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RESUMO

Muitas substancias oriundas de plantas tém sido usadas como moduladoras do
sistema imunolégico e de suas células no combate a micro-organismos e agentes
estranhos. Dentre elas, pode-se destacar o triterpeno uvaol, encontrado
principalmente no 6leo da oliva (Olea europea). O objetivo deste trabalho foi avaliar
o potencial efeito modulador do triterpeno pentaciclico uvaol sobre macréfagos
peritoneais de camundongos in vitro. Os estudos foram realizados utilizando culturas
de macréfagos peritoneais residentes oriundos de camundongos Swiss de 6-8
semanas. O ensaio de viabilidade celular demonstrou que o uvaol nas
concentracdes de 102 e 10" pM n&o alterou a viabilidade das células quando
comparado ao controle. Resultado este confirmado pela analise microscépica dos
macréfagos, os quais demonstraram uma morfologia tipica para estas células. A
analise por imunofluorescéncia demonstrou que macrofagos tratados com uvaol por
24 horas, apresentaram um aumento na producéo de fibronectina e uma diminui¢cao
na producdo de laminina quando comparados ao grupo controle. De forma
semelhante, a andlise por citometria de fluxo demonstrou que houve um aumento na
expressao do receptor para fibronectina (VLA-5), ao passo que diminuiu a expressao
do receptor para laminina (VLA-6). Por imunofluorescéncia também foram obervadas
alteracdes no citoesqueleto de F-actina das células ap6s o tratamento com uvaol.
Nos ensaios funcionais, o tratamento com uvaol estimulou positivamente a adesao
dos macrofagos. Entretanto, foi observada uma diminuicdo da migracdo dessas
células em camaras de transwell frente ao tratamento. Demonstrou-se ainda, que o
tratamento com uvaol aumentou a percentagem de fagocitose e a capacidade
fagocitica dos macrofagos quando comparados ao grupo controle. Estes resultados
sugerem que o uvaol possui efeito modulador sobre os macréfagos.

Palavras chave: Macréfagos. 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 102 e 10 pM 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 INTRODUCAO

O sistema imunoldgico, através de processos bioquimicos complexos, tem a
capacidade de proteger o organismo contra agentes que possam causar danos
teciduais ou doencas. Este sistema € formado por vérias células e moléculas
sinalizadoras responsaveis principalmente pela erradicacdo de patdgenos invasores
e outras substancias estranhas ao organismo. A resposta imune envolve
reconhecimento do material estranho e a formacédo de reacdes coordenadas para
elimina-lo, podendo ser dividida em imunidade inata e imunidade adaptativa
(KANJWANI et al., 2008; DUNKELBERGER; SONG, 2010).

A imunidade inata ou inespecifica esta presente ao nascer e € primeira linha
de defesa contra os organismos invasores. E responsavel pela resposta imune inicial
e possui trés componentes: fisico, como pele e mucosas; humorais, como o0
complemento e enzimas; e celulares, como os neutrofilos, eosindfilos, mastdcitos,
células natural killer (NK) e macrofagos. A imunidade adquirida ou especifica é
obtida durante a vida do individuo como reacdo adquirida a presenca de patégenos
especificos (PEAKMAN; VERGANI, 1999; DUNKELBERGER; SONG, 2010;
BOTTAZZI et al., 2010).

A modulacdo da resposta imune altera o sistema imunolégico e interfere na
funcdo do mesmo, podendo apresentar como resultados a imunoestimulagdo ou
imunossupressao (CESARO, 2009). Estudos tém sido conduzidos na busca de
substancias que possam auxiliar o sistema imune no combate a micro-organismos
patogénicos e a doencas com outras etiologias (FISHER et al., 2008). Dentre as
células do sistema imunolégico, podemos destacar os macrofagos que participam da
imunidade inata e sdo importantes células efetoras, conhecidos pelo seu papel
crucial na fagocitose de micro-organismos (BHARGAVA; LEE, 2012).

Uma variedade de substancias como polissacarideos, lectinas, peptideos,
saponinas, 0leos, triterpenos e outras, oriundas de plantas sdo capazes de estimular
0 sistema imune e seus diferentes tipos celulares, incluindo os macrofagos. A
imunoestimulacdo tem a capacidade de atuar sobre as células e modular seu
comportamento no meio, podendo contribuir, por exemplo, para 0 processo
inflamatorio. O alvo de nosso estudo é o triterpeno pentaciclico uvaol, um metabdlito

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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terapéuticos em diversas funcbes biologicas, como atividade antioxidante e
antitrombotica, além da atividade anti-inflamatéria e anticarcinogénica (ALLOUCHE
et al., 2009; ALLOUCHE et al., 2010; MARTIN et al., 2006). Entretanto, poucos
estudos demonstram o efeito deste terpeno em células do sistema imunoldégico, e
ndo existem relatos na literatura cientifica que comprovem sua atividade sobre
macréfagos peritoneais. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o
potencial efeito do triterpeno pentaciclico uvaol sobre macrofagos peritoneais

residentes de camundongo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o efeito do triterpeno pentaciclico uvaol sobre aspectos morfolégicos

e funcionais de macrofagos peritoneais de camundongos.

2.2 Especificos

Avaliar os possiveis efeitos toxicos do uvaol sobre os macréfagos peritoneais;

e Analisar a morfologia dos macrofagos peritoneais submetidos ao tratamento

com uvaol;

e Avaliar a expressdo de ligantes e receptores de matriz extracelular em

macrofagos peritoneais submetidos aos tratamentos com uvaol;

e Analisar o efeito do uvaol sobre a organizacdo do citoesqueleto dos

macrofagos peritoneais;

e Avaliar o potencial do uvaol na capacidade de adesdo e migracdo de

macrofagos peritoneais;

e Avaliar os efeitos do uvaol na fagocitose de macréfagos peritoneais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Sistemaimunoldgico

O sistema imunolégico € composto principalmente por células que sé&o
formadas a partir de uma stem cell ou célula tronco hematopoiética. Estas daréo
origem a todas as células sanguineas, inclusive a si mesmas. As ceélulas tronco
hematopoiéticas pluripotentes residem em nichos da medula éssea, e destas
derivam o progenitor mieloide, o qual é precursor dos granuldcitos, células
dendriticas, mondcitos, plaquetas e eritrocitos, e o progenitor linfoide o qual originara
os linfocitos B, T e células NK (JANEWAY et al.,, 2007; PILLOZZI; BECCHETTI,
2012). O sistema imunoldgico € formado por varias células e moléculas
sinalizadoras capazes de discriminar entre as moléculas que fazem parte do
organismo (self = préprio) e as que nao fazem parte do mesmo (non self = néo-
préprio) sendo responsavel, por exemplo, pela erradicacdo de patdégenos invasores
e substancias ndo proprias. 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 formagéo de uma
reacdo imunoldgica a fim de elimina-lo (KANJWANI et al., 2008; DUNKELBERGER;
SONG, 2010; SIGALOV, 2012).

Micro-organismos que invadem o hospedeiro sdo reconhecidos inicialmente
pelo sistema imune inato por um grupo de proteinas que funcionam como receptores
de reconhecimento de padrbes (PRR’s). Estes receptores reconhecem na superficie
dos patdégenos padrbes moleculares altamente conservados, os PAMP’s (padrbes
moleculares sassociados ao patdégeno), embora estes estejam presentes na
superficie de micro-organismos patogénicos e nao patogénicos (MEDZHITOV, 2007;
TARR et al., 2012).

Dentre as células que fazem parte do sistema imune inato podemos destacar
as células dendriticas (DC’s), as células NK e os macréfagos que desempenham
importantes fungbes. As DC’s fazem parte de uma linhagem heterogénea que
podem ter diversos estagios de maturacéo, sdo caracterizadas como uma das mais
potentes células apresentadoras de antigenos (APC’s) e representam uma
populagcdo multifuncional de células com importante funcdo na iniciagdo da resposta
imune especifica (RESCHENER et al., 2008; SCHIDMIT et al., 2012). As NK, sao


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
fendtipo de superficie celular alterado ap6s contato com alguns patégenos como
virus, ou uma alteracdo maligna, ou ainda a reacao de stress (BOGDAN, 2012).

O sistema imune inato fornece uma linha de defesa imediata contra infeccoes,
desencadeando a inflamacéo e tendo um papel fundamental na ativacao 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 ndo € capaz de conter a infeccdo, tendo esta resposta como sua principal
caracteristica, a especificidade. Diferentemente do sistema imune inato, as células
envolvidas no sistema imune adaptativo iniciam sua reposta apos a apresentacéo do
antigeno por uma célula apresentadora de antigeno (APC) a um linfocito patégeno-
especifico, pelo menos no que se refere aos linfécitos T. Este processo acontece em
um orgao linfoide secundario, como por exemplo, um linfonodo, mais préximo ao
sitio da infec¢do do patdégeno (JANEWAY et al., 2007).

Os linfécitos B e T fazem parte da imunidade adaptativa. Cada linfécito é
portador de receptores de superficie de uma Unica especificidade, deste modo o
repertério total dos receptores pode reconhecer virtualmente qualquer antigeno.
Quando um linfécito reconhece seu antigeno especifico em um 6rgao linfoide
secundario, esta célula passa pelo processo de expansdo clonal, o qual ira gerar
células efetoras e células de memadrias que estardo prontas a responder ao mesmo
agente em uma préoxima infeccdo (JANEWAY et al., 2007, MESSAOUDI et al.,
2011).

Uma variedade de substancias e metabdlitos derivados de plantas agem
sobre orgaos e células do sistema imune, atuando sobre a imunidade adquirida
como linfécitos, e também sobre células efetoras da imunidade inata, na qual os

macréfagos surgem como importantes alvos para a agcao destes produtos.
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3.2 Macrofagos: aspectos gerais e funcionais

A definicdo de macrofago desafiou os estudiosos desde a primeira vez que
ele foi descrito. Originalmente, a énfase foi na fagocitose apOs observar que
particulas estranhas eram ingeridas por células médveis. Estas células foram
classificadas como fagdcitos e dividida em dois subtipos, os macréfagos (termo de
origem Grega para ‘grandes comedores’) e 0s microfagos polimorfonucleares
(origem Grega para ‘comedores de pequeno porte’, neutréfilos) (POLLARD, 2009).
Baseados na funcao, morfologia, origem e na cinética destas células, em 1969 foi
criada uma nova classificacdo para os fagocitos. Assim, foi possivel classificar as
células mononucleares fagociticas e seus precursores eu um sistema nomeado
“sistema fagocitario mononuclear”. No qual incluiu os promondcitos e seus
precursores presentes na medula 6ssea, 0s mondcitos que circulam na corrente
sanguinea e os macréfagos residentes nos diversos tecidos, formando assim, uma
linhagem celular originada na medula 6ssea (VAN FURTH et al.,, 1972; HUME,
2006).

Inicialmente, os macréfagos sdo produzidos pelo saco vitelino durante o
desenvolvimento embrionério, apresentando um fenétipo celular distinto das células
desenvolvidas durante a idade adulta. A hematopoiese comeca ainda durante a fase
embrionaria no figado fetal, onde se inicia a formacdo de mondcitos através de uma
célula progenitora mieloide comum. Este processo se assemelha com o
desenvolvimento dos mondcitos durante a idade adulta. Durante esta fase,
mondcitos, assim com as outras células sanguineas, sdo produzidos na medula
O0ssea e logo apds séo lancados na corrente sanguinea onde circulam por varios
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 macréfagos. Macrofagos teciduais estdo amplamente distribuidos
em todo o corpo e em diferentes tecidos, podem receber nomes especiais para
designar sua localizacdo especifica. No sistema nervoso central sdo denominados
microglias, no figado sdo chamados de células de Kupffer e nas vias aéreas
pulmonares sdo chamados de macrofagos alveolares. Os macrofagos podem
assumir diferentes morfologias apds serem ativados por estimulos 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 esquematico da diferenciacdo de macréfagos ao longo do

desenvolvimento
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Fonte: GORDON e TAYLOR (2005)

Nota: Os macréfagos sao diferenciados a partir de mondcitos produzidos em sitios hematopoiéticos
que variam de acordo com o desenvolvimento do organismo. No adulto, os mondcitos séo produzidos
na medula 6ssea e compartiham o mesmo precursor com 0s neutréfilos. HSC: célula-tronco
hematopoiética, GM-CFU: unidade formadora de colénia granuldcito-macréfago, G-CFU: unidade
formadora de col6nia de granulécito, M-CFU: unidade formadora de colénia de macréfago.

A morfologia do macrofago pode depender do 6rgao, tecido ou até mesmo do
seu estado de ativacdo. Entretanto, em um animal saudavel, as caracteristicas
morfolégicas destas células sdo comuns. Macrofagos teciduais sao células grandes
de 10 a 25 pum de diametro, irregulares, com citoplasma basofilo, repleto de vacuolos
pequenos e granulos também pequenos e densos; o nucleo em forma de rim ou
oval, excéntrico, em geral, ndo apresenta nucléolos (VAN FURTH et al., 1972). Os
macrofagos possuem uma grande heterogeneidade, dependendo do seu estagio de
diferenciacdo e de sua resposta a uma vasta rede de sinais que lhes podem ser
enviada (GORDON; TAYLOR, 2005).

Estudos sobre a expresséo de antigenos de diferenciacdo e de receptores de
superficie demonstram que macréfagos teciduais tornam-se marcadamente
heterogéneos e expressam fenotipos diferentes, refletindo as especializacbes de
funcdes da célula dentro do microambiente especifico (TAYLOR et al., 2005). Dentre
as diversas classes de familias moleculares encontradas na superficie do

macréfago, podemos citar as integrinas, a superfamilia 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 macréfagos também
expressam em sua superficie altos niveis de receptores de reconhecimento de
padrées (PRR’s) incluindo receptores scavengers, receptores especificos de p—
glucan (Dectin—1) e receptores tipo toll (TLR’s), que ao entrar em contato com o
micro-organismo e apoés ligacdo com os padrées moleculares associados aos
patdogenos (PAMP’s) presentes na superficie dos mesmos, transmitem sinais por
meio de seletivas moléculas, e desencadeia uma séries de respostas imunolégicas
(TAYLOR et al., 2005).

Independente de estimulo inflamatério ou ndo, mondcitos circulantes s&o
recrutados aos tecidos, tornando-se macrofagos teciduais residentes. Este processo
envolve mecanismos moleculares, como a participacdo da quimiocina CXCL14 e o
envolvimento de células, como as células endoteliais. Outras moléculas, as
selectinas, por exemplo, sao proteinas de superficie que interagem com ligantes de
glicoproteinas, permitindo desta forma que os precursores de macréfagos se liguem
mais fortemente as células endoteliais e inicie a cascata de adesdo. Além disso, as
integrinas 1 e B2 presentes na superficie dos mondcitos proporciona a adeséo
firme dessas células nas paredes do endotélio vascular. Desta forma, a ativacao das
integrinas medeia 0s processos de adeséo e migragao celular (ANCUTA et al., 2003;
IMHOF; AURRAND-LIONS, 2004).

Macrofagos também séo reconhecidos por seu importante papel na fagocitose
de micro-organismos. A fagocitose € um processo no qual macrofagos, células
dendriticas e outros fagocitos mieloides internalizam particulas alvo, formando
fagolisossomos, que € um compartimento acido, no qual o micro-organismo € morto
e digerido em pequenas particulas em preparacao para a apresentacdo do antigeno
(Figura 2) (ADEREM, 2003).
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Figura 2 — Eletromicrografia de varredura do macréfago

Fonte: GORDON (2007)
Nota: Demonstracdo da extens@o de pseudopodes do macrofagos durante o englobamento de um
eritrocito de ovelha.

Nos tecidos onde sédo encontrados, os macrofagos possuem a capacidade de
responder a estimulos metabdlicos e produzir mediadores pro-inflamatoérios e/ou
anti-inflamatoérios (BARGHAVA,; LEE, 2012). Durante processos inflamatérios, apés
estimulacdo por micro-organismos, produtos microbianos ou por fatores endégenos,
incluindo as citocinas, os macréfagos podem sintetizar e liberar uma grande
qguantidade dessas substancias, incluindo fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina-6 (IL-6), IL-1p3, IL-8, IL-10, IL-12. Algumas citocinas, como a IL-3, podem
regular e estimular a producdo de citocinas pelos macréfagos, enquanto outras
como a IL-4, IL-10 e a IL-13 tém a capacidade de inibir essa sintese (ZIMMERMANN
et al., 2012; CAVAILLON, 1994).

Os macrdéfagos desempenham papeis cruciais no desenvolvimento de muitos
tecidos, além do envolvimento em quase todas as doencas devido a sua funcéo
imunoldgica e sua acdo no processo de cicatrizacdo. Além disso, desempenham
uma importante fungcdo homeostatica na remocdo de células senescentes, na
remodelacédo do tecido e reparo apos lesdo ou infeccéo tecidual (POLLARD, 2009).
No reparo ao tecido lesado, os macréfagos secretam diferentes citocinas e fatores
de crescimento que ajudam na remodelagcdo da matriz extracelular e no
recrutamento de células estruturais como fibroblastos e células do musculo liso
(LUCAS; GREAVES, 2001). Aléem disso, também produzem e secretam moléculas
de matriz extracelular como colageno, fibronectina e laminina (JOHANSSON et al.,
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1979; ALITALO et al., 1980; VAAGE; LINDBLAD, 1990; PEDRAZA et al., 2000).
Estudos tém demonstrado que a laminina interfere na adesao, fagocitose,
citotoxidade e na migracdo de macrofagos; e € expressa na superficie de
macrofagos murinos ativados (PEDRAZA et al., 2000). Enquanto que a fibronectina
€ capaz de estimular a producdo do fator de crescimento celular, aumenta a
expressdo de receptores Fc e formam uma cobertura sobre restos celulares,
facilitando a fagocitose (MOSHER, 1984).

3.3 Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) é constituida por uma complexa rede estrutural
de moléculas que preenche os espacos intercelulares na constituicdo dos tecidos
que, em sua grande maioria sdo secretadas localmente. Nos organismos
multicelulares, € fundamental a integracdo adequada dos seus constituintes, dentre
eles as células e a matriz extracelular que apresentam grande atividade de ligacéo
entre si e com receptores expressos na superficie celular, dos quais as integrinas
constituem a classe mais importante (Figura 3) (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).
Apés décadas de estudos sobre a matriz extracelular foram identificadas inUmeras
moléculas, de diversas isoformas, que fazem parte de tecidos especificos cujas
células possuem receptores especificos para estas moléculas. Desta forma,
componentes da MEC podem regular eventos celulares similarmente aos fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas, horménios dentre outros, além de influenciar na
adesdo, migracao, proliferacdo e diferenciacdo de diversos tipos celulares (VON
DER MARK et al., 1992; CHAGNOT et al., 2012).

A maioria das MEC’s é constituida por proteinas fibrosas tais como, o0s
coldgenos e a elastina, juntamente com glicoproteinas, proteoglicans e acido
hialurénico. A MEC apresenta uma estrutura dindmica que sofre remodelacéo
constante em que implica o envolvimento das metaloproteases, isto ocorre ndao sé
no desenvolvimento normal, como também em vVarios processos patolégicos
(BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003).

Dentre os componentes da MEC podemos destacar as glicoproteinas,
laminina e fibronecina, e seus receptores integrinas (Figura 3). A fibronectina é uma
glicoproteina que pode ser encontrada em superficies celulares, no plasma, ou na

matriz extracelular. Ela pode ser sintetizada por diversos tipos celulares, incluindo
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células hepaticas, células endoteliais, fibroblastos e também por macréfagos
(SINKIN et al., 1998; AZIZ-SEIBLE; CASEY, 2011). E uma glicoproteina formada por
um dimero constituida por duas subunidades similares, embora ndo idénticas, sao
unidas por duas pontes dissulfidricas localizadas proxima a regido carboxi terminal.
Cada cadeia polipeptidica da fibronectina é constituida de uma série de dominios
estruturais e funcionais, contendo a molécula pelo menos seis sitios peptidicos

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

Figura 3 - Organizac&o da matriz extracelular (MEC)
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Nota: A MEC é formada por varias proteinas e polissacarideos, organizados de maneira a formar uma
rede complexa, fundamental para a manutencao tecidual e a interacdo célula-célula e célula-MEC.

Entre as atividades biol6gicas da fibronectina esta seu envolvimento na
adesdo, migragao, proliferacdo, forma, crescimento e diferenciacéo celular (HYNES,;
YAMADA, 1982). Neste sentido estudos mostram que tratamento com fibronectina
celular purificada pode restaurar a forma celular normal, a organizagcdo dos
microfilamentos de actina, a adesividade e migracdo de células, originalmente
deficientes de fibronectina (HYNES; YAMADA, 1982; YAMADA, 2000). Ainda,
células precursoras de macrofagos, apds estimulagdo com as citocinas IL-1a, IL-6 e
TNF-a, produzem fibronectina como resultado desta ativagdo (KITAMURA et al.,
2000).

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

de proteinas heterotriméticas, constituidas pela associacdo de 3 produtos de genes
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diferentes, os quais codificam as cadeias q, B, e y (AUMAILLEY; SMYTH, 1998).
Esta glicoproteina é o principal componente ndo colagenoso de membrana basal e
pelo menos 16 isoformas de lamininas ja foram identificados, cada uma com
diferentes padrbes de expressdo espaco-temporais, funcbes e localizacéo
(PATARROYO et al., 2002). Diferentes isoformas de laminina sdo sintetizadas por
muitos tipos celulares, incluindo células epiteliais, musculares e macrofagos
(PEDRAZA et al., 2000). A laminina desempenha um papel essencial na formacgéao
da membrana basal devido as multiplas interagbes com o0s constituintes da
membrana e com ela mesma (AUMAILLEY; SMYTH, 1998). Além disso, a laminina
tem funcdo estrutural, adesiva, de sinalizacdo celular e é capaz de modular o
comportamento celular incluindo diferenciacdo e migracdo celular, através da
interacdo com receptores de superficie celular, as integrinas (PEDRAZA et al.,
2000).

As integrinas sdo proteinas transmembranares heterodiméricas expressas em
todas as células nucleadas (BERTON; LOWELL, 1999). Em vertebrados a familia
das integrinas € composta por 18 subunidades a e 8 subunidades [3, as quais podem
emparelhar-se em varias combinagbes de uma cadeia a e uma cadeia B nao
covalentemente associadas. Reconhecimento baseado pela interacdo célula-MEC,
as integrinas medeiam ligagdo com a laminina através das cadeias a2B1, a3p1,
a2p1, a7p1 e principalmente pela a681 (VLA-6;CD49f) (SHIMIDT; FRIEDL, 2010). A
ligacdo a fibronectina dar-se principalmente através das integrinas a4p1 (VLA-
4;CD49d) e a5p1 (VLA-5;CD49e) (BERTON; LOWELL, 1999).

As subunidades extracelulares das integrinas contém regides de interacdes
aos ligantes, sendo o dominio citoplasmético relativamente pequeno e contém
regides capazes de se ligar internamente a elementos do citoesqueleto, estrutura a
qual é formada por filamentos e microtibulos, que em conjunto mantém a forma da
célula e organiza o espaco intracelular (RIDLEY et al., 2003; IMHOF; AURRAND-
LIONS, 2004). Apés a ligacdo externa da integrina a sua glicoproteina especifica
sinais intracelulares ao citoesqueleto de actina sdo desencadeados formando-se
entdo pontos de conexdo entre e as integrinas e a actina, denominados sitios de
adesao focal. Os filamentos de actina ligam-se a subunidade B do dominio
citoplasmatico das integrinas e assim transmitem sinais para organizacdo 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 informagdes intracelulares sdo capazes de controlar a
funcdo destas glicoproteinas. E a ligacdo integrina/MEC é capaz de interferir
diretamente nas funcdes bioldgicas, tais como, adesdo e migracéo celular (DALON;
BROWN, 2007; POZZI; ZENT, 2003).

A permanéncia da célula num tecido, ou a sua migracdo, depende da
natureza do substrato e pode ser regulada através do contato da integrina a matriz.
Por sua vez, o processo de migracdo celular envolve a participacdo de diversos
receptores, dentre 0s quais as integrinas sdo a maior familia de receptores
envolvidos. Durante a migracdo ocorre a polarizacdo do corpo celular, contribuindo
para a formacdo de projecdes citoplasmaticas como os filopddios e lamelipodios,
formacdo de novos complexos de adeséo focal e a retracdo da cauda interferindo
assim no citoesqueleto celular (RIDLEY et al., 2003; IMHOF; AURRAND-LIONS,
2004).

A producdo de glicoproteinas da MEC e a expressado dos seus receptores por
diversas células, bem como os processos de adesdo, deadesdo e migracdo podem
influenciar na fisiopatologia de diversas doencas. Por exemplo, a aterosclerose pode
ter seu desenvolvimento modulado por células, tais como os macréfagos, que estédo
entre os principais tipos celulares envolvidos na progressao da doenca. Ao longo
dos anos, estudos demonstraram que macréfagos sédo recrutados para o local da
lesdo, onde liberam citocinas, quimiocinas e produzem enzimas proteoliticas de
matriz extracelular, como as metaloproteinases, que sao capazes de degradar a
matriz e promover a migragao celular. Assim, essas células podem ser cruciais na
reparacao tecidual, na progressédo da placa e ruptura da mesma (ANITSCHKOW,
1960; ROSS, 1999; SAHA et al., 2009).

A fibronectina é capaz de interferir na resposta inflamatéria modulando a
liberac@o de mediadores inflamatérios como as citocinas TNF-a, IL-18, e IL-8, pelos
macrofagos (FEGHALI; GRENIER, 2012). Desta forma, a manutencdo da interacao
entre macréfagos e componentes da matriz extracelular € importante para a
homeostase do organismo, bem como na prevengcdo e desenvolvimento de

patologias.
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3.4 Compostos naturais e o sistema imunolégico

O uso de produtos naturais no tratamento e na cura de enfermidades € téao
antigo quanto a histéria humana. A natureza, de forma geral, tem produzido a
maioria das substancias organicas conhecidas. Entretanto, € o reino vegetal que tem
contribuido de forma mais significativa para o fornecimento de substancias Gteis ao
tratamento de doencas que acometem os seres humanos (MONTANARI; BOLZANI,
2001).

As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais constituiram modelos para a sintese de um
grande numero de farmacos (VARANDA, 2006). A variedade e complexidade de
metabdlitos especiais biossintetizados pelas plantas teriam-se formado e evoluido,
como mecanismo de defesa desses vegetais as condicdes ambientais ricas em
microrganismos, insetos, animais e também as condi¢cdes de adaptacédo e regulacao.
Desta forma, as plantas constituem-se num enorme laboratério da sintese organica
de metabdlitos secundarios (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Neste contexto, muitas plantas e outros produtos de origem natural tém
sido estudados com o objetivo de descobrir seus possiveis efeitos no organismo,
como também para a descoberta de novos farmacos. Vérios trabalhos demonstram
importantes resultados acerca da utilizacdo de produtos naturais em diferentes
patologias. Dentre estes podemos citar o extrato etandlico extraido a partir das fibras
da casca do coco (Cocos nucifera L.) que demonstrou um potencial efeito
antioxidante, sendo entdo seu uso importante para uma dieta saudavel, bem como
no mercado farmacéutico (DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2013). Ainda, o extrato
etandlico da Edelweiss, uma planta empregada na medicina popular como um
remédio anti-inflamatério, teve seu potencial efeito anti-inflamatério confirmado
(DANIELLA et al., 2012). Aléem destes, alguns estudos ainda revelam efeitos de
extratos de plantas na regulacédo do sistema vascular. O extrato aquoso da espécie
Gardenia jasminoides J. Ellis, uma espécie arborea distribuida em todo o mundo,
demonstrou uma notavel atividade antitrombética, suportando seu possivel uso
como terapia antitrombotica (ZHANG et al.,, 2012). Ivanov e colaboradores (2007)
demonstraram que um mix de micronutrientes, incluindo extrato da folha de cha
verde e o extrato de centelha asiatica, utilizado como indutor da producdo de

moléculas da MEC por células endoteliais aorticas, causou mudangas na
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composicdo da MEC e uma consequente diminuicdo na capacidade adesiva de
macréfagos. Alteracdes na composicdo da MEC pode afetar o recrutamento de
células, tais como os macréfagos, que participam de processos inflamatérios
vasculares, como por exemplo, a aterosclerose.

Estudos vém demonstrando que a utilizagdo de plantas pode, de forma
alternativa, estimular células e atuar no tratamento de doencas (CORREA et al.,
2006). No entanto, o uso inadequado e indiscriminado dessas substancias podem
gerar complicacdes clinicas por causa de efeitos adversos retardados, interacbes
medicamentosas ainda ndo estudadas, além de retardar o diagndstico apropriado
(RATES, 2001). Neste sentido, tem-se verificado um grande avango cientifico
envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam
obter novos compostos com propriedades terapéuticas (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998; BOURSUK et al., 2011; DOS SANTOS OLIVEIRA et al., 2013).

O sistema imunologico, por ser um dos principais eixos homeostaticos
dos vertebrados, sendo este capaz de reconhecer e responder as alteracdes nos
meios interno e externo, tem sido alvo de muitas pesquisas. Nos ultimos anos,
muitos estudos tém sido realizados na busca de novas moléculas bioativas, que
tenham acao no sistema imunolégico e que possam auxiliar no combate a micro-
organismos patogénicos e a doengas com outras etiologias (FISCHER, 2008).

A Aloe vera é um exemplo da utilizacdo de compostos naturais na industria
farmacéutica atual. A mesma tem sido utilizada por diversos séculos devido as suas
propriedades curativa e terapéutica. Assim, seu uso na forma de gel, unguentos,
bem como na preparacdo de comprimidos e capsulas tem sido bastante difundido
(HAMMAN, 2008).

A capacidade de controlar a resposta é o objetivo da imunomodulacao,
e substancias que exercem este controle sdo chamadas de imunomoduladores
(FRAILE et al., 2012). A imunomodulacdo é uma necessidade terapéutica para o
terceiro milénio e esta ainda na sua infancia (LABRO, 2000). A modulagdo da
resposta imune altera o0 sistema imunoldgico e interfere na funcdo do mesmo,
podendo apresentar como resultados a imunoestimulacdo ou iImunossupressao
(CESARO, 2009).

Uma variedade de substancias como polissacarideos, lectinas, peptideos,
saponinas, Oleos e outras, oriundas de plantas sdo capazes de estimular o sistema

imune, apresentando atividade imunomoduladora. Entretanto, o funcionamento do
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sistema imunolégico e o desconhecimento de mecanismos de acdo especificos
destes agentes e de seus efeitos adversos dificultam seu uso clinico como

imunomoduladores.

3.5 Metabdlitos secundarios de plantas

A dieta humana é bastante rica em alimentos que possuem componentes com
alta atividade biologica. Dentre esses as lectinas, que sao proteinas ou
glicoproteinas que se ligam a estruturas de carboidratos, possuem potentes
atividades bioloégicas e sdo 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 reversivel, e tornaram-se dessa forma cada vez mais
conhecidas como mediadores celulares de reconhecimento de uma grande
variedade de sistemas biologicos (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 disseminagcéo do agente causador da AIDS (Acquired immune deficiency
syndrome) (HUSKENS; SCHOLS, 2012).

Nos ultimos anos significantes avancos tém sido alcancados no que se refere
a regulacdo, a biossintese e a manipulacdo genética de produtos naturais. A
manipulacdo na biossintese de flavonoides tem sido bastante estudada, incluindo a
modificacdo da expressdo de genes de regulacdo e a manipulacdo das vias de
alguns genes. Os flavonoides sdo conhecidos por serem derivados de produtos
naturais e por sua funcdo como pigmento floral para a atracdo de insetos
polinizadores e na defesa contra micro-organismos em plantas (DIXON; STEELE,
1999). Em humanos, este metabdlito tem demonstrado atividade anticancerigena
através dos mesmos mecanismos de acdo ou de mecanismos distintos de drogas
anticancerigenas ja existentes (AUYEUNG; KO, 2010). Além disso, flavonoides
podem prevenir a aterosclerose atravées do melhoramento da dislipidemia,
diminuicdo do stress oxidativo, atenuacdo da inflamacdo, melhorando assim o
metabolismo do individuo e diminuindo o risco de doencas cardiovasculares
(MULVIHILL; HUFF, 2012).
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Outro grupo de substancias isoladas bastante estudado nas ultimas décadas
€ 0 grupo das saponinas. Esta classe pode ser dividida em saponinas esteroidais e
saponinas triterpénicas, ambas comumente encontradas em grande escala em
plantas e produtos derivados de plantas. A estrutura quimica das saponinas consiste
em uma parte de aclcar, geralmente glicose, galactose, acido glicuronico, xilose
(porcao hidrofilica) ligados a aglicona (por¢éo lipofilica), podendo ser um esteroide
ou um triterpendide (FRANCIS et al., 2002).

As saponinas esteroidais sédo surfactantes e detergentes naturais, e tém sido
consideradas como fator responséavel por diversas atividades biolégicas. Estudos
que esclarecam suas possiveis atividades ou mecanismos de acdo, bem como a
descoberta de novas substancias que se engquadram nesta classe, estdo 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 presenca de
saponinas esteroidais em estruturas de plantas que ainda nado tinham sido
determinadas (SHARMA et al., 2012). Juntamente com o avan¢o da descoberta
dessas estruturas vem ocorrendo o0 aumento de pesquisas voltadas as suas
atividades e possiveis mecanismos de acdo. Qin e colaboradores (2012) isolaram
saponinas das raizes 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 triterpénicas diferem das saponinas esteroidais.
Os triterpendides recebem essa classificacdo devido a sua composi¢cdo 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
tetraciclicos e pentaciclicos. A biossintese das saponinas triterpénicas envolve trés
enzimas principais: oxidoesqualeno ciclase, essa tem a fungdo de construir o
esqueleto base dos triterpenos; a monoixigenase citocromo P450, que media as
oxidacOes; e uridina-difosfato-glicosiltransferase-dependente, a qual catalisa as
glicosilagbes (SAWAI; SAITO, 2011).

Os triterpenos séo divididos em varios grupos 0s 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).



28

3.5.1Triterpeno uvaol

O terpeno uvaol é classificado como um triterpeno pentaciclico pertencente a
classe dos ursanos (Figura 4). Este terpeno é bastante difundido na natureza e sua
presenca ja 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 presenca do uvaol na planta Olea europaea L., popularmente conhecida
como oliveira, arvore esta que produz a matéria base para a extracdo do azeite de
oliva (ALLOUCHE et al., 2009) (Figura 5).

O uvaol, assim como outros triterpendides, é encontrado principalmente nas
folnas (DUQUESNOY et al., 2007; GUINDA et al., 2010) da oliveira. Contudo, sua
presenca em outros segmentos da planta ja foi demonstrada, como na casca
(CAPUTO et al., 1974), no caroco da oliva (ALLOUCHE et al., 2009), e independente
do estagio do desenvolvimento, os triterpenos, dentre eles o uvaol, sdo 0os maiores

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

Figura 4 - Estrutura quimica do triterpeno pentaciclico uvaol

o ffi g

Fonte:GUINDA et al., 2010; MARTIN et al., 2006.

O triterpeno pentaciclico uvaol é formado por 6 unidades isoprenos, que sdo constituidas por 30
moléculas de carbano (Cs). Uvaol possui um radical hidroxila na posi¢cdo C-3 de sua estrutura quimica
e uma funcéo carboxila na posi¢éo C-17.

Estudos tém demonstrado a participacdo do triterpeno uvaol em diversas
atividades biol6gicas, como atividade antimicrobiana (HORIUCHI et al.,, 2007),
antioxidante e antitrombdtica (ALLOUCHE et al., 2010) e anticarcinogénica, pela

inducéo da apoptose de células malignas cerebrais (MARTIN et al., 2009). Da Silva
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Filho e colaboradores (2009) demonstraram um grande potencial antiparasitario do
triterpeno uvaol. Estudos in vitro por esses autores mostraram que o0 uvaol extraido
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 apos tratamento, as células diminuiram significativamente a producdo das
citocinas, IL-1B e IL-6 de maneira dose-dependente. Similarmente, em doses mais
elevadas, observou-se também a diminuicdo da producdo de TNF-a. Contudo, em
dose menor a producdo de TNF-a pelas células foi aumentada. Demonstrando assim
que o triterpeno exibe atividade proé-inflamatéria e anti-inflamatéria 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
bioldgicas, sendo desta forma, importantes objetos de estudo como potenciais
agentes auxiliadores na terapéutica atual. Assim sendo, o presente estudo procurou
investigar as possiveis agcdes moduladoras do triterpeno uvaol sobre os macro6fagos,
uma importante célula envolvida na resposta imunolégica 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 Laboratorio de
Biologia Celular em ciclo claro/escuro 12/12h, com livre acesso a racdo e agua.
Todos os procedimentos foram realizados mediante aprovacido do Comité de Etica
Institucional da UFAL (Processo n°: 010095/2009-67).

4.2 Cultura priméaria de macrofagos peritoneais residentes

Os animais foram eutanasiados em camara de CO,, lavados com &lcool a
70% e, na cabine de fluxo laminar foram afixados a um suporte de isopor para a
abertura da parede abdominal e remocao da pele da regido ventral. Com o auxilio de
uma seringa descartavel, 10 mL de meio RPMI 1640 foi injetado na cavidade
peritoneal cuidadosamente para nao atingir érgdos do animal. Apés leves batidas
para agitar o liquido 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 °C por 10
minutos. Apos centrifugacdo, 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 aminoacido L- glutamina e 2mg/mL do antibidtico
ciprofloxacino para posterior contagem em camara de Neubauer. As células entdo
foram plaqueadas, colocadas em estufa de CO, para adesdo durante 2h e,
desaderidas utilzando cell sreaper para posterior utilizacdo de acordo com o0s
protocolos experimentais desejados.

Essa é uma técnica simples que permite o isolamento de macréfagos
peritoneais, uma vez que essas células possuem a propriedade de aderir ao plastico

e ao vidro.
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4.3 Reagentes

Os reagentes uvaol, prometazina dimetilsuféxido (DMSO), MTT, soro bovino
fetal (SBF), Roswell Park Memorial Institute (RPMI), azul de Tripan, solugcéo de
salina fosfatada (PBS), zimosan A (Saccharomyces cerevisiae), aminoacido L-
glutamina ndo 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 (S&o Paulo,
Brasil) e o antibiotico ciprofloxacino da Isofarma LTDA (Ceara, Brasil).

Para os ensaios de imunofluorescéncia foram utilizados o0s seguintes
anticorpos: anti-fibronectina e anti-laminina de camundongo produzidos em coelho e
anti-lg de coelho produzido em cabra conjugado ao isotiocianato de fluoresceina
(GAR-FITC) obtidos da Sigma-Adrich (St. Louis, MO, EUA). Para as andlises
citofluorimétricas foram utilizados anticorpos especificos 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 analise de reducédo de MTT.
Neste ensaio observa-se quantitativamente a viabilidade celular através da reducéo
do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5-difeniltetrazdlio] na mitocéndria de
células viaveis. Em uma placa de 24 pocos foram cultivados 2,5 x 10° macréfagos
peritoneais por poco durante 24 horas em estufa de CO, e 37°C. 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 concentracdes de
102 pM, 102 uM, 10t pM, 1 pM, 10 pM e 10° uM. Macréfagos ndo tratados,
submetidos as mesmas condi¢cdes de umidade e temperatura foram utilizados como
controle dos experimentos. Em seguida, um volume de 22,5 yL da solugdo de MTT
(5mg/mL) foi adicionado a cada poc¢o e a placa foi novamente encubada em estufa

de CO, 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 poc¢o 150 uL de DMSO

seguido da leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm.
4.5 Analise morfoldgica

Este ensaio teve o objetivo de avaliar a morfologia dos macréfagos
peritoneais apos tratamento com uvaol nas concentracdes de 102 pM e 107 pM.
Para isso, 2 x 10° macréfagos foram cultivados em placas de 24 pocos contendo
laminula de vidro por 2 horas em estufa de CO, a 37°C. ApGs esse periodo, 0s
pocos foram lavados 2 vezes com PBS em temperatura ambiente para a retirada de
células ndo aderentes. Apds 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 laminulas foram removidas, montadas em laminas permanentes
e analisadas por microscopia de luz. As fotos foram obtidas através da camara
Nikon modelo DS-Ril campo claro acoplada ao Microscépio Nikon Eclipse 50i. Nas
células, foram observados aspectos morfolégicos como: forma das células e do
nacleo, relacdo ndcleo x citoplasma, presenca de vacuolos e emissdo de

prolongamentos citoplasmaticos.
4.6 Ensaio de imunocitoquimica

Macréfagos peritoneais foram cultivados em placas de 8 pocos (Lab-tek,
Nunc, EUA), com laminas de vidro, num volume total ajustado para 1 x 10° células
por poco. ApGs 2 horas as células foram tratadas com o triterpeno uvaol nas
concentracdes de 102 uM e 10" uM e submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia
indireta. Inicialmente os macrofagos foram lavados com PBS e fixados em metanol
puro por 10 minutos, hidratados com 100 pL de PBS por 5 minutos e feito o bloqueio
para sitios inespecificos com uma solucdo de PBS/BSA a 1% durante 30 minutos.
Em seguida, foi adicionado a cada poco o anticorpo primério especificos para
fibronectina (1:50) e para laminina (1:50), por 1 hora, a temperatura ambiente, com
excecdo do grupo controle que recebeu apenas PBS. Passado este periodo, as
células foram lavados com PBS (trés banhos de 5 minutos) e marcados com o
anticorpo secundario, GAR-FITC (1:100), por 30 minutos em camara escura. As

células foram lavadas 2 vezes com PBS e montadas com glicerol para posterior
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observacdo em microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse 50i. A andlise da
deposicdo de fibronectina e laminina foi baseada na avaliagdo qualitativa da
intensidade de fluorescéncia observada na superficie das células. A intensidade de

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

4.7 Citometria de fluxo

Para avaliar a expressdo das integrinas na superficie dos macréfagos foi
realizado o ensaio de citometria de fluxo. Os macrofagos peritoneais foram
acondicionados em frascos de cultura, submetidos ao tratamento com uvaol nas
concentracdes de 102 pM e 10" uM durante 24 horas em estufa de CO, a 37°C.
Apoés o tratamento as células foram removidas dos frascos utilizando cell scrapers,
centrifugadas e ressuspendidas em meio RPMI. Um volume total ajustado para 5 x
10* célula foi plaqueado em placas de 96 pocos e realizada as marcagdes com
anticorpos especificos conjugados a fluorocromos. Foi utilizada marcacdo durante
20 minutos com anticorpos para as cadeias alfa das integrinas VLA-5 (anti-
CD49e/PE) e VLA-6 (anti-CD49f/PE) diluidos em PBS e mantidos ao abrigo da luz a
4°C. Transcorrido o tempo da marcacdo, as células foram lavadas com PBS e
fixadas em formaldeido a 2% para analise em citbmetro de fluxo (FACS canto Il). As

células marcadas entdo foram analisas através do Software Win MDI 2.8.
4.8 Coloracéao direta do citoesqueleto de F-actina

Para avaliar os microfilamentos do citoesqueleto, macréfagos peritoneais (1 x
10° células por poco) foram submetidos ao tratamento com uvaol nas concentracdes
de 102 pM e 10 pM durante 24 horas em placas do tipo Lab-tek. Apés tratamento
as ceélulas foram submetidas a coloracdo direta do citoesqueleto de F-actina por
faloidina-FITC. Para isso, as células foram fixadas e permeabilizadas com a solucéo
PHEM (tampdo de Pipes, Hepes, EGTA e MgCl,) 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 solucdo PHEM a 4% formaldeido por 20 minutos. Apos
fixacdo as culturas foram lavadas com a solucdo de PHEM + glicina (trés banhos de

10 minutos). Subsequentemente as células foram marcadas com o anticorpo
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faloidina-FITC (1:150) por 30 minutos em camara escura. As laminas histolégicas
foram montadas e feita & analise em microscépio de fluorescéncia Nikon Eclipse 50i.

49 Ensaio de adesao celular

O ensaio de adeséo celular foi realizado seguindo o protocolo de Tsukuba e
colaboradores (2009). Macrofagos peritoneais foram tratados com uvaol por 24
horas nas concentracées de 102 pM e 10 pM. Em seguida, 5 x 10* células foram
adicionadas em placas de 96 pocos previamente encubada com a solucdo de
bloqueio PBS/BSA 1% durante 45 minutos em estufa de CO,. Ap0s a retirada desta
solucéo e a adigdo das células a placa foi novamente acondicionada em estufa de
CO; durante 30 minutos para adeséo celular. Transcorrido este periodo, 0s po¢os
das placas foram lavados 2 vezes com meio RPMI, as células aderentes foram
fixadas com PBS a 4% de formaldeido 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 agua destilada para a retirada do excesso do corante e posta para secar
em temperatura ambiente. Apos secagem completa dos pocos da placa, o corante
foi solubilizado com agua destilada a 1% de SDS por 30 minutos. Por
espectrofotometro foi feita a leitura da absorbancia em 540 nm.

4.10 Ensaio de migracéo celular

Este ensaio foi realizado seguindo o protocolo experimental utilizado por
Furundzija e colaboradores (2010) com algumas modificacbes. A migracdo dos
macrofagos peritoneais foi avaliada utilizando o sistema de transwell, que consiste
de insertos com membranas de policarbonato com 10 mm de diametro e poros de
8,0 um (Corning Costar, Cambridge, USA). Primeiramente, os macrofagos
peritoneais foram plaqueados em frascos de culturas médios mantidos a 37° C em
estufa de CO, por uma hora para adesdo. Durante este periodo foi realizado o
bloqueio da membrana do inserto, com PBS/BSA a 1%, durante 45 minutos, para
tornar a membrana mais homogénea. Transcorrido o tempo, macrofagos 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

camara de Neubauer. Um volume de 2 x 10° células foi ressuspendido em 200 pL
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meio RPMI a 0,5% BSA contendo uvaol nas concentracdes de 10% pM e 10 uM e
inseridos na parte superior do inserto. A mesma quantidade de células sem
tratamento foi utilizada como controle. Na parte inferior foi adicionado 500 pL de
RPMI BSA 0,5%. Foi permitida entdo a migracdo das células em estufa de CO, a 37°
C por 6 horas. Em seguida, com o auxilio de uma pinga a face superior da
membrana foi raspada para a retirada das células ndo migrantes. As células entéo
foram fixadas em metanol puro durante 10 minutos, coradas com Giemsa (1:3) e
lavadas em agua destilada. As membranas de policarbonato foram removidas do
inserto e montadas laminas histoldgicas. As células foram analisadas em
microscopia Optica 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). Macrofagos peritoneais
foram cultivados em placas de 24 pocos contendo laminulas histolégicas de vidro.
Um volume de 5 x 10° células por poco foram tratadas com uvaol 10? pM e 10™ pM
por 24 horas. ApOs tratamento, os pocos contendo as células foram lavados com
PBS e a cada poco foi adicionado, 50ug/ml da particula do zimosan A
(Sacharimyces cerevisae) por 2 horas, incluindo o controle, e mantidas em
condicdes de umidade e temperatura em estufa de CO,. Apds esse periodo, 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
laminulas foram retiradas dos pocos, montadas em laminas histolégicas e realizada
a contagem de 100 células por grupo utilizando microscopio éptico Nikon Eclipse 50i
em objetiva de 100x com oOleo de imersdo. A atividade fagocitica foi avaliada pelo
indice de fagocitose (IF) e capacidade fagocitica (CF) utilizando a seguinte formula:
IF=AB, onde o A=percentagem de macrofagos que fagocitaram o0 zimosan e
B=nUmero de zimosan fagocitado por macréfagos; CF=média percentual de

macrofagos que engolfaram no minimo 4 particulas de zimosan (Figura 6).
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Fotomicrografia representativa de macréfagos peritoneais em cultura apés estimulagéo da fagocitose.

4.12 Andlise estatistica

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

teste de Tukey. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média

(EPM), com um nivel de significancia selecionado para p<0.05. Para as andlises e

confeccdo dos graficos foi utilizado o programa de computador GraphPad Prism

versao 5.00 (GraphPad Prism Software, Inc.).
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5 RESULTADOS
5.1 Efeito do uvaol sobre a viabilidade de macrofagos

A viabilidade dos macréfagos peritoneais na presenca de diferentes
concentracdes (10, 102, 10", 1, 10 ou 10? uM) do uvaol, apés 24 horas de
tratamento foi avaliada pelo ensaio de Vviabilidade celular por MTT. Como
demonstrado na figura 7, os resultados indicam que os macrofagos peritoneais apés
tratamento com uvaol nas concentragées de 10° pM, 102 pM, 10" uM, 1 pM, por 24
horas, permaneceram viaveis quando comparados ao controle. Entretanto, as
concentraces de 10 pM e 10 pM apresentaram—se toxicas para as células, em que
foi observada uma diminuicéo significativa da viabilidade das células apds o mesmo
periodo de tratamento. Considerando que o uvaol nas concentracdes de 107 uM e
10" pM nao alterou a viabilidade das células, estas concentracdes foram utilizadas

Nos ensaios posteriores.

Figura 7 — Efeito do uvaol na viabilidade de macréfagos peritoneais
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Os macrofagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentracdes de 10°° UM, 107 UM, 10"
UM, 1 pM, 10 pM ou 10? UM 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 relacéo ao grupo controle. One-way ANOVA, seguido do teste de Tukey.



5.2 Efeito do uvaol na morfologia dos macréfagos

O ensaio de analise morfologica dos macréfagos peritoneais foi realizado

apos 24 horas de cultivo utilizando a coloracdo Giemsa. As células cultivadas sem

adicdo de tratamento exibiram formas variadas, algumas arredondadas com

citoplasma abundante contendo vacuolos, poucos prolongamentos citoplasméticos,

ndcleo grande e excéntrico em forma de rim, e outras fusiformes ou estreladas com

prolongamentos citoplasmaticos evidentes e nudcleo central em forma de rim ou

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

concentracdes de 107 pM e 10 pM néio apresentaram alteracdes significativas em

sua morfologia, demonstrando caracteristicas semelhantes as que foram observadas

nas células do grupo controle (Figura 8).

Figura 8 - Andlise morfol6gica de macréfagos peritoneais
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Fotomicrografias de macréfagos peritoneais tratados com uvaol na concentracdo de 10%e 10™ UM
por 24 horas. Células nédo tratadas foram utilizadas como controle. Coloragao pelo Giemsa. Aumento

de 400x.
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5.3 Efeito do uvaol na producédo de moléculas da MEC por macrofagos

Com o objetivo de avaliar a producéo de glicoprotéinas da MEC, fibronectina
e laminina, em macrofagos peritoneais apos o tratamento com uvaol, foi realizado o
ensaio de imunofluorescéncia indireta. No que se refere a fibronectina, quando as
células foram tratadas com uvaol nas concentragdes de 102 pM e 10 pM, por 24
horas, foi possivel observar pela analise qualitativa um aumento da producéo desta
glicoproteina pelos macrofagos quando comparada ao grupo controle (Figura 9 A). A
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia confirmou que os tratamentos
estimularam de forma significativa a producao de fibronectina quando comparado ao
grupo controle (Figura 9 B).

Em relacdo a laminina, conforme demonstrado na figura 10, foi observado
pela andlise qualitativa uma diminuicdo da producdo desta glicoproteina pelos
macréfagos peritoneais quando tratados com uvaol nas concentracdes de 107 pM e
10" pM, por um periodo de 24 horas e comparado aos macréfagos do grupo
controle (Figura 10 A). A quantificacdo da intensidade de fluorescéncia confirmou
que os tratamentos inibem de forma significativa a produgao de laminina quando

comparado ao grupo controle (Figura 10 B).
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Figura 9 — Producéao da glicoproteina fibronectina por macréfagos peritoneais
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Fonte: Autor, 2013.

Os macréfagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentracdes de 1072 UM ou 10" pM
durante 24 horas foram analisados por microscopia de fluorescéncia. (A) Fotomicrografias mostram a
producéo de fibronectina. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. As barras
representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia. (***) p< 0.001 estatisticamente

significativo em relacdo ao grupo controle. Analise feita através do software Image J. A analise
estatistica foi feita com do teste One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey.
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Figura 10 — Producéao da glicoproteina laminina por macréfagos peritoneais
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Fonte: Autor, 2013.

Os macréfagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentracdes de 1072 UM ou 10" pM
durante 24 horas foram analisados por microscopia de fluorescéncia. (A) Fotomicrografias mostram a
producdo de laminina. (B) Quantificacdo em pixels da intensidade de fluorescéncia. As barras
representam média + EPM da intensidade de fluorescéncia. (***) p< 0.001 estatisticamente
significativo em relac@o ao grupo controle. One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey.
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5.4 Efeito do uvaol na expressao de integrinas por macrofagos

Ao observar que o tratamento com uvaol foi capaz de influir na producdo das
glicoproteinas da MEC pelos macréfagos peritoneais, despertou-se o interesse de
avaliar a expressdo dos receptores para tais moléculas na superficie das células.
Para isso, foi realizada a andlise por citometria de fluxo da expresséo das integrinas
VLA-5 (a5B1), receptor para fibronectina e VLA-6 (a6B1), receptor para laminina
na superficie dos macrofagos peritoneais.

Com relacdo a integrina VLA-5 na superficie dos macréfagos, foi observado
um aumento na média de intensidade de fluorescéncia emitida pelas células quando
foram tratadas com uvaol nas concentracdes de 102 puM, 10" pM, por 24 horas e
comparado ao grupo controle (Figura 11).

Ao analisar a integrina VLA-6 na superficie dos macrofagos foi constatada
uma diminuicdo na média de intensidade de fluorescéncia emitida pelas células que
expressam este receptor no grupo tratado com uvaol na concentracdo de 10™ puM
guando comparados ao respectivo controle. Entretanto, no tratamento com uvaol na
concentracéo de 102 pM, n&o foi observado alteracédo na média de fluorescéncia em

macréfagos que expressam a integrina (Figura 11).
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Figura 11 - Expresséo de integrinas por macrofagos peritoneais
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Fonte: Autor, 2013.
Macrofagos tratados com uvaol nas concentracdes de 102 UM ou 10™ MM por 24 horas, foram

analisados por citometria de fluxo. Os resultados foram representados por histograma com a média
de intensidade de fluorescéncia 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 estdo expressos com a média + EPM.
*** p< 0.001 quando comparado ao grupo controle. One-way ANOVA, seguido do pds-teste de

Tukey.
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5.5 Efeito do uvaol sobre o citoesqueleto dos macroéfagos

O citoesqueleto de actina € essencial para as alteracdes morfologicas que
envolvem membrana plasmatica e que participam nos processos de adesdo e
migracéo celular. Para avaliar o efeito do uvaol sobre a organizacdo do citoesqueleto
foi realizada a marcacao direta da F-actina por faloidina.

Foi observado que as células cultivadas na auséncia do uvaol (grupo
controle), apresentaram uma organizada rede de F-actina localizada principalmente
no cortex celular, evidenciando formacao de lamelipddios e filopddios, ainda foram
constatados pequenos pontos de adesao focal. O tratamento com uvaol na
concentracdo de 102 puM estimulou mudancas marcantes na reorganizacdo do
citoesqueleto dos macrofagos, os quais apresentaram filamentos de F-actina
localizados principalmente na regido perinuclear evidenciando pouca formacao de
lamelipodios e filopddios (Figura 12).

A organizacédo do citoesqueleto de F-actina das células tratadas com uvaol na
concentracdo de 10" pM mostrou caracteristicas intermediarias entre o controle e ao
tratamento com uvaol 10? pM. As células mostraram-se com citoesqueleto de F-
actina localizados no cortex celular ou na regido perinuclear, formacao de poucos
lamelipédios e filopddios ainda, foi constatada pequenos pontos de adeséo focal
(Figura 12).
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Figura 12 — Citoesqueleto de macréfagos peritoneais
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Fonte: Autor, 2013.

Macrofagos peritoneais apds tratamento com uvaol nas concentragdes de 1072 1M ou 10™ UM por 24
horas foram coradas com faloidina-FITC e analisadas por imunofluorescéncia. Aumento de 200x
(painel superior).

5.6 Efeito do uvaol na adeséo celular

A capacidade adesiva dos macréfagos peritoneais foi avaliada por
espectrofotometria apds serem tratados in vitro com uvaol por um periodo de 24
horas. Assim, foi possivel verificar que as células estimuladas com uvaol na
concentracdo de 10 uM apresentaram um aumento significativo da adesdo quando
comparada ao grupo controle (sem tratamento). Entretanto, ndo foi observada
alteracdo na adesdo de macrofagos quando estes foram pré-tratados com uvaol na

concentracgéo de 10 uM (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito do uvaol na adesado de macréfagos peritoneais
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Fonte: Autor, 2013.

Macrdéfagos peritoneais tratados in vitro com uvaol nas concentra¢cfes de 107 UM ou 10™ pM durante
24 horas foram submetidos ao ensaio de adesdo celular. A adesdo foi avaliada por
espectrofotometria. Barras representam a média + EPM da absorbancia. *p< 0.05 quando
comparado ao grupo controle. One-way ANOVA seguido do teste de Tukey.

5.7 Efeito do uvaol na migracéao celular

Macrofagos peritoneais sob o estimulo do uvaol foram permitidos a migrar
através de uma membrana de policarbonato contendo poros de 8 um de didmetro. A
migracdo celular foi analisada pela contagem das células migrantes aderidas a face
inferior da membrana do transwell. Nessas condi¢des, foi verificada uma reducéo
significativa no numero de células migrantes quando os macréfagos foram tratados
com uvaol, tanto na concentracdo de 102 pM, como também na concentracdo de

10™* pM e comparado as células n&o tratadas do grupo controle (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito do uvaol na migracao in vitro de macréfagos
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Fonte: Autor, 2013.

Macrdéfagos peritoneais foram submetidos ao ensaio de migragéo celular in vitro em insertos transwell
sob o estimulo do uvaol nas concentracbes de 102 MM ou 10™ UM por 6 horas. Células sem
tratamento foram utilizadas com controle. O gréfico 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 pds-teste de Tukey.

5.8 Efeito do uvaol na atividade fagocitica de macrofagos peritoneais

A atividade fagocitaria dos macréfagos esta entre suas principais funcées no
sistema imune inato. Com o intuito de avaliar a capacidade fagocitica de macréfagos
peritoneais frente ao tratamento com uvaol foi realizado o ensaio de fagocitose
celular. Macréfagos peritoneais foram cultivados na presenca de uvaol nas
concentracdes de 102 pM ou 10 pM por 24 horas. Apés o tratamento, a fagocitose
foi avaliada adicionando 50 pg/mL de zimosan A as culturas. Nessas condig¢des, foi
observado que o tratamento com uvaol na concentracdo de 10" uM aumentou o
percentual de células que fagocitaram particulas de zimosan bem como a
capacidade fagocitica dos macrofagos peritoneais quando comparado ao grupo
controle. Entretanto, o tratamento com uvaol na concentracéo de 10 pM aumentou
somente a capacidade fagocitica dos macréfagos peritoneais quando comparado ao

grupo controle (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito do uvaol na fagocitose de macréfagos peritoneais
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Fonte: Autor, 2013.

Macréfagos peritoneais foram tratados com uvaol nas concentragdes de 102 uM ou 10™ uM por 24
horas foram submetidos ao ensaio de fagocitose celular com zimosan A. (A) Numero percentual
médio de macréfagos que fagocitaram particulas de zimosan A. (B) Representa a média da
capacidade fagocitica dos macréfagos apds estimulo com zimosan A. Os resultados representam
média £ EPM. (*) (**) (***) p<0,05 quando comparado ao grupo controle One-way ANOVA seguido do
pos-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Os macréfagos, células residentes nos diferentes tecidos do organismo, sao
considerados sentinelas imunoldgicas, onde desempenham importantes funcdes na
restauracdo da homeostase tecidual. Por exemplo, a estas células € atribuida a
capacidade de descriminar o préprio do ndo préprio, a regulacdo dos processos
inflamatorios, bem como a reparacdo tecidual. Funcdes tado diversas
desempenhadas por esta populacdo celular despertou-se o interesse de avaliar
aspectos importantes da biologia de macrofagos quando tratados in vitro com
triterpeno pentaciclico uvaol.

A toxicidade produzida por substancias 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 apos tratamento com o terpeno por via oral
(KUSY et al., 2012). Da mesma forma, fibroblastos cardiacos de ratos Wistar foram
tratados por 24 horas na presenca do terpeno uvaol e, apenas as doses mais altas,
25 pM e 50 pM, foram capazes de alterar a viabilidade celular, onde foi observado
que apdés tratamento houve uma reducdo do numero de células para os niveis
inferiores aos controles (MARTIN et al., 2012). Allouche e colaboradores (2011)
demonstraram que o triterpeno uvaol diminuiu de maneira dose dependente a
viabilidade de células de cancer mamario humano apdés 24 horas de tratamento.
Estes achados demonstram que a toxicidade dos terpenos depende da célula que
esta sendo exposta, da origem, das concentracbes que sdo utilizadas e do periodo
em que ocorre o tratamento.

O presente trabalho foi realizado utilizando macréfagos 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 concentragfes do uvaol. Para isso, os macrofagos foram tratados com uvaol em
concentracdes que variaram de 10° uM a 10° uM e através deste ensaio, observou-se
que apenas as altas concentragdes do uvaol, 10° pM e 10 pM, foram capazes de
diminuir a viabilidade dos macréfagos. Baseados neste resultado, em estudos
anteriores realizados em nosso laboratério e dados da literatura que demonstram o
uso de diversos terpenos na modulagdo celular, a concentracdo do uvaol

estabelecida para o estudo foi de 102 uM e 10" uM. Utilizando tais concentracées, foi
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evidenciado que o uvaol ndo alterou a morfologia dos macrofagos e este resultado
corrobora com o dado inicial, onde foi observado que estas concentragbes nao
alteraram a viabilidade das células.

Em nosso estudo verificou-se que macréfagos peritoneais sdo habeis em
produzir moléculas da MEC, fibronectina e laminina, estando de acordo com varios
dados da literatura que demonstram ndo somente a producdo dessas moléculas,
mas também de colageno por estas células (JOHANSSON et al., 1979; ALITALO et
al., 1980; WICHA; HUARD, 1983; VAAGE; LINDBLAD, 1990). A producdo de
componentes da matriz por células do sistema imunolégico facilita a remocgao de
antigenos, devido a sua forte adeséo a MEC, favorecendo assim a permanéncia das
células no sitio da infec¢do (ADAIR-KIRK; SENIOR, 2007).

Substancias que atuam na ativacdo de macrofagos durante o processo
inflamatério podem atuar sobre a producdo de fibronectina. O IFN-y, a principal
citocina ativadora de macréfagos, € capaz de aumentar a sintese e a secrecao
dessa molécula de MEC por macréfagos peritoneais (COFANO et al.,, 1984). Em
outros estudos, foi visto que as citocinas IL-1a, IL-6 e TNF-a sdo capazes de
aumentar a producao de fibronectina por mondcitos humanos (KITAMURA et al.,
2000). Além disso, foi demonstrado que a fibronectina é produzida por células
imunes de perfil de resposta inflamatéria Thl, destacando a importancia dessa
molécula em processos inflamatérios (SANDIG et al., 2009).

Neste estudo, o tratamento in vitro com o triterpeno pentaciclico uvaol foi
capaz de aumentar a producdo de fibronectina pelos macrofagos peritoneais. A
fibronectina tem um papel relevante na funcdo de macréfagos, ja foi visto que esta
glicoproteina é capaz de estimular a producdo do fator de crescimento celular,
aumenta a expressdo de receptores Fc e forma uma cobertura sobre restos
celulares, facilitando a fagocitose (MOSHER, 1984). Ainda, a fibronectina produzida
por macrofagos alveolares, em lesbes do parénquima pulmonar, facilita a migracao
de fibroblastos (RENNARD et al., 1981). Cory e colaboradores (2013) demonstraram
gue a azitromicina, um antibiético de amplo espectro e de origem semissintética, foi
capaz de aumentar a concentracdo de fibronectina quando macréfagos e
fibroblastos foram cultivados na presenca de LPS. De acordo com os dados obtidos
no presente trabalho, é possivel propor que o uvaol atue como um agente
modulador sobre os macréfagos, induzindo a producédo de fibronectina de forma

semelhante as citocinas acima relatadas.
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Em relacdo a producdo de laminina, observou-se que o uvaol foi capaz de
modular, de forma inibitéria, a sintese desta glicoproteina. Estudos mostraram que a
laminina € expressa na superficie de macréfagos peritoneais e que interfere na
adesao, fagocitose, citotoxidade e na migracdo de mondcitos e macréfagos (SHAW,
MERCURIO, 1989; PEDRAZA et al., 2000). Ainda, Mercurio e Shaw (1988)
demonstraram que macréfagos aderem preferencialmente a fibronectina quando
comparado a laminina e outras glicoproteinas da MEC. Apesar deste achado,
macrofagos podem aderir e espraiar sobre um substrato de laminina quando
induzido por alguma substancia estimuladora, como por exemplo, o PMA
(MERCURIO; SHAW, 1988). Assim, a interacdo dos macrofagos com diferentes
substratos, sdo eventos independentes e mediados por mecanismos bioquimicos
distintos. Empreende-se entéo, que, a depender do substrato e da substancia a qual
esta sendo exposto, macréfagos podem responder aos estimulos de forma distinta.

Estudos mostram que o aumento na producdo de moléculas da matriz, bem
como a diminuicdo, faz parte da fisiopatologia de algumas doencas (SILVA-
ALMEIDA et al., 2012). Por exemplo, Ogawa e colaboradores (1986), demonstraram
que a lesédo hepética produziu mudancas na deposicdo da matriz extracelular, em
que houve um aumento da producdo de fibronectina, ao passo que ocorreu uma
diminuicdo na producdo de laminina, seguido de uma infiltragdo de neutrdfilos e
monaocitos, e entdo pelo processo comum de cicatrizacdo. O mesmo perfil de
producdo destas glicoproteinas foi observado apés tratamento com uvaol. Desta
forma, o tratamento com uvaol poderia contribuir para o processo de inflamacéo e
cicatrizacéo de algumas doencas.

Os macréfagos migram através dos tecidos com o auxilio das moléculas de
adesdo presentes em sua superficie que, por sua vez, se ligam a moléculas da
matriz extracelular. Os eventos resultantes dessa interacdo sdo essenciais para a
funcdo dos macrofagos na defesa do organismo e no reparo tecidual (JULIANO;
HASKILL, 1993). Dentre as moléculas de adeséo que participam dessas interacdes
estdo as integrinas. Estas sdo receptores que atuam na adesao entre as células, na
adesdo das células com a matriz extracelular e na adesao entre as células e os
patogenos, agindo diretamente na transmigracdo de leucdcitos, na migracao celular
nos tecidos, na formacédo das sinapses imunoldgicas e na fagocitose (LUO et al.,
2007). Esses receptores podem ainda transduzir sinais para dentro da célula que

atuam no rearranjo do citoesqueleto, na transcricdo génica, no movimento,
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proliferacéo e sobrevivéncia da célula e na ativacdo de fungdes celulares especificas
(BERTON; LOWELL, 1999; SUDHAKARAN, 2007).

Considerando gque o tratamento com o triterpeno uvaol foi capaz de modular a
deposicao de glicoproteinas da MEC pelos macrofagos, a proxima etapa do estudo
foi avaliar se o triterpeno uvaol seria capaz de interferir na expressao dos receptores
integrinas na superficie destas células. Através da andlise por citometria de fluxo
observou-se que o tratamento com uvaol foi capaz de aumentar a expressao
integrina VLA-5 (a5B1), principal receptor para a molécula fibronectina, na superficie
dos macréfagos. Este resultado apresentou-se de forma a corroborar com o
resultado anterior, o qual demonstrou um aumento na producgdo de fibronectina. A
integrina VLA-5 é altamente expressa na superficie de macrofagos, e devido a sua
subunidade B1 ela possui um importante papel na quimiotaxia, 0 que regula a
motilidade e a invasdo dos macroéfagos e, leva a possibilidade de diferentes
morfologias associadas a motilidade destas células (ABSHIRE et al., 2011). Diante
destes dados, pode-se sugerir que, o aumento da producdo de fibronectina pelos
macrofagos é seguido pelo aumento da expressao de seu receptor especifico apés
exposicao ao terpeno uvaol.

Outra integrina que teve sua expressdo avaliada foi a VLA-6 (a6p1), a qual
possui a laminina como um dos seus ligantes. Estudos mostraram que essa
integrina esta envolvida na adesdo e na migracdo de macréfagos frente a laminina
(SHAW et al., 1990; SHAW; MERCURIO, 1994). O presente estudo demonstrou uma
reducdo na producdo da laminina pelos macrofagos apds tratamento com uvaol, e
de forma interessante, esta reducdo também foi evidenciada na expressdo de um
dos seus receptores, o VLA-6, ap6s 0 mesmo tratamento. Diante destes resultados,
infere-se que a exposicdo de macrofagos peritoneais ao tratamento com o terpeno
uvaol é capaz de articular uma mudanca na capacidade da célula sintetizar
glicoproteinas da MEC, e de forma semelhante a expresséo de seus receptores.

A interacdo ligante-integrina na superficie celular desencadeia a organizagéo
do citoesqueleto de actina em locais especificos para facilitar o desenvolvimento das
células ou manter a estabilidade tecidual (CINES et al.,1998). Assim, realizou-se em
seguida a analise do citoesqueleto de F-actina ee macrofagos peritoneais apos o
tratamento com uvaol e observou-se alteragcdes na reorganizacdo do citoesqueleto
de actina, demonstrada pela formagdo de alguns pontos de adeséo focal,

lamelipodias e filopodias. Embora sendo muito importante que o citoesqueleto de F-
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actina esteja intacto para a regulacdo de mudanca na forma da célula e na geracéo
de forgas mecénicas, o comportamento mecéanico da F-actina dentro da célula ainda
nao é totalmente conhecido (STRICKER et al., 2010).

A sinalizacdo da fibronectina ao citoesqueleto de F-actina, por exemplo,
ocorre através da ligacdo com integrina VLA-5 presente na superficie das células
(HUVENEERS et al., 2008). A alta expressao desta integrina apos o tratamento com
uvaol pode ter causado o rearranjo do citoesqueleto de F-actina. Assim, sendo o
uvaol uma substancia capaz de alterar a organizacdo dos filamentos de F-actina
dentro do citoplasma de macréfagos, podera contribuir para a funcionalidade das
células, ja que motilidade, migracdo e adesdo sdo funcbes que estdo diretamente
ligadas a organizacéo do citoesqueleto (VEREYKEN et al., 2011).

Desta maneira, instigados pela possibilidade do uvaol modular a motilidade do
macrofago peritoneal, realizou-se os ensaios funcionais de adesdo e migracao
celular. Foi constatado que o tratamento com uvaol aumentou a capacidade adesiva
dos macréfagos peritoneais. De forma reciproca, a adesdo celular influencia na
organizacdo do citoesqueleto, bem como o citoesqueleto afeta a organizacédo e
funcdo das moléculas adesivas, como as integrinas (SCHOENWAELDER;
BURRIEDGE, 1999). Sabe-se que as adesdes focais sdo grandes complexos de
proteinas organizados na superficie basal da célula que conecta a matriz
extracelular ao citoesqueleto através das integrinas, e estudos avaliam a funcao
dessas estruturas nos processos de adesdo e migracao (KIM; WIRTZ, 2012). Assim,
os complexos de adesfes focais, formados apds o tratamento com uvaol podem
influenciar as funcdes dos macréfagos. Mediante os resultados supracitados, é
possivel sugerir que a modulacdo da expressdo das integrinas, o rearranjo do
citoesqueleto celular com a formacdo de complexos de adesao focal, lamelopodias e
filopodias tenham estimulado a atividade adesiva dos macrofagos peritoneais.

O movimento celular € um processo complexo que envolve a extensao frontal
da membrana plasmatica e posteriormente a estabilizacdo da adeséo celular versus
matriz extracelular (QIN; ZHANG, 2010). Além disso, os complexos de adesao focal
tem a capacidade de conectar fisicamente a matriz extracelular e o citoesqueleto,
devido a esta interacdo, alguns estudos especulam a atuacdo dos complexos de
adesdo focal em outro processo funcional da célula, a migracdo celular (KIM;
WIRTZ, 2012; RIDLEY et al., 2003). A capacidade da célula em alcancar locais

infeccionados e tecidos lesados é essencial para sua funcdo e vigilancia
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imunolégica. Esta motilidade da célula depende de diversos fatores, incluindo as
caracteristicas fisicas e bioquimicas da matriz extracelular. Assim, o entendimento
dos diferentes modos de migracdo celular é vital para compreender uma grande
variedade de processos fisioldégicos e patolégicos (EVEN-RAM; YAMADA, 2005;
RIDLEY et al., 2003).

Neste contexto, avaliou-se a capacidade migratéria dos macrofagos frente ao
tratamento com uvaol, e foi observada uma diminuicdo no numero de células
migrantes. O repertorio de expressao tecidual das moléculas da matriz extracelular
bem como das integrinas, esta diretamente relacionado com fenétipos celulares. Ou
seja, o perfil tecidual da expressdo das integrinas e moléculas da matriz influenciam
diretamente nos processos de adesdo e migracdo celular (HUTTENLOCHER,;
HORWITZ, 2011), e as integrinas podem participar do processo migratorio de
macréfagos (YAKUBENKO et al., 2008). Danen e colaboradores (2002)
demonstraram que a superexpressdao da integrina a5B1 (VLA-5) em células
deficientes promove uma maior adesdo célula versus matriz extracelular, afetando
fortemente a migracéo celular (TRUONG; DANEN, 2009).

Além da acgédo da integrina VLA-5, estudos demonstram que a expressdo da
integrina VLA-6 também estd associada com o processo de migracdo celular.
Macréfagos que foram transfectados com a subunidade a da integrina VLA-6
migraram de forma eficaz. Apds a delecdo deste mesmo dominio houve uma
diminuicao significativa da capacidade migratéria dessas células, demonstrando que
a baixa expressdo de VLA-6 é capaz de afetar a migragdo celular (SHAW,
MERCURIO, 1994; SHAW; MERCURIO, 1995).

Mediante a sequéncia dos resultados obtidos, é possivel propor que este
seria um resultado esperado. Pois, macrofagos tratados com o uvaol demonstraram
uma maior producgéo de fibronectina, bem como uma maior expressao da integrina
a5p1 (VLA-5) e modulou a formagcdo de complexos de adesdes focais, desta
maneira possibilitou que as células aumentassem a sua capacidade adesiva e
consequentemente diminuissem a sua motilidade.

A funcao principal dos macrofagos é a fagocitose, € atraveés deste processo
que estas ceélulas destroem micro-organismos e eliminam restos celulares dos
tecidos. Nos ensaios de fagocitose em que os macrofagos peritoneais foram
tratados com uvaol foi possivel observar um aumento na atividade fagocitaria destas

células, havendo um aumento de maneira dose dependente tanto na capacidade
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fagocitica quanto na porcentagem de macréfagos que fagocitaram. A resposta
fagocitica das células da imunidade inata, como os macréfagos, € definida pela
ativacdo de uma rede complexa de sinalizacdo estimulada através do contato
microbiano. Muitas proteinas tém sido demonstradas por ter participagcdo no
processo de fagocitose, como as lectinas, proteinas do sistema complemento e
também as integrinas (UNDERHILL; OZINSKY, 2002).

A cadeia B1 da integrina tem demonstrado importante papel na atividade
fagocitaria dos macrofagos (BHALLA et al., 2009). Wang e colaboradores (2008)
demonstraram que macréfagos nocautes para a subunidade B1 exibiram uma
fagocitose deficiente para o estreptococos e também para o Staphylococcus aureus,
além de uma maturacdo deficiente do fagossomo apés a internalizacdo de
Escherichia coli, prejudicando assim a atividade bactericida da célula. Ainda,
estudos demonstram que componentes da MEC funcionam como um ligante para os
patégenos no hospedeiro. Os micro-organismos se ligam a componentes adesivos
da MEC como fibronectina, colageno e laminina, e estes servem como pontos de
ancoragem (HE et al., 2003; JIA et al., 2005). Além disso, o citoesqueleto de actina
também esta envolvido neste processo. Visto que, a fagocitose € iniciada quando
uma particula se liga a um receptor de superficie celular, levando a reorganizagéo
do citoesqueleto de F-actina, proporcionando assim a forca necesséaria para a
formacdo dos fagossomos. Portanto a regulacdo da dinamica do citoesqueleto de F-
actina é essencial para o controle da fagocitose (ASLAM et al., 2012).

Assim, a alta expressdo da integrina VLA-5 ap0s tratamento com uvaol, a
reorganizacdo do citoesqueleto e a alta expressao de moléculas adesivas da MEC,
como a fibronectina, podem favorecer o aumento da capacidade fagocitica dos
macrofagos peritoneais submetidos ao tratamento com o uvaol. Contudo, estudos
incluindo analises da subunidade B1 das integrinas devem ser realizados para

confirmar a hipotese sugerida.
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6 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste estudo demonstram que o triterpeno uvaol
exerce efeitos importantes na fisiologia de macréfagos. O tratamento in vitro
estimulou a producéo de fibronectina bem como a expressdo do seu receptor, a
integrina VLA-5; inibiu a produgcdo de laminina bem como a expressdo do seu
receptor, a integrina VLA-6; promoveu a reorganizacao do citoesqueleto de F-actina;
e néo interferiu na viabilidade celular. Além disso, nos ensaios funcionais foi visto
que o uvaol induziu a adesdo; diminuiu a capacidade migratéria; e aumentou a
capacidade fagocitica dos macréfagos.

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

efeito modulador em macréfagos peritoneais de camundongos.
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	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 mic...
	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...
	ASLAM, S.; BHATTACHARYA, S.; BHATTACHARYA, A. The Calmodulin-like calcium binding protein EhCaBP3 of Entamoeba histolytica regulates phagocytosis and is involved in actin dynamics. PLoS Pathog, v. 8, p. 1-14, 2012.
	AUYEUNG, K.K.; KO, J.K. Novel herbal flavonoids promote apoptosis but differentially induce cell cycle arrest in human colon cancer cell. Invest New Drugs, v. 28, p. 1-13, 2010.
	BHALLA, S. et al. beta(1)-integrin mediates pressure-stimulated phagocytosis. Am J Surg, v. 198, p. 611-616,  2009.
	DANIELA, L. et al. Anti- inflammatory effects of concentrated ethanol extracts of Edelweiss (Leontopodium alpinum Cass.) callus cultures towards human keratinocytes and endothelial cells. Mediators Inflamm, p. 1-12, 2012.
	DINCHEV, D. et al. Distribution of steroidal saponins in tribulus terrestris from different geographical regions. Phytochemistry, v. 69, p. 176-186, 2008.
	DOS SANTOS OLIVEIRA, M.B.et al. Cocos nucifera Linn. (Palmae) husk fiber ethanolic extract: antioxidant capacity and electrochemical investigation. Comb Chem High Throughput Screen, v. 16, p. 121-129, 2013.
	DUQUESNOY, E.; CASTOLA, V.; CASANOVA, J. Triterpenes in the hexane extract of leaves of Olea europea L.: analysis using 13C-NMR spectroscopy. Phytochem Anal, v. 18, p. 347-353, 2007.
	FRANCIS, G. et al. The biological action of saponins in animal systems: a review. Br J Nutr, v. 88, p. 587-605, 2002.
	FURUNDZILA, V. et al. IGF-1 increases macrophage motility via PKC/p38-dependent alphabeta3-integrin inside-out signaling. Biochem Biophys Res Commun, v. 3, p. 786-791, 2010.
	HE, Y.W. et al. The extracellular matrix protein mindin is a pattern-recognition molecule for microbial pathogens. Nat Immunol,  v. 5, p. 88-97, 2004.
	HILL, R.A.; CANNOLY, J.D. Triterpenoids. Nat Prod Rep, v. 29, p. 780-818, 2012.
	HONG, X.X. et al. New steroidal saponins from the bulbs of Lilium brownil var. viridulum . Carbohydr Res, v. 361, p. 19-26, 2012.
	JANEWAY, C. A.; TRAVERS, P.; WALPORT, M.  Imunobiologia – O sistema
	imunológico na saúde e na doença. 6ª Ed. Porto Alegre: Artmed, 2007.
	JIA,W.; LI, H.; HE, I.W. The extracellular matrix protein mindin serves as an integrin ligand and is critical for inflammatory cell recruitment. Blood, v. 106, p. 3854-3859, 2005.
	JOHANSSON, S. et al. In vitro biosynthesis of cold insoluble globulin (fibronectin) by mouse peritoneal macrophages. FEBS Lett, v. 2, p. 313-316, 1979.
	LIU, X. et al. Steroidal saponins from Smilacina japonica. Fitoterapia, v. 83, p. 812-816, 2012.
	MARTINS, A. et al. Antibacterial properties of compounds isolated from Carpobrotus edulis. Int J Antimicrob Agents, v. 37, p. 438-444, 2011.
	MONTANARI, C.A.; BOLZANI, V.S. Planejamento racional de fármacos baseado em produtos naturais. Quim Nova, v. 24, p. 105-111, 2001.
	MULVIHILL, E.E.; HUFF, M.W. Citrus flavonoids and the prevention of atherosclerosis. Cardiovasc Hematol Disord Drug Targets, v. 12, p. 84-91, 2012.
	PILLOZZI, S.; BECCHETTI, A. Ion Channels in Hematopoietic and Mesenchymal Stem Cells. Stem Cells Int, v. 2012, p. 1-9, 2012.
	POZZI, A.; ZENT, R. Integrins: Sensors of extracellular matrix and modulators of cell function. Nephron Exp Nephrol, v. 94, p. e77-e84, 2003.
	QIN, X.J. et al. Steroidal saponin with antimicrobial activity from stems and leaves of Paris polyphylla var. yunnanensis. Steroids, v. 77, p. 1242-1248, 2012.
	ROSS, S. Atherosclerosis - an inﬂammatory disease. N Engl J Med, v. 340, p. 115-126, 1999.
	SAHA, P. et al. The monocyte/macrophage as a therapeutic target in atherosclerosis. Curr Opin Pharmacol, v. 9, p. 109-118, 2009.
	SAWAI, S.; SAITO, K. Triterpenoid biosynthesis and engineering in plants. Front Plant Sci, v. 2, p. 1-8, 2011.
	SCHMIDT, S.V.; NINO-CASTRO, A.C.; SCHULTZE, J.L. Regulatory dendritic cells: there is more than just immune activation. Front Immunol, v. 3, p. 1-17, 2012.
	SHARMA, U.; KUMAR, N.; SINGH, B. Furostanol saponin and diphenylpentendiol from the roots of Asparagus racemosus. Nat Prod Commun, v. 7, p. 995-998, 2012.
	SHAW, L.M.; MESSIER, J.M.; MERCURIO, A.M. The activation dependent adhesion of macrophages to laminin involves cytoskeletal anchoring and phosphorylation of the alpha 6 beta 1 integrin. J Cell Biol, v. 110, p. 2167-2174, 1990.
	SHAW, L.M.; MERCURIO, A.M. Interferon gamma and lipopolysaccharide promote macrophage adherence to basement membrane glycoproteins. J Exp Med, v. 1, p. 303-308, 1989.
	SIGALOV, A.B. Evolution of immunity: no development without risk. Immunol Res,  v. 53, p. 176-181, 2012.
	SINKIN, R.A. et al. Fibronectin expression in bronchopulmonary dysplasia. Pediatr Dev Pathol, v. 1, p. 494-502, 1998.
	TISSIERES, P. et al. Innate immune deficiency of extremely premature neonates can be reversed by interferon-γ. PLoS One, v. 7, p. 1-11, 2012.
	UNDERHILL, D.M.; OZINSKY, A. Phagocytosis of microbes: complexity in action. Annu Rev Immunol, v. 20, p. 825-852, 2002.
	VAAGE, J.; LINDBLAD, W.J. Production of collagen type I by mouse peritoneal
	macrophages. J Leukoc Biol, v. 3, p. 274-280, 1990.
	WANG, Q.Q. et al. Integrin beta 1 regulates phagosome maturation in macrophages through Rac expression. J Immunol, v. 180, p. 2419-2428, 2008.
	WILLAMS, J.R.; GONG, H. Biological Activities and Syntheses of Steroidal Saponins: the Shark-Repelling Pavoninins. Lipids, v. 42, p. 77-86, 2007.
	YAKUBENKO, V.P. et al. The role of integrin alpha D beta2 (CD11d/CD18) in monocyte/macrophage migration. Exp Cell Res, v. 314, p. 2569-2578, 2008.
	ZHANG, H.Y. et al. Antithrombotic activities of aqueous extract from Gardenia jasminoides and its main constituent. Pharm Biol,  v. 51, p. 221-225, 2012.
	ZIMMERMANN, H.W.; TRAUTWEIN, C.; TACKE, F. Functional role of monocytes and macrophages for the inflammatory response in acute liver injury. Front Physiol,

