina pelos 

macrófagos é seguido pelo aumento da expressão de seu receptor específico após 

exposição ao terpeno uvaol. 

 Outra integrina que teve sua expressão avaliada foi a VLA-6 (α6β1), a qual 

possui a laminina como um dos seus ligantes. Estudos mostraram que essa 

integrina está envolvida na adesão e na migração de macrófagos frente à laminina 

(SHAW et al., 1990; SHAW; MERCURIO, 1994). O presente estudo demonstrou uma 

redução na produção da laminina pelos macrófagos após tratamento com uvaol, e 

de forma interessante, esta redução também foi evidenciada na expressão de um 

dos seus receptores, o VLA-6, após o mesmo tratamento. Diante destes resultados, 

infere-se que a exposição de macrófagos peritoneais ao tratamento com o terpeno 

uvaol é capaz de articular uma mudança na capacidade da célula sintetizar 

glicoproteínas da MEC, e de forma semelhante à expressão de seus receptores. 

 A interação ligante-integrina na superfície celular desencadeia a organização 

do citoesqueleto de actina em locais específicos para facilitar o desenvolvimento das 

células ou manter a estabilidade tecidual (CINES et al.,1998). Assim, realizou-se em 

seguida a análise do citoesqueleto de F-actina ee macrófagos peritoneais após o 

tratamento com uvaol e observou-se alterações na reorganização do citoesqueleto 

de actina, demonstrada pela formação de alguns pontos de adesão focal, 

lamelipodias e filopodias. Embora sendo muito importante que o citoesqueleto de F-
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actina esteja intacto para a regulação de mudança na forma da célula e na geração 

de forças mecânicas, o comportamento mecânico da F-actina dentro da célula ainda 

não é totalmente conhecido (STRICKER et al., 2010). 

 A sinalização da fibronectina ao citoesqueleto de F-actina, por exemplo, 

ocorre através da ligação com integrina VLA-5 presente na superfície das células 

(HUVENEERS et al., 2008). A alta expressão desta integrina após o tratamento com 

uvaol pode ter causado o rearranjo do citoesqueleto de F-actina. Assim, sendo o 

uvaol uma substância capaz de alterar a organização dos filamentos de F-actina 

dentro do citoplasma de macrófagos, poderá contribuir para a funcionalidade das 

células, já que motilidade, migração e adesão são funções que estão diretamente 

ligadas à organização do citoesqueleto (VEREYKEN et al., 2011). 

 Desta maneira, instigados pela possibilidade do uvaol modular a motilidade do 

macrófago peritoneal, realizou-se os ensaios funcionais de adesão e migração 

celular. Foi constatado que o tratamento com uvaol aumentou a capacidade adesiva 

dos macrófagos peritoneais. De forma recíproca, a adesão celular influencia na 

organização do citoesqueleto, bem como o citoesqueleto afeta a organização e 

função das moléculas adesivas, como as integrinas (SCHOENWAELDER; 

BURRIEDGE, 1999).  Sabe-se que as adesões focais são grandes complexos de 

proteínas organizados na superfície basal da célula que conecta a matriz 

extracelular ao citoesqueleto através das integrinas, e estudos avaliam a função 

dessas estruturas nos processos de adesão e migração (KIM; WIRTZ, 2012). Assim, 

os complexos de adesões focais, formados após o tratamento com uvaol podem 

influenciar as funções dos macrófagos. Mediante os resultados supracitados, é 

possível sugerir que a modulação da expressão das integrinas, o rearranjo do 

citoesqueleto celular com a formação de complexos de adesão focal, lamelopodias e 

filopodias tenham estimulado a atividade adesiva dos macrófagos peritoneais. 

 O movimento celular é um processo complexo que envolve a extensão frontal 

da membrana plasmática e posteriormente a estabilização da adesão celular versus 

matriz extracelular (QIN; ZHANG, 2010). Além disso, os complexos de adesão focal 

tem a capacidade de conectar fisicamente a matriz extracelular e o citoesqueleto, 

devido a esta interação, alguns estudos especulam a atuação dos complexos de 

adesão focal em outro processo funcional da célula, a migração celular (KIM; 

WIRTZ, 2012; RIDLEY et al., 2003). A capacidade da célula em alcançar locais 

infeccionados e tecidos lesados é essencial para sua função e vigilância 
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imunológica. Esta motilidade da célula depende de diversos fatores, incluindo as 

características físicas e bioquímicas da matriz extracelular. Assim, o entendimento 

dos diferentes modos de migração celular é vital para compreender uma grande 

variedade de processos fisiológicos e patológicos (EVEN-RAM; YAMADA, 2005; 

RIDLEY et al., 2003). 

 Neste contexto, avaliou-se a capacidade migratória dos macrófagos frente ao 

tratamento com uvaol, e foi observada uma diminuição no número de células 

migrantes. O repertório de expressão tecidual das moléculas da matriz extracelular 

bem como das integrinas, está diretamente relacionado com fenótipos celulares. Ou 

seja, o perfil tecidual da expressão das integrinas e moléculas da matriz influenciam 

diretamente nos processos de adesão e migração celular (HUTTENLOCHER; 

HORWITZ, 2011), e as integrinas podem participar do processo migratório de 

macrófagos (YAKUBENKO et al., 2008). Danen e colaboradores (2002) 

demonstraram que a superexpressão da integrina α5β1 (VLA-5) em células 

deficientes promove uma maior adesão célula versus matriz extracelular, afetando 

fortemente a migração celular (TRUONG; DANEN, 2009).  

Além da ação da integrina VLA-5, estudos demonstram que a expressão da 

integrina VLA-6 também está associada com o processo de migração celular. 

Macrófagos que foram transfectados com a subunidade α da integrina VLA-6 

migraram de forma eficaz. Após a deleção deste mesmo domínio houve uma 

diminuição significativa da capacidade migratória dessas células, demonstrando que 

a baixa expressão de VLA-6 é capaz de afetar a migração celular (SHAW; 

MERCURIO, 1994; SHAW; MERCURIO, 1995).   

Mediante a sequência dos resultados obtidos, é possível propor que este 

seria um resultado esperado. Pois, macrófagos tratados com o uvaol demonstraram 

uma maior produção de fibronectina, bem como uma maior expressão da integrina 

α5β1 (VLA-5) e modulou a formação de complexos de adesões focais, desta 

maneira possibilitou que as células aumentassem a sua capacidade adesiva e 

consequentemente diminuíssem a sua motilidade. 

A função principal dos macrófagos é a fagocitose, é através deste processo 

que estas células destroem micro-organismos e eliminam restos celulares dos 

tecidos. Nos ensaios de fagocitose em que os macrófagos peritoneais foram 

tratados com uvaol foi possível observar um aumento na atividade fagocitária destas 

células, havendo um aumento de maneira dose dependente tanto na capacidade 
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fagocítica quanto na porcentagem de macrófagos que fagocitaram. A resposta 

fagocítica das células da imunidade inata, como os macrófagos, é definida pela 

ativação de uma rede complexa de sinalização estimulada através do contato 

microbiano. Muitas proteínas têm sido demonstradas por ter participação no 

processo de fagocitose, como as lectinas, proteínas do sistema complemento e 

também as integrinas (UNDERHILL; OZINSKY, 2002). 

A cadeia β1 da integrina tem demonstrado importante papel na atividade 

fagocitária dos macrófagos (BHALLA et al., 2009). Wang e colaboradores (2008) 

demonstraram que macrófagos nocautes para a subunidade β1 exibiram uma 

fagocitose deficiente para o estreptococos e também para o Staphylococcus aureus, 

além de uma maturação deficiente do fagossomo após a internalização de 

Escherichia coli, prejudicando assim a atividade bactericida da célula. Ainda, 

estudos demonstram que componentes da MEC funcionam como um ligante para os 

patógenos no hospedeiro. Os micro-organismos se ligam a componentes adesivos 

da MEC como fibronectina, colágeno e laminina, e estes servem como pontos de 

ancoragem (HE et al., 2003; JIA et al., 2005). Além disso, o citoesqueleto de actina 

também está envolvido neste processo. Visto que, a fagocitose é iniciada quando 

uma partícula se liga a um receptor de superfície celular, levando a reorganização 

do citoesqueleto de F-actina, proporcionando assim a força necessária para a 

formação dos fagossomos. Portanto a regulação da dinâmica do citoesqueleto de F-

actina é essencial para o controle da fagocitose (ASLAM et al., 2012). 

Assim, a alta expressão da integrina VLA-5 após tratamento com uvaol, a 

reorganização do citoesqueleto e a alta expressão de moléculas adesivas da MEC, 

como a fibronectina, podem favorecer o aumento da capacidade fagocítica dos 

macrófagos peritoneais submetidos ao tratamento com o uvaol. Contudo, estudos 

incluindo análises da subunidade β1 das integrinas devem ser realizados para 

confirmar a hipótese sugerida. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os dados apresentados neste estudo demonstram que o triterpeno uvaol 

exerce efeitos importantes na fisiologia de macrófagos. O tratamento in vitro 

estimulou a produção de fibronectina bem como a expressão do seu receptor, a 

integrina VLA-5; inibiu a produção de laminina bem como a expressão do seu 

receptor, a integrina VLA-6; promoveu a reorganização do citoesqueleto de F-actina; 

e não interferiu na viabilidade celular. Além disso, nos ensaios funcionais foi visto 

que o uvaol induziu a adesão; diminuiu a capacidade migratória; e aumentou a 

capacidade fagocítica dos macrófagos. 

 Em conjunto, os resultados sugerem que o triterpeno uvaol tem um potencial 

efeito modulador em macrófagos peritoneais de camundongos. 
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	O sistema imunológico é composto principalmente por células que são formadas a partir de uma stem cell ou célula tronco hematopoiética. Estas darão origem a todas as células sanguíneas, inclusive a si mesmas. As células tronco hematopoiéticas pluripot...
	Micro-organismos que invadem o hospedeiro são reconhecidos inicialmente pelo sistema imune inato por um grupo de proteínas que funcionam como receptores de reconhecimento de padrões (PRR’s). Estes receptores reconhecem na superfície dos patógenos padr...
	Dentre as células que fazem parte do sistema imune inato podemos destacar as células dendríticas (DC’s), as células NK e os macrófagos que desempenham importantes funções. As DC’s fazem parte de uma linhagem heterogênea que podem ter diversos estágios...
	O sistema imune inato fornece uma linha de defesa imediata contra infecções, desencadeando a inflamação e tendo um papel fundamental na ativação da resposta imune adaptativa. Logo, o sistema imune inato é altamente integrado com o sistema imune adapta...
	Por outro lado, a imunidade adaptativa é iniciada quando uma reposta imune inata não é capaz de conter a infecção, tendo esta resposta como sua principal característica, a especificidade. Diferentemente do sistema imune inato, as células envolvidas no...
	Os linfócitos B e T fazem parte da imunidade adaptativa. Cada linfócito é portador de receptores de superfície de uma única especificidade, deste modo o repertório total dos receptores pode reconhecer virtualmente qualquer antígeno. Quando um linfóci...
	A definição de macrófago desafiou os estudiosos desde a primeira vez que ele foi descrito. Originalmente, a ênfase foi na fagocitose após observar que partículas estranhas eram ingeridas por células móveis. Estas células foram classificadas como fagó...
	Inicialmente, os macrófagos são produzidos pelo saco vitelino durante o desenvolvimento embrionário, apresentando um fenótipo celular distinto das células desenvolvidas durante a idade adulta. A hematopoiese começa ainda durante a fase embrionária no ...
	Figura 1 – Desenho esquemático da diferenciação de macrófagos ao longo do desenvolvimento
	Fonte: GORDON e TAYLOR (2005)
	Nota: Os macrófagos são diferenciados a partir de monócitos produzidos em sítios hematopoiéticos que variam de acordo com o desenvolvimento do organismo. No adulto, os monócitos são produzidos na medula óssea e compartilham o mesmo precursor com os ne...
	A morfologia do macrófago pode depender do órgão, tecido ou até mesmo do seu estado de ativação. Entretanto, em um animal saudável, as características morfológicas destas células são comuns.  Macrófagos teciduais são células grandes de 10 a 25 µm de d...
	Estudos sobre a expressão de antígenos de diferenciação e de receptores de superfície demonstram que macrófagos teciduais tornam-se marcadamente heterogêneos e expressam fenótipos diferentes, refletindo as especializações de funções da célula dentro d...
	Independente de estímulo inflamatório ou não, monócitos circulantes são recrutados aos tecidos, tornando-se macrófagos teciduais residentes. Este processo envolve mecanismos moleculares, como a participação da quimiocina CXCL14 e o envolvimento de cél...
	Macrófagos também são reconhecidos por seu importante papel na fagocitose de micro-organismos. A fagocitose é um processo no qual macrófagos, células dendríticas e outros fagócitos mieloides internalizam partículas alvo, formando fagolisossomos, que ...
	Figura 2 – Eletromicrografia de varredura do macrófago
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