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ABSTRACT

The alkaloids beta-carbolines were firstly described by Goebel in 1841 in
Peganum harmala. These alkaloids present effects on the central nervous system,
inhibit the moamine oxidase enzyme, on the cardiovascular system, causing
hypotension and bradycardia and on DNA, forming DNA adducts. In the present study
we investigated five alkaloids of the beta-carbolines family (harman, harmine,
harmaline, harmol and harmalol) and the alkaloid caffeine on the proliferation of
lymphocytes stimulated by fitohemaglutin (PHA). A recognize in vifro for cellular
immune response. Mononuclear cells (lymphocytes) obtained from venous peripheral
blood from healthy volunteers were cultivated in RPMI1640 in bottom-flat 96 well
microplates at 37° C for 96 h. In the presence of 5% CO, in air, 1% PHA, 10%
autologous serum and each one of the alkaloids in concentrations ranging from 3 to 100
pg/ml”. In some experiments on 50 pg/ml™ in others cultures did not contain alkaloids.
The MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) method was
used to measure cellular proliferation. All five alkaloids from the beta-carbolines family
were able to inhibit lymphocyte proliferation in doses on 50 pg/ml™ and 100 pg/ml™
while harmol was also immunosuppressive in doses at 25 pg/ml”. On the other hand,
caffeine did not affect lymphocyte proliferation. When the alkaloids were added at
different periods after the beginning of cultures (0, 24, 48 and 72 hours) they showed a
variable immunosuppressive activity on PHA-treated lymphocytes. None causes
inhibition after 72 hours of culture, indicating a early action on cultures. Harmalol and
harmano suppress the proliferation only at time 0. Harmine inhibit until 48 h after the
beginning of cultures. Harmol and harmane had an intermediate action, since they
causes am inhibition until 24 h of culture. All beta-carbolines were able to suppress
lymphocyte proliferation when pre-incubated for 4 hours, reflecting an early action on
lymphocyte reactivity. Harmine and harmaline presented the greater inhibition on
lymphocyte proliferation when were present during the whole culture (pre-incubation
and incubation) when were add after pre-incubation the same occurred for harmol,
harmalol and harman. When present during the whole culture. However, these alkaloids

had a lesser effect when supplemented only after the pre-incubation. The studies



utilizing the flow cytometry confirmed the inhibition effects of these alkaloids,

indicating that their action is directed to lymphocytes (CD3+)
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1.1 ALCALOIDES

1.1.1 Aspectos gerais

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados que usualmente possuem uma ou
mais moléculas de carbono. Alguns apresentam uma estrutura simples, contendo
apenas um anel (aminas monociclicas), enquanto outros possuem uma estrutura
complexa com varios anéis (aminas policiclicas). Mais de 100.000 estruturas quimicas
de alcaloides sdo conhecidas. O grupo amino usualmente define suas propriedades
quimicas, tais como toxicidade e outras atividades farmacoldgicas importantes (Costa,
1993).

A classificagdo dos alcaloides é feita de acordo com sua via biossintética,
estrutura quimica e atividade biologica. Quanto a estrutura quimica, os alcaldides
podem ser classificados em verdadeiros, proto-alcaldides ou pseudo-alcaldides. Os
alcaloides verdadeiros e os proto-alcaldides sdo derivados de aminoacidos, sendo que
bs primeiros possuem um anel heterociclico nitrogenado, diferentemente dos proto-
alcaloides. J& os pseudo-alcaldides também possuem um anel heterociclico nitrogenado
porém ndo sdo originados de aminoécidos (Trease e Evans, 1978).

Os alcaldides estdo presentes em cerca de 20 a 40 % das plantas. SZo
encontrados tanto em dicotiledoneas quanto em monocotileddneas, bem como em
alguns géneros de fungos e em mamiferos. A maior concentragdo dos alcaldides €
encontrada na parte mais ativa da planta durante seu crescimento, geralmente a raiz
(Hashimoto e Yamada, 1994).

Em geral, nos mamiferos os alcaldides tém agdes multiplas sobre varios
sistemas. Podem estimular ou inibir o sistema nervoso central, podendo bloquear o
efeito da acetilcolina. Possuem a capacidade de produzir alteragSes visuais, como a
falta de reflexo para abrir os olhos ou fotofobia. Também agem em outros sistemas,
como o respiratorio, onde geralmente atuam conforme a dose ingerida, aumentando ou
diminuindo a freqiéncia respiratéria, € em certos casos levando a uma parada
respiratoria, o que pode ocasionar a morte do individuo. O sistema cardiovascular
pode sofrer a agdo dos alcaldides. A atuagdo ocorre diretamente sobre o coragdo com
a alteragdo da freqiiéncia cardiaca. No sistema digestivo, os alcaloides das solanaceas
sdo muito estudados pela propriedade de anular totalmente a secrecdo de saliva e

reduzir a secregdo gastrica (Gallo, 1987).
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Varios alcaldides ja despertaram interesse nos pesquisadores quanto aos seus
efeitos toxicos ou medicinais. No caso de alcaldides toxicos, os exemplos sdo a
nicotina (Nicotiana tabacum) e as solaninas do tomate (Lycopersicum esculetum) e da
batata (Solanum tuberosus) (Konno et alli., 1991; Witschi et alli., 1997; Friedman et
alli., 1996). ‘

A morfina extraida da papoula (Papaver somniferum) é um alcaldide muito
estudado devido as suas propriedades analgésicas freqiientemente utilizadas na
medicina (Sutton ez alli., 1997). Existem ainda os alcaldides com efeitos alucindgenos.
O LSD (Lysergic acid diethylamide) e a cocaina sio os mais estudados devido a
dependéncia que estes alcaldides induzem em seus usuérios (Abraham e Manem, 1996;
Young e Glennon, 1997).

Vincristina ¢ o alcaléide extraido da Vinca rosea. E utilizado no tratamento da
leucemia ndo-Hodgkin e em leucemias agudas (Niitsu ¢ Umeda, 1997). Na leucemia do
tipo mieldide cronica, o alcaldide eilatina, extraido de um tunicado (Fudistoma sp),
vem apresentando 6timos resultados na redugio da proliferagdo de células Philadelphia
positivas (Einat ef alli., 1995).

Existem vdrias teorias para explicar a producdo e a utilizagdo dos alcaldides
pelas plantas. Especula-se que sirvam como defesa contra animais (insetos) que
poderiam causar algum dano a planta, como reservatorio para sintese de proteinas, ou

ainda como reguladores de crescimento e reprodugdo (Costa, 1993).

1.1.2 BETA-CARBOLINAS

Os alcaloides da familia das beta-carbolinas foram primeiramente descritos em
1841 por Goebel (apud Meester, 1995) a partir da planta pertencente a familia das
zygophyllaceae, conhecida como Peganum harmala. Estes alcaldides sdo conhecidos
genericamente como alcaldides da harmala. Os nomes mais utilizados sdo harmina,
harmol, harmalol, harmano, harmalina e noraharmano (Allen e Holmstedt, 1980)

As Dbeta-carbolinas pertencem ao grupo de drogas alucindgenas
indolalquilaminas, os quais incluem drogas ilegais como o LSD e o N)N,
dimetiltriptamina (DMT) (Glennon, 1996).

Além de possuirem um grupo indélico, as beta-carbolinas apresentam um anel

piridinico hidrogenado. Conforme a estrutura do anel piridinico e dos substituintes R; e
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R, pode-se observar trés grupos. No primeiro grupo o anel ¢ insaturado e tem-se as
beta-carbolinas (BCs). Através da variagdo da estrutura dos substituintes, encontram-
se os alcaldides harmano, noraharmano, harmol e harmina. O segundo grupo ¢
formado pelas diidro-beta-carbolinas (DHBC), nas quais o anel piridinico esta na forma
parcialmente insaturada. Novamente, levando-se em considera¢do a variagdo dos
substituintes, tem-se diferentes alcaldides como a harmalina e o harmalol. Existe ainda
um terceiro grupo, com o anel piridinico totalmente saturado conhecido como
tetraidro-beta-carbolinas onde se encontram os alcaléides THBC, 2MT-THBC, 2MeO-
THBC e 1 MT-THBC, dependendo da varia¢do da estrutura dos substituintes (Figura
1.1) (Allen e Holmstedt, 1980).

A planta mais utilizada comercialmente para a extragdo dos alcaléides das beta-
carbolinas é a Syrian ou African rue (Peganum harmala), conhecida como harmala. E
a planta que possui a maior concentragdo dos alcaldides harmina e harmalina, cerca de
3% do peso seco. A Peganum harmala é um pequeno arbusto de clima arido. Cresce
até um metro de altura, € suculenta, as folhas sio verde brilhantes, as flores sdo
pequenas formadas por cinco pétalas, conspicuas e brancas, e florescem entre junho e
agosto. Os frutos sio em forma de capsulas valvuladas, que, quando maduras, se
abrem liberando varias sementes (McKenna et alli., 1984) (Figura 1.2).

A harmala ¢ originaria da Asia central e Siria, e atualmente cresce na costa
mediterrinea da Europa, Asia e Africa. E usada como corante na Pérsia e na confecgiio
de tapetes na Turquia. A semente tem sabor amargo e produz efeitos psicoativos, que
sdo utilizados na Asia com finalidade alucindgena. Acredita-se que a lenda dos tapetes
voadores € consequéncia do efeito alucindégeno destes alcaloides. Na India e no
nordeste do Tibete os alcaldides sdo utilizados como medicamento para sifilis, febre,
histeria, malaria, doenga de Parkinson, reumatismo, célica, asma, e ainda como pogdo
do amor, bem como em cerimdnias religiosas (Stafford, 1992).

Outra planta muito conhecida por possuir os alcaldides da harmala ¢ a
Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae). Cerca de 0,18% a 1,36% do peso seco da planta
contém os alcal6ides harmala, harmalina e principalmente a harmina (Airaksinen,
1981).

Os egipcios utilizavam a harmala como anti-fungicida e anti-bactericida. Dados
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Sistema 3-carbolina

norharmano H
harmano H
harmol OH
harmma OCH3

Sistema diidro-f-carbolina

* harmalol OH
harmalina OCH,

Sistema tetraidro-B-carholina
R,
I
N R,
H 2

12,3 A-tetraidro-B-carbolina (THBC) 11}‘
2-metil-1,2,3,4-tetraidro-B-carbolina QMT-THBC) H

6-metoxi-1,2,3,4-tetraidro-B-carbolina (2MeO-THBC) oC
1-metil-1,2,3,4-tetraidro-B-carbolina (IMT-THBC) H

Figura I.1: Estrutura dos alcaloides beta-carbolinas
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CH;
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Figura [.2: Peganum harmala
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na literatura conﬁrmém a acdo anti-bactericida, tanto para bactérias Gram-negativas
quanto para Gram-positivas, a agdo anti-fungica e a a¢@o anti-prurido destes alcal6ides
indolicos (El-Saad e El-Rifaie; 1980; Begum ef alli., 1996). Hudson e colaboradores
(1986) demonstraram atividade anti-viral da harmina para o citomegalovirus murino.
Foi também demonstrado, neste mesmo trabalho, o efeito da harmina no processo de
infec¢do da bactéria Escherichia coli B23 pelos bacteriofagos M13 e T4BO. O
alcaloide diminui a viruléncia dos bacteriéfagos.

Na América do Sul, a casca e a folha da Banisferiopsis caapi, malpighiaceae,
que contém beta-carbolinas, principalmente a harmalina, sdo utilizadas na produgdo de
uma bebida conhecida como yage (Coldmbia), ayahuasca (Equador) ou caapi (Brasil).
Esta bebida ¢ feita a partir da fervura da planta, resultando em um potente alucindgeno
utilizado para diversos fins entre eles em rituais religiosos (Naranjo, 1979; Luna, 1984;
Schutles, 1994).

Allen e Holmestedt (1980) e Hashimoto e colaboradores (1988) descreveram
varias a¢Oes dos alcaldides harmano, harmalol e harmalina, extraidos da Passiflora
incarnata, pertencentes a familia das passifloraceas, vulgarmente conhecida como
maracujazeiro. Sua agdo sedativa e antiespasmodica € utilizada nas neurastenias, nas
neuroses devidas a excesso de trabalho, nas perturbagdes nervosas da menopausa, nas
nevralgias, nas insOnias e na histeria.

Os alcaloides das beta-carbolinas sdo encontrados freqiientemente na nossa
dieta. Além de estarem presentes em 23 familias de angiospermas (Tabela I.1), estudos
demonstraram sua ocorréncia na folha e fumaga do cigarro (cerca de 100 vezes mais
concentrados do que os alcaldides encontrados na folha), em bebidas alcodlicas como
0 uisque, saqué e vinho e também em alimentos excessivamente cozidos. (Poindexter e
Carpenter, 1962 , Allen e Holmestdt, 1980; Meester, 1995). Estudos feitos com o
alcaldide noraharmano demonstraram valores entre 9,3 - 33,5 ng em amostras de urina
coletadas durante 24 horas em individuos com dieta normal (Wakabayashi ez alli.,

1997).
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ANGIOSPERMAS

Apocynaceae
Bignoniaceae
Calycanthaceae
Chenopodiaceae
Elaeagnaceae
Gramineae (Poaceae)
Lauraceae
Leguminosae
Loganiaceae
Malpighiaceae
Myristicaceae
Ochnaceae
Palmae (Arecaceae)
Papaveraceae
Passifloraceae
Polygonaceae
Rubiaceae
Rutaceae
Sapotaceae
Simaroubaceae
Solanaceae
Symplocaceae
Tiliaceae
Zygophyllaceae

Tabela I.1: Familias de angiospermas onde as beta-carbolinas estio presentes

(Adaptado de Allen & Holmstedt, 1980)
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Estes alcal6ides estdo presentes endogenamente em mamiferos, incluindo o
homem, localizando-se em diferentes liquidos biolégicos e tecidos. A presenga das
beta-carbolinas ja foi descrita no soro, no leite, na urina, no plasma, no cérebro, no
cristalino, nas plaquetas e no figado (Dillon et alli, 1976; Bidder et alli., 1979;
Airaksinen ef alli., 1981; lizuka e Yajima, 1993; Meester, 1995).

Acredita-se que estes alcaldides sdo formados endogenamente, pois a
conformagdo estrutural das beta-carbolinas encontradas no nosso organismo ¢
diferente das beta-carbolinas encontradas na natureza. Enquanto as beta-carbolinas
insaturadas e as diidro-beta-carbolinas sdo freqiientemente encontradas nas plantas
possuindo o grupo l-metila e 7-metoxila ou grupo hidroxila, nos tecidos dos

mamiferos encontramos primordialmente as tetraidro-beta-carbolinas com ou sem o

' grﬁpo metoxila ou hidroxila na posigdo 6 ( Airakinsen e Kari, 1981).

1.1.2.1 Sintese das beta-carbolinas

Na década de 80 foi demonstrado que a formagdo das beta-carbolinas se da
através da condensag@o entre uma indolamina (triptamina) e um aldeido (acetaldeido
ou formaldeido) (Reagdo de Pictet-Spengler, Figura 1.3). Esta reagio ocorre na
auséncia de enzimas e em pH fisiologico. A partir desta condensagio forma-se o 1-
metila-1-carboxi-tetraidro-beta-carbolina que é  metabolizado através do anel
hidroxilado (na posi¢do 5-, 6- e 7-), descaborxilado, metilado e desidrogenado
formando os compostos da familia das beta-carbolinas (Guynther et alli., 1986; Beck
et alli., 1988; Susilo e Rommelspacker, 1988).

Por outro lado, a formagdo do alcaldéide harmano a partir do acetoaldeido foi
verificada em ratos por Rommelspacher e colaboradores (1984). Apds a ingestdo de
etanol, houve um aumento na concentragdo do alcaldide harmano no cérebro e na
urina dos ratos.

Outros investigadores detectaram a presenga dos alcaldides na fumaga do
cigarro e em alimentos excessivamente cozidos, e atribuiram a presenga nos ultimos a
transformagdo do triptofano, visto que este aminoacido e as beta-carbolinas sdo
estruturalmente similares (Allen e Holmstedt, 1980; lizuka e Yajima, 1993). J4 Tse e
colaboradores (1991) observaram propriedades antioxidantes nas beta-carbolinas

similares as encontradas no triptofano e nas triptaminas de onde s@o originadas.
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Pictet-Spengler Isoquinoline Synthesis

RO o RO

RO RO

Reference: Heterocycles 39, 203 (19%4)

Figura 1.3: Reacao de Pictet-Spengler
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Eles verificaram também que as beta-carbolinas possuem propriedades antioxidantes
em varios orgdos de ratos, sendo que o harmalol, pertencente ao grupo das diidro-
beta-carbolinas, possui a maior atividade antioxidante, quando comparada com o

harmano, harmina e harmol.

1.1.2.2 Efeitos principais das beta-carbolinas
[.1.2.2.1 Sobre o Sistema Nervoso Central (SNC)

Varios efeitos sobre o SNC tém sido atribuidas as beta-carbolinas.

A administragdo dos alcaldides harmalina, harmano, noraharmano e harmina
induz tremores em gatos, macacos e camundongos, e tal efeito parece dever-se a
ligagﬁo‘ a receptores de triptaminas (Lamarre ef alli., 1971; Airaksinen ef alli., 1987,
Kawanishi et alli., 1994). Por outro lado, foi demonstrado que o alcaldide
noraharmano possui a capacidade de induzir, em homogeneizados de cérebro, a
produgio in vitro da toxina 2,9-Me,NH' que parece estar relacionada com a
degeneragdo nigrostriatal, a estrutura cerebral afetada na doenga de Parkinson
(Matsubara et alli., 1998).

Além disso, varios estudos demonstraram que a harmina, o harmano e a
harmalina inibem provavelmente a enzima monoamino oxidase A (MAO A). Estudos
feitos em retina bovina também confirmam a inibigdo da MAO pelo harmano, harmina
e harmalina (Most, 1985; Rommelspacher ef alli., 1991; Callaway, 1993; Fernandez de
Arriba et alli, 1994; May et alli., 1994; Rommelspacher ef alli., 1994; Kim et alli.,
1997).

Tendo em vista que a MAO ¢ uma das enzimas mais importantes na inativagéo
das aminas epinefrina, norepinefrina, adrenalina, noradrenalina, dopamina e serotonina
em metabolitos fisiologicamente inativos no corpo humano, entende-se porque sua
inibigdo provoca acimulo desses compostos, quando na ingestdo de alimentos ricos em
aminas tais como queijos velhos, cerveja, vinho, figado de galinha, grandes quantidades
de café, frutas citricas e chocolate, com repercussdes das mais variadas, como por
exemplo crises hipertensivas. Por outro lado, o efeito de anfetaminas, sedativos anti-
histaminicos, analgésicos potentes e agentes anti-depressivos tornam-se mais
prolongados na presenga destes alcaldides (Most, 1985).

Foi também observado em um outro trabalho que 300 mg de beta-carbolinas

podem provocar alucinagdes, provavelmente secundarias ao acimulo das aminas no
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sistema nervoso central e ao conseqliente estimulo dos receptores de
neurotransmissores (Naranjo, 1967). No entanto, ainda nfo se sabe se o efeito
alucindgeno € devido & inibigdo da MAO ou a similaridade estrutural das beta-
carbolinas com as indolaminas tais como a triptamina e a serotonina. Elas poderiam
atuar de forma parecida com o LSD, agindo como agonistas da serotonina ao se
ligarem temporariamente aos receptores da serotonina. Neste particular, Glennon
(1981) demonstrou que os alcaldides da harmala possuem a capacidade de se ligar a
receptores de serotonina (5-HT) de maneira competitiva. O sitio de ligagdo (sitio
amino) do alcaléide com o receptor 5-HT varia de alcaldide para alcalbide, o que
explica as diferentes afinidades que cada alcaloide possui.

Grella e colaboradores (1998) verificaram a capacidade da harmina e da
harmalinia em se ligar a receptores da serotonina 5-Ht, (Marek e Aghajanian, 1996).

Quando o harmano ¢ injetado no hipocampo de ratos LAD (Low Alcohol
Drinking), os animais passam a ter os niveis de serotonina (5-HT) e norepinefrina
aumentados, reforcando a agdo das beta-carbolinas sobre a concentragdo destes
neurotransmissores. (Adell e Myers 1995).

Os alcaldides da harmala podem ainda afetar o metabolismo e o
armazenamento de neurotransmissores aminérgicos de vertebrados e bloquear a
atividade de recaptagdo da N-acetiltransferase (Wright ez alli., 1979). Além disso, foi

verificado que o alcaldide harmano bloqueia receptores benzodiazepinicos

(Rommelspacher et alli., 1980).

1.1.2.2.2 Sobre o Sistema Cardiovascular

A harmina causa bradicardia e hipotensdo em gatos, ratos e seres humanos. Em
gatos ainda ocorrem apnea e outras arritimias ventriculares. J4 em cies, tanto a
harmina quanto a harmalina e o harmalol, provocam hipotensdo, bradicardia e aumento
da forga contratil do miocardio em graus vardveis provavelmente dependentes da

estrutura quimica dos compostos (Slotkin e Distefano, 1970; Aarons ef alli., 1977).

1.1.2.2.3 Sobre o DNA: Mutagénese e Carcinogénese
Tendo em vista que os genes controlam os seres vivos, alteragdes no genoma
de um individuo provocadas geralmente por mutagSes (substituigio de bases

nitrogenadas) podem afetar drasticamente seu desenvolvimento e sua propria
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sobrevivéncia (Futuyma, 1995). Desta forma, varias mutagdes podem ser
carcinogénicas.

Virias drogas encontradas na natureza inclusive em nossa alimentacdo sdo
mutagénicas, carcinogénicas e citotoxicas, despertando grande interesse entre os
pesquisadores com a finalidade de compreender os seus mecanismos de agd3o nos
0rganismos vivos.

Muitos destes compostos sdo formados pelo aquecimento excessivo de
alimentos ricos em proteinas, como por exemplo a carne. Estes compostos podem
conter aminas heterociclicas (HCAs) consideradas carcinogénicas e mutagénicas ou
entdo substancias com capacidade co-mutagénica como os alcaldides da harmala -
harmano e noraharmano - que sdo formados a partir da piré6lise do triptofano. Assim, o
risco da exposigdo de seres humanos as aminas heterociclicas depende do tipo de
alimentag3o, bem como do tempo e temperatura dos alimentos (Felton ef alli., 1997).
Individuos que se alimentam de carnes muito cozidas correm um risco maior de
desenvolver cancer de colon e reto. Sabe-se também que as HCAs ndo atuam sozinhas
no desenvolvimento do cé@ncer, mas provavelmente sdo o primeiro passo para
desencadear este processo (Gerhardsson ef alli., 1991; Sugimura ef alli., 1994).

As aminas heterociclicas sdo capazes de desenvolver adutos em seres humanos
(DNA adducts) (Figura 1.4). Entende-se por adutos a formagdo de pontes covalentes
entre as fitas do DNA. Estima-se que cada individuo entre em contato diariamente com
cerca de um grama de aminas heterociclicas provindas de alimentos cozidos
(Wakabayashi ef alli., 1997).

Além dos agentes mutagénicos, existem agentes conhecidos como co-
mutagénicos. Estas substdncias nio sio mutagénicas por si s6, porém, quando
combinadas a outras substincias, tornam-se mutagénicas, podendo ocasionar uma série
de danos ao DNA. Um exemplo ja estudado € o das beta-carbolinas ndo mutagénicas
que, quando unidas a determinadas aminas aromaticas presentes em vegetais € na
fumaga do cigarro (anilina ou toluidina) que também nfo sdo mutagénicas € a um
potencializador externo, S9 mix, passam a ser mutagénicas (Wakabayashi et alli.,
1997).

Alguns dos mecanismos moleculares responsiveis pela propriedade co-

mutagénica destes alcaldides devem-se as suas interagdes com o DNA (Hayashi, ef
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alli., 1977; Duportail ¢ Lami, 1975; Duportail, 1981), semelhantes a interagdo do
brometo de etidio ao DNA. Outro fator seria a capacidade alterar atividades
enzimaticas envolvidas no processo de reparo do DNA (Hayashi ef alli, 1977,
Meester, 1995).

Foi demonstrado que a administragdo de 0,1% do alcaléide harmano na
alimentag@o diaria de camundongos, por quatro semanas, induz adutos no figado e rins
dos animais. Ja o alcal6ide noraharmano, além de induzir adutos no figado e nos rins,
age da mesma forma sobre o estdmago e o intestino grosso (Yamashita ef alli., 1988).
O noraharmano parece também aumentar a mutagenicidade do benzo[a]pireno,
conhecido pelas suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas (Levitt et alli., 1977,
Fujino et alli., 1978).

Por outro lado, a combinagdo de derivados de substincias mutagénicas com o
alcal6ide harmano, um conhecido agente co-mutagéncio, provavelmente resulta em
risco de desenvolvimento de cancer (Boisset ef alli., 1994).

Na Escherichia coli, danos no DNA ou qualquer interferéncia em sua
replicagdo por agentes como a radiagio ultravioleta ou agentes carcinogénicos levam a
indugdo das fungdes SOS que correspondem a atividades relacionados com o reparo
do DNA. Tendo em vista que o harmano e o noraharmano induzem resposta SOS, ¢
bastante provavel a interagdo dos alcaldides com o DNA (Oda ef alli., 1988; Burns e
Bottino, 1989; Picada ef alli., 1997).

A troca entre cromatides irm3s é um excelente indicador de atividade
clastogénica e carcinogénica. Acredita-se que a troca entre cromatides irmas ocorra
durante a formagdo da forquilha de replicagio do DNA na fase S, pois quanto mais
perto da finalizagdo do processo de replicagdo, a incidéncia de troca entre cromatides
irmés torna-se menos freqiiente (Dillehay ef alli., 1989). Foi demonstrado que os
alcal6ides harmano, noraharmano, harmina e harmalina sio capazes de inibir a troca
entre cromatides irmas de células CHO (Chinese Hamster Ovary) incubadas com a
mitomicina C (droga que provoca a troca entre cromatides irmas). Provavelmente esta
inibi¢do ocorra devido a capacidade destes alcaldides em se intercalar na forquilha de
replicagio do DNA. Por outro lado, outros investigadores demonstraram que o
noraharmano produz um efetio contrario em células CHO, ou seja, o alcaloide induz a

troca entre cromatides irmds (Rutten e Wilmer, 1986). Em linfocitos periféricos
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humanos o alcaldide harmano foi capaz de induzir troca entre cromatides irmas (Abe e
Sasaki, 1977; Madle ef alli., 1981; Takehisa e Kanaya, 1982; Sasaki e Shirasu, 1993).

As aberragdes cromossdmicas ocorrem devido a irregularidades na divisdo
celular ou a acidentes (radiagdo) que atinja cromossomos interfasicos. Estudos
demonstraram que os alcaldides harmano e harmina, apds tratamento com luz UV e
mitomicina C, juntamente com o metabolizador (S-9) induzem aberragGes
cromossomicas em células CHO (Burns e Bottino, 1989; Sasaki ef alli., 1992).

Além de alteragbes cromossOmicas, os alcaloides da harmala podem induzir
mutag¢des por mudanga no quadro de leitura (frameshift mutation), que se caracteriza

pela alteragdo da sequiéncia de leitura devido a eliminagdo de uma ou mais bases. Os

~ alcaléides harmano e noraharmano induzem esta mutagio na linhagem #pE9777 de

Escherichia coli, enquanto na bactéria Salmonella typhimurium, na linhagem TA
1537, o alcaloide harmina apds sofrer metabolizagdo produz o mesmo efeito. Ja
linhagem TA97, juntamente com fragdo microssomal (S-9) o harmano e o harmol
apresentam uma pequena taxa de indugdo desta mutagdo (Wehner ef alli., 1979; Oda

et alli., 1988; Picada et alli., 1997).

1.2 SISTEMA IMUNE

As células formadoras do sistema imune sio derivadas de uma célula
totipotente conhecida como célula tronco. Para que estas células se desenvolvam e
diferenciem, € necessaria a ag¢do de varios fatores. Alguns destes fatores ja estdo bem
conhecidos, como € o caso por exemplo dos fatores estimuladores de formagdo de
colénias de macréfagos (M-CSF) e de granulécitos (G-CSF). Outros, como as
interleucinas (IL), desempenham fungdes muito importantes no bom funcionamento do
sistema imune. Para exemplificar, a IL-5 pode estimular progenitores hematopoiéticos
e o crescimento de eosindfilos ou ainda a IL-2 é capaz de estimular a proliferagdo de
linfocitos (Jones e Millar, 1989; Russel, 1992).

Duas linhagens celulares se diferenciam a partir desta célula tronco: a linhagem
mielide e a linhagem linféide (Figura L.5).
A linhagem mieldide é formada por células conhecidas como granulécitos,

fagocitos mononucleares e megacariocitos, além das hemacias. Os granuldcitos tém
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fungdo importante na resposta imune inata. Os eosinéfilos desempenham atividade
importante na eliminagio de parasitas e fazem parte da resposta adaptativa. Os
neutrdfilos apresentam atividade fagocitica. Os mastocitos agem protegendo o
individuo de diferentes patégenos. S@o estas células que secretam histaminas,
responsaveis pela sensibilidade alérgica. Os basofilos que apresentam fungdo
semelhante a dos mastocitos. Os fagdcitos mononucleares sdo compostos pelas células
dendriticas, pelos mondcitos que circulam continuamente no sangue e pelos
macrofagos que sdo a forma madura dos mondcitos. Estes fagocitos, assim como os
granuldcitos, desempenham papel importante na resposta inata. Existem ainda os
megacariocitos que dio origem as plaquetas (Abbas ef alli., 1997, Janeway e Travers,
1996).

A linhagem linfoide é formada pelos linfocitos B e T e pelas células NK
(Natural Killer). Os linfocitos B quando ativados se diferenciam em plasmocitos e
secretam anticorpos. Os linfocitos T estdo subdivididos em trés populagOes: os
linfocitos T auxiliares (CD4+) que ativam outras células como os macrofagos e
linfocitos B; os linfocitos T citotoxicos (CD8+) que eliminam as células infectadas com
virus ou bactérias e os linfocitos T supressores que parecem estar relacionados com a
regulagdo dos linfocitos T auxiliares e T citotoxicos. As células NK sdo importantes
na primeira linha de defesa contra agentes infecciosos e células metastéticas.

Os antigenos podem ser transportados para diversos 6rgéos (linfonodos, bago,
amidalas, adenoides, apéndice e intestino) e tecidos (epitélios e mucosas) especificos
do sistema imune. Desta forma os linfocitos e fagocitos que estdo sempre transitando
entre a circulagio sangiiinea e estes Orgdos e tecidos entram em contato mais
facilmente com estes antigenos.

Os orgdos linfoides sdo classificados em centrais ou primarios e periféricos ou
secundarios. Fazem parte dos 6rgéos linféides primarios a medula 6ssea e o timo. E na
medula Ossea que as células B e T s3o originadas, porém apenas a célula B ird maturar
neste 6rgdo. A maturagdo da célula T ird ocorrer no timo. Os linfécitos migram dos

orgdos primarios para os 6rgdos linfoides secundarios, entre os quais hé os linfonodos
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que sdo formados por uma rede de veias conhecidas como veias linfaticas e também
pela linfa que ¢ o fluido drenado dos tecidos. E através da linfa que os antigenos sdo
capturados. Os linfonodos possuem centros germinativos onde os linfocitos B, ap6s o
contato com o antigeno, irdo se diferenciar e proliferar. O bago também faz parte dos
Orgdos secundarios e possui a capacidade de capturar antigenos do sangue. As
amidalas, adendides, intestino, apéndice e a estrutura localizada no intestino conhecida
como placas de Peyer, também sdo orgios linfoides secundarios e podem capturar
antigenos retirando-os da circulagdo.

Células apresentadoras de antigeno ou APC (Antigen Presentig Cells) sio
células acessorias do sistema imune e estdo localizadas tanto na circula¢do quanto nos
6rgaos linfoides, sendo fundamentais na resposta contra patogenos. Varias células
fazem parte do grupo: as células dendriticas, os macrofagos, as células B e as células
epidérmicas de Langerhans. Todas estas células possuem em comum a capacidade de
fagocitar, lisar, processar e apresentar o antigeno no contexto do complexo maior de
histocompatibilidade para as células T.

O complexo maior de histocompatibilidade (MHC) sfo moléculas que
apresentam ao sistema imune diferentes peptideos originadas dos antigenos que foram
primeiramente fagocitados, lisados e processados. Existem dois tipos de moléculas do
MHC: de classe I e de classe II. As moléculas de classe I estdo presentes em todas as
células nucleadas do organismo. Ja as moléculas de classe II estdo presentes somente
nas células B, APC e linfocitos T em estagios especificos de ativagio.

O organismo possui duas maneiras de responder aos diferentes patogenos:
através da resposta inata e da resposta adaptativa.

A resposta imune inata funciona como uma primeira linha de defesa contra
patogenos. Fazem parte desta resposta a pele, a gordura, as mucosas, as células
fagociticas e o sistema de complemento. Caso haja insucesso, a resposta imune inata
pode dar inicio e direcionamento a resposta adaptativa.

A resposta adaptativa possui um sistema integrado de defesa onde iniimeras
células e moléculas agem de forma cooperativa. Os linfocitos possuem um dos papéis
mais importante no desenvolvimento da resposta adaptativa. Tanto as células B quanto
as células T possuem receptores em suas superficies para o reconhecimento de
antigenos. Nas células B os receptores sdo as imunoglobulirias ou Igs e nas células T,

os receptores de células T ou TCRs (Figura 1.6).
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Para que ocorra ativagdo dos linfocitos T CD4+ sdo necessarios pelo menos
dois sinais. Um primeiro sinal é dado pelo reconhecimento do complexo antigeno e
MHC 11 na superficie da célula APC, e os sinais secundarios sdo fornecidos por fatores
soliiveis como por exemplo a interleucina-1. A formagdo do complexo antigeno/MHC
se faz necessaria pois os linfocitos T CD4+ sdo incapazes de reconhecer o antigeno em
seu estado natural. A célula B, no entanto, reconhece o antigeno na sua forma nativa
ou solavel.

O principal sinal de ativagio para a proliferacdo das células T CD4+ é a
interleucina-2 (IL-2). Alguns destes linfocitos CD4+ podem se diferenciar em células
especificas de memoria. Estas células irdo formar uma resposta mais especifica se
entrarem em contato novamente com o antigeno.

Ja as células B quando apresentam o antigeno, complexado ao MHC 11, para as
células CD4+ que reconhecem o antigeno, recebem delas o estimulo para diferencia¢do
e proliferagdo. As células B diferenciadas sio chamadas de plasmocitos e passam a
secretar anticorpos.

Os anticorpos sdo proteinas que reconhecem e neutralizam antigenos soliveis e
marcam peptideos na superficie de patogenos para a destrui¢do destes pelas células
fagociticas ou citotoxicas. Atuam por diferentes mecanismos: I. a resposta do
anticorpo para antigenos de superficie ou patogenos invasores pode ser muito forte, e
o anticorpo pode ser capaz de reduzir o titulo de particulas virais significativamente; II.
anticorpos podem alterar a integridade estrutural de patégenos invasores através de
interagdes com a superficie do antigeno, podendo entdo tornar este patdgeno ndo
infeccioso. Este tipo de resposta com secregdo de anticorpos denomina-se resposta
humoral.

Outra classe de células B que pode se formar ap6s o sinal de ativagdo das
células T CD4+ sdo células que ndo secretam anticorpos mas permanecem com a
imunoglobulina na superficie. As células pertencentes a esta classe sio conhecidas
como células de memoéria, e podem sobreviver por semanas ou meses mesmo sem nova
estimulagdo antigénica. Elas permanecem circulando entre o sangue, linfa e orgdos
linfaticos. A estimulagfio desta classe de células leva a uma resposta secundéria que
serd mais rapida e mais especifica. O objetivo principal das vacinas ¢ o de induzir

memoria.
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A resposta celular visa eliminar células tumorais, células infectadas por virus ou
bactérias. Uma outra classe de linfocitos € envolvida: os linfocitos T citotoxicos CD8+
(CTLs) capazes de reconhecer e destruir as células infectadas. Estes linfocitos CD8+
constituem a segunda linha de defesa da resposta adaptativa, uma vez que a resposta
humoral gera anticorpos que podem ser capazes de neutralizar virus e diminuir o
namero de células infectadas a partir da infecg¢do original.

Varias citocinas atuam no sistema imune e aproximadamente 20 ja foram
descritas. Por exemplo, a IL-8 é responsavel pela atracdo quimica de neutrofilos e
células T, IL-1 é secretada por mondcitos em resposta a endotoxinas bacterianas e a
IL-5 € considerada um forte sinal estimulador para a proliferagdo de eosindfilos e
todos os fatores estimuladores de formagdo de coldnias como os G-CSF ou os M-CSF

Apesar da importancia fundamental de todas as células do sistema para o
desenvolvimento da resposta imune, as células T auxiliares destacam-se como
reguladoras de todas as demais. Deste modo, a investigagio da competéncia
imunologica de um organismo, ou da influéncia de diferentes fatores sobre esta

competéncia, concentram-se assim sobre estas células.
1.3 Medida da proliferagao linfocitaria

Diferentes ensaios medem a competéncia ou resposta imunologica na
proliferagdo linfocitaria. Entre os ensaios in vitro, destaca-se o que avalia o grau de
prolifera¢do de linfocitos T auxiliares.

Estimulos para a proliferagio celular in vifro podem ser de origem bacteriana,
causados por substincias quimicas ou ainda por lectinas. Simulando muitas das
condigdes encontradas in vivo, constituem-se em Otimas ferramentas para se estudar o
sistema imune.

A detecgdo de propriedades imunomodulatérias em compostos quimicos
também € investigada através da medida da proliferagdo de linfocitos na presenga
destes compostos. Um aumento da reatividade linfocitaria indica atividade
imunoestimuladora, enquanto a diminuigio da blastogénese celular reflete uma
atividade imunossupressora.

As lectinas sdo proteinas extraidas principalmente de sementes de plantas e de

varios invertebrados e promovem a estimulago mitogénica de linfocitos através da
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ligagdo a um carboidrato localizado na membrana celular dos linfocitos. A interagdo do
mitdgeno com o linfocito T altera o ciclo celular, levando a célula do estigio GO ao
estagio G1 e & divisdo celular. Como conseqiiéncia, havera a formagdo de mdltiplos
clones de linfocitos.

Os mitdgenos mais utilizados sdo: a fitoemaglutinina (PHA) e concanavalina A
(ConA) que estimulam linfocitos T humanos, o pokeweed mitogénio que estimula
linfécitos B humanos e o lipopolissacarideo (LPS) que estimula linfocitos B murinos
(Brooks et alli., 1987; Niks et alli., 1990; Sofuni et alli., 1992). Varios métodos
podem determinar o grau de proliferacdo linfocitaria, entre eles a incorporagio de
timidina triciada no DNA celular e o teste de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) que se baseia na atividade das desidrogenases, presentes

nas células viaveis.

1.4 Sistema imune e alcaloides

A capacidade de interagdo entre diversos alcaldides e o sistema imune vem
sendo objeto de estudos de muitos pesquisadores. O grande interesse neste tipo de
estudo é o de descobrir provaveis drogas que atuem como imunosupressores ou
imunoestimuladores podendo ser importantes no tratamento de transplantes, enxertos
ou estimulo de células com fungdo anticarcinogénica.

Algumas destas drogas estio bem caraterizadas. A morfina (Papaver
somniferum) possui a capacidade de inibir a ativagdo transcricional da interleucina-2
em timocitos de camundongos e é um potente imunossupressor, inibidor de células T e
B (Lu et alli., 1996; Roy et alli., 1997; Sacerdote ef alli., 1997; Hilburger et alli.,
1997). O alcaldide nicotina (Nicotiana fabacum) causa inibigdo da formagdo de
plasmécitos quando ratos ficam expostos por tempo prolongado a fumaca do cigarro e
diminui, in vitro, o numero de células T CD4+ (Geng ef alli., 1995; Zhang e Petro,
1996). O alcaldide deoxynupharidine (DON), extraido do rizoma Nuphar pumilum, foi
estudado como inibidor de outros fatores de crescimento entre os quais a IL-1 e o
interferon (Zhang et alli., 1995). Um alcaldide muito citado na literatura é o alcaloide
swainsonine que possui a capacidade de estimular a proliferagio de células
imunocompetentes, podendo inibir o crescimento de tumores em metastase e tumores
solidos (Olden et alli., 1991; Goss ef alli., 1996, 1997, Bdwen et alli., 1997). Além

disso, a administra¢do de cocaina a camundongos faz com que o nimero de células T,



W

lIntroducdo 24

B, NK e macrofagos seja reduzida (Xu ef alli., 1997). Além disso, estudos in vitro
demonstraram a redugdo da concentragdo de IL-1 e IL-2 apds a adigdo de cocaina a
culturas de células mononucleares retiradas de corddo umbilical (Karlix ef alli., 1998).
No presente trabalho foram investigadas atividades imunomodulatérias nos
alcal6ides da harmala (harmina, harmalina, harmol, harmalol e harmano) e foi utilizado

o alcaldide cafeina como controle das culturas.



II. OBJETIVOS

=,



Il. Objetivos 26

II.1 OBJETIVO GERAL

Detectar atividades imunoregulatérias in vifro em alcaldides da familia das

beta-carbolinas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar o efeito dos alcaléides harmina, harmalina, harmol, harmalol,
harmano sobre a proliferagdo in virro de linfocitos periféricos humanos

estimulados por fitoemaglutinina medida pelo teste colorimétrico MTT.

0 Determinar a ag¢do dos alcaldides harmina, harmalina, harmol, harmalol e
harmano sobre a proliferagdo de subtipos de linfocitos periféricos humanos através

do uso de citometria de fluxo.

O Analisar o efeito citotoxico dos alcaldides harmina, harmalina, harmol,

harmalol e harmano sobre linfocitos periféricos humanos.



[II. MATERIAIS E METODOS
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L1 EQUIPAMENTOS

Agitador, FANEM Mod. 255-B, S&o Paulo, SP, Brasil

Agitador magnético, Biomatic Aparelhos Cientificos Itda, Modelo 1001, Sdo Paulo,
SP, Brasil

Agitador Vortex, PHOENIX Mod. AT 56, Sdo Paulo, SP, Brasil

Autoclave vertical, Biomatic Aparelhos Cientificos ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil
Balanga analitica, FICCULAB V-200, Sao Paulo, SP, Brasil

Bomba de vacuo, Masterflex Cole-Parmer Mod. 7016-52, Sdo Paulo, SP, Brasil
Citémetro de fluxo, Becton/Dickinson, FACSCalibur, Sdo Paulo, SP, Brasil
Centrifuga refrigerada, Sorvall RT 6000B, Wilmington, DE, EUA

Deionizador Permution — Equipamentos e Produtos Quimicos Itda, Sdo Paulo, SP,
Brasil

Destilador Biomatic

Espectrofotometro de microplaca, Titertek multiskan

Esterilizador de ar, Steriler-Yashic. S8o Paulo, SP, Brasil

Estufa FANEM ltda, Modelo 002 CB

Estufa CO,, Forma Scientific, modelo 3337, Sdo Paulo, SP, Brasil

Filtro de esterilizagdo, Millex-Millipore, Sdo Paulo, SP, Brasil

Fluxo laminar, TROX Modelo FLV Série 448, S4o Paulo, SP, Brasil

Forno de microondas, Panasonic, Sdo Paulo, SP, Brasil

Medidor de pH, Digimed, Modelo DMPH-1, S4o Paulo, SP, Brasil

Microscopio optico, CARL ZEISS Standard 004 Br binocular, Alemanha
Microscopio invertido, CARL ZEISS ID03

Purificador de adgua, Milli-Q Plus Millipore

1.2 MATERIAL PERMANENTE

Pipeta de repetigdo, Eppendorf, modelo 4780
Pipeta multicanal 250 pl, Gilson
Pipetador automatico Pipet-Aid, Drummond Scientifico

Pipetas regulaveis, Gilson Pipetman, modelo P10, P20, P100, P200 ¢ P1000
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1.3 MATERIAL DE CONSUMO

I11.3.1 Materiais

Agulhas 25 x 7, Precisionglide, Becton/Dickinson
Céamara de Neubauer, Herka

Laminulas, COVER GLASS 22 x 22 mm

Luvas de latex, SAFESKIN

Membrana 0,45 um e 0,22 pm, Millippore

Pipetas graduadas de vidro, Laborpeq

Placas de cultura 6 pogos com fundo plano, Corning
Placas de cultura 96 pogos com fundo plano, Corning
Seringas descartaveis 1, 5 10 e 20 ml, Plastipak
Seringas de repeti¢do eppendorf 10, 50 e 100 ul
Ponteiras 0,2 e 1 ml, Costar, modelo 4862

Tubos conicos 15 e 50 ml, Corning

H1.3.2 Reagentes
Acido cloridrico P.A., Merck (Darmstdt, Germany)

Acido pirGvico, Sigma Chemical Company (Saint Louis, MO, EUA)

Alcaléides: Harmina, Harmano, Harmol, Harmalol, Harmalina e Cafeina, Sigma

Anticorpo anti-CD19 PE, Ambriex
Anticorpo anti-CD3 PE, Ambriex
Azul Tripan, Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

“Anticorpo anti-CD13 PE, Ambriex (S0 Paulo, SP, Brasil)

Bicarbonato de s6dio, Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

DMSO - Dimethyl Sulphoxide, Sigma
Fitoemaglutinina, Gibco (Grand Island, NY, U.S.A)

Garamicina 60 mg, Schering-Plough (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)

Glicose, Sigma

Solu¢do Hank’s, Sigma
Hepes, Gibco BRL
Histopaque 1077, Sigma



e e, e

e, N

Inst, Ciéncias Basicas da Sadde -
Biblioteca lll. Materiais e Métodos 30

Liquemine, Roche (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
Meio RPMI 1640, Sigma
MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide), Sigma

I11.4 MEIOS E SOLUCOES

111.4.1 Corante para as células
Foi utilizado uma solugdo de azul tripan a 0,2 % (p/v) em agua destilada

deionizada. No momento do uso, esta solugao foi diluida 1:1 em meio RPMI 1640.

111.4.2 Meio de cultura

Em 900 ml de 4gua proveniente do Milli-Q foi adicionado um frasco de meio
de cultura RMPI 1640, 2 g de bicarbonato de sodio, 60 mg de garamicina, 4,76 g de
Hepes e 0,11 g de piruvato de sodio. O pH foi ajustado para 7,15, com acido
cloridrico 12 N. O volume foi completado até 1000 ml e os meios esterilizados por
ultrafiltragdo em Millipore (0,22 um). O meio foi estocado a 4° C por no méaximo 30

dias.

111.4.3 Solucdo de lavagem

Em 900 ml de agua proveniente do Milli-Q foi adicionado solugdo Hank’se 2 g
de bicarbonato. O pH foi ajustado para 7,15, com acido cloridrico 12 N. O volume foi
completado para 1000 ml.e esterilizado por ultrafiltragdo em Millipore (0,22 pm). O

meio foi estocado a 4° C por no méaximo 30 dias.

111.4.4 Solugdes dos alcaldides

As solugdes dos alcaldides harmalina, harmina, harmalol, harmol e harmano
foram preparadas no dia do experimento com a solugdo mée na concentra¢do de 2 mg
/mf™" em meio RPMI 1640. A partir desta solugo, a concentragio desejada, para cada
experimento, foi obtida por diluigdo em meio RPMI 1640.

Todos as solugdes dos alcaléides foram preparados no escuro.
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111.4.5 Solugdo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide »

Foram dissolvidos 5 mg de MTT por ml de meio RPMI 1640. Esta solugio foi
protegida da luz e mantida por 5 minutos sob agitagio lenta seguida de filtragdo (filtro

0,22 pm).

I11.4.6 Solugdo de fitoemaglutinina

Estudos anteriores de nosso grupo (Schottfeldt ez alli, 1995) mostraram que a
concentragdo ideal para a indugdo de proliferagio linfocitaria com o mitdgeno
fitoemaglutinina (PHA), extraida da planta Phaseolus vulgaris, é de 1% em culturas de
96 horas de duragdo. Foi entdo preparada uma solugdo de PHA 4% de modo que a

concentragdo final em cultura ficasse em 1%.
I11.5 METODOS

11.5.1 Amostras de sangue e separagdo das células mononucleares

Amostras de sangue venoso periférico (20 ml) oriundas de individuos
saudaveis, com idade entre 18 e 55 anos, foram coletadas em seringas heparinizadas.

O sangue foi centrifugado a 400 g por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apos esta centrifugagdo, 5 ml do plasma foram removidos para posterior utilizagdo. O
plasma foi centrifugado a 800 g por 5 minutos e as hemacias e restos celulares
descartados.

Apbs a retirada do plasma, foi adicionado um volume de 3 ml de solugio
Hank’s de modo a diluir o sangue 1:2. Sete mililitros do sangue diluido foram
adicionados lentamente a 3 ml de Histopaque 1077 previamente colocados em tubos
cbnicos de 15 ml de capacidade. Os tubos foram centrifugados a 400 g por 30 minutos
a temperatura ambiente. A fase contendo a camada de células mononucleares foi
coletada com pipeta Pasteur e as células foram lavadas 2 vezes a 400 g por 7 minutos
em solugdo Hank’s a temperatura ambiente. Foram adicionados 5 ml de meio RPMI

1640 nos tubos contendo as células e uma aliquota de 100 ul foi retirada de cada tubo
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para contagem (adaptado de Boyum, 1968). A suspensdo de células foi feita em meio

RPMI 1640 em uma concentragdo de plasma autdlogo de 20%.

H1.5.2 Contagem das células

Foi adicionado 50 ul de azul de tripan 0,2% (p/v) a uma aliquota de 50 pul da
suspensdo de linfocitos. Os linfocitos foram contados em cdmara de Neubauer com
aumento de 40 X. Na ultima etapa, o volume das células foi ajustado com meio RPMI

1640 para que a concentragio ficasse em 16 x 10°células.ml™.

[1.5.3 Cultivo celular

As culturas foram preparadas em microplacas de fundo plano com 96 pogos em
ambiente estéril no fluxo laminar. Os alcaldides foram adicionados inicialmente as
placas nas doses desejadas em um volume final 50 pl, sempre protegidos da luz. Em
seguida, o mitdgeno fitoemaglutinina foi adicionado também em volume de 50 pl. Por
ultimo, 100 pl da suspensdo contendo as células e plasma autdlogo foram adicionados
a cultura. O volume final de cada pogo na cultura foi de 200 pl.

Todas as culturas foram feitas em triplicata e a média das triplicatas escolhidas

para os calculos.

Culturas teste
100 pl de suspensio celular (16 x 10* células)
50 ! do mitdgeno fitoemaglutinina

50 pl do alcaldide

Culturas controle

100 pl de suspensio celular (16 x 10* células)
50 ul do mitogeno fitoemaglutinina

50 pl de meio de cultura

As placas foram cobertas com tampa plastica, envolvidas em papel aluminio.

Este procedimento permite a troca de gases, mas nfo a saida de agua e tampouco a
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acdo da luz sobre os alcaldides. As placas foram incubadas a 37°C em uma atmosfera
umida com 5 % de CO, em ar por um periodo de 96 horas.
ApOs o término da incubagdo, as placas foram centrifugadas a 400 g por 10

minutos a temperatura ambiente.

Trés diferentes conjuntos de experimentos de cultivo celular foram realizados:

I. As células foram incubadas desde o inicio das culturas com varias
concentragdes (100, 50, 25, 12, 6 ou 3 pg.ml™) dos alcaldides.

II. Em algumas culturas, as células foram inicialmente pré-incubadas por 4
horas com os alcaléides (50 pg.ml™) e apos lavadas por 2 vezes com solugdo Hank’s a
400 g por 5 minutos. No grupo controle, as células foram incubadas por 4 horas com
meio RPMI. As células foram entdo incubadas por 96 horas em uma das condi¢des

abaixo:

Grupo 1: células pré-incubadas com o alcaldide, apos, incubadas com o mitdégeno e o
alcaloide

Grupo 2: células pré-incubadas com o alcaléide, ap6s, incubada com o mitégeno
Grupo 3: células pré-incubadas com o meio, apds, incubada com o mitégeno e o
alcaloide

Grupo 4: células pré-incubadas com o meio, ap0s, incubada com o mitégeno

Grupo 5: células pré-incubadas com o meio, apds, incubada apenas com o meio

I11. Os alcaléides (50 pg.ml™) foram adicionados em diferentes tempos (0, 24,
48 ou 72 horas) apds o inicio das culturas. As culturas continham além das células e do

mitogeno, um dos alcaloides.

111.5.4 Medida da proliferagdo linfocitdria

Com o objetivo de verificar o efeito dos alcaldides sobre a proliferagdo
linfocitaria estimulada pelo mitdgeno PHA, utilizou-se o ensaio do MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), descrito por Mossman e Fong

(1983). Este ensaio substitui o teste com a utilizagdo da [PH]timidina radioativa. O
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teste do MTT indica o nimero de células vidveis a partir da clivagem do sal
tetrazolium em um cristal denominado formazan, através da enzima succinato
tetrazolium redutase que pertence a cadeia respiratdria da mitocondria. Esta enzima s6
esta ativa em células viaveis. Este cristal formado ¢ dissolvido em DMSO, resultando
em uma solugdo colorida que pode ser medida por absorbincia. O valor obtido pela
absorbancia € diretamente proporcional ao numero de células viaveis na cultura.

Apo6s a remogdo do sobrenadante, conforme descrito acima, 120 pl de meio
RPMI 1640 foram adicionados a cada pogo seguidos de 30 ul da solugdo de MTT. A
placa foi incubada por mais 4 horas nas mesma condi¢des da cultura. Apés esta
incubagdo, a placa foi centrifugada a 800 g por 7 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi retirado por aspiragdo e a dissolugdo dos cristais feita pela adigdo de
120 ul de DMSO. A placa foi agitada lentamente durante 30 minutos. A leitura foi

feita a 495 nm em espectrofotometro.

I11.5.5 Teste de citotoxicidade

As culturas foram preparadas utilizando-se as mesmas concentragdes celulares
em placas de fundo plano com 6 pogos, em ambiente estéril na capela de fluxo laminar.
Os alcaldides foram primeiramente acrescentados na cultura nas doses desejadas em
um volume final de 250 pl, sempre protegidos da luz. Em seguida, foram colocados
250 pl da suspensdo contendo as células na cultura. O volume final de cada pogo na

cultura foi de 500 pl.

Cultura teste
250 pl de suspensdo celular

250 pl do alcaldide em uma de duas concentragdes: 100 pg.ml” ou 50 ug.ml™”

As culturas foram incubadas por um periodo de 24 horas e depois transferidas
para tubos de 1,5 ml. As células foram centrifugadas a 800 g durante 5 minutos e
ressuspendidas em 200 pl de meio RPMI 1640. A viabilidade das células foi
determinada utilizando aliquotas de 50 pl com adi¢do de igual volume de azul tripan

0,2% (p/v). A contagem das células foi feita em cadmara de Neubauer.
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111.5.6 Citometria de fluxo

Com a finalidade de verificar qual ou quais os tipos celulares presentes na
cultura, foi realizado o teste de tipagem celular por citometria de fluxo. Neste teste,
sdo simultaneamente avaliados alguns pardmetros celulares que incluem: o didmetro, a
quantidade das estruturas granulares e a marcagdo com anticorpos conjugados a
substancias fluorescentes.

Anticorpos marcados com fluorescéncia sdo frequientemente utilizados para a
identifica¢do de receptores de superficie e na diferenciagdo de subpopulagdes celulares.

Se as células apresentam o marcador de diferenciagdo (CD) no qual o anti-marcador

~ (anti-CD) foi adicionado, ocorre a ligagdo do anticorpo na superficie da célula. Como

resultado, a célula fica marcada com fluorescéncia. A estratégia consiste em submeter
as células a um feixe de raio laser. No momento que as células marcadas passam pelo
feixe de raio laser, ocorre a excitagdo e a emissdo da fluorescéncia que sdo captadas e
analisadas pelo citdmetro.

Neste ensaio, as células, o mitdgeno e os diferentes alcaldides foram incubados
em placas de fundo plano com 6 pogos a 37° C em estufa umida (5% de CO,) durante
96 horas conforme abaixo. Apds este periodo, as culturas foram transferidas para
tubos de 1,5 ml, centrifugadas a 800 g por 5 minutos a temperatura ambiente e
contadas em cdmara de Neubauer. As células incubadas com cada um dos diferentes
alcalides foram separadas em 3 tubos (10° células / por tubo). Cada um dos tubos 100
continha 100 pl de tamp&o fosfato salina com azida 1% e 20 pl de um dos anticorpos:
anti-CD3, anti-CD13 ou anti-CD19. Apo6s um periodo de incubag@o de 30 minutos a
temperatura de 4° C, as células foram lavadas duas vezes por centrifugagio a 400 g por
5 minutos com tampao fosfato salina contendo 1 % de azida. Foi entdo colocado 1 ml

de tamp3o fosfato salina contendo 1% de azida. As células finalmente foram analisadas

~ no citdmetro de fluxo. Enfatiza-se que os anticorpos anti-CD3, anti-CD13 e anti-CD19

identificam marcadores de superficie de linfocitos T, mondcitos e linfocitos B,

respectivamente.
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Culturas teste

250 pl de suspensdo celular em meio de cultura com 20% de plasma autdlogo
125 pl do mitégeno

125 pl do alcaléide (50 ug.ml™)

Culturas controle

250 pl de suspensdo celular em meio de cultura com 20% de plasma autélogo
125 pl do mitégeno
125 pl do meio

I1.6. ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos resultados da proliferagdo celular foi utilizado o
programa SPSS (Statiscal Package for the Social Sciences, Nie ef alli, 1975). A média
das triplicatas foi usada para os célculos estatisticos. As médias foram comparadas por
analise de varidncia (ANOVA), seguida do teste de raios multiplos de DUNCAN,

quando o F foi significante. A analise foi considerada significativa quando p<0,05 (*).
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IV.1 Efeito dos alcaldides beta-carbolinas e da cafeina sobre a proliferacio in
vitro de linfocitos periféricos humanos estimulados por fitoemaglutinina

Foram estudados os efeitos de cinco alcaldides provenientes da familia das
beta-carbolinas (harmano, harmina harmalina, harmol e harmalol) e do alcaldide
cafeina sobre a proliferacdo in vifro de linfocitos periféricos humanos estimulados
pelo mitdgeno fitoemaglutinina.

As Figuras IV.1 a IV.6 apresentam, respectivamente, o efeito dos alcaldides
harmina, harmalina, harmol, harmalol, harmano e cafeina, em diferentes
concentragdes, sobre a proliferagdo linfocitaria in vitro, expressa por absorbancia
determinada pelo teste colorimétrico de MTT.

Todas as cinco beta-carbolinas: harmano [F(6, 41)= 11,5290; p<0,01];
harmina [F(6, 41)= 5,7659; p<0,01]; harmalina [F(6, 42)= 8,0478; p<0,01]; harmol
[F(6, 41)= 14,7934; p<0,01] e harmalol [F(6, 41)= 10,8163; p<0,01] inibiram a
proliferagio linfocitaria nas doses de 50 e 100 ug.ml”’, enquanto nas concentragdes
mais baixas (3 e 6 e 12 pg.ml™) nio houve qualquer tipo de alteragio da proliferagio
linfocitaria. O alcaldide harmol foi o Unico a inibir a resposta linfocitaria in vitro na
concentragio de 25 pg.ml’ (Figura IV.3). Pode-se observar para estas beta carbolinas
um efeito dose-resposta, melhor caracterizado a partir da concentragdo de 12 pg.ml™.
Ja a cafeina [F(6, 27)= 0,7027] ndo causou qualquer alteragio na proliferagio
linfocitéria nas doses testadas (Figura IV.6).

A tabela IV.1 sumariza o grau de inibigdo da proliferagdo celular provocada

pelas beta-carbolinas.

IV.2 Efeito citotdxico das beta-carbolinas

A Figura IV.7 mostra os resultados do teste de citotoxicidade realizado com os
alcal6ides harmina, harmalina, harmol, harmalol e harmano que foram incubados nas
concentragdes de 50 e 100 pg.ml’ com as células mononucleares por 24 horas. Apos,
foi contada a viabilidade celular com o teste do Azul de Tripan. A harmalina, o

harmano, o harmol e harmina apresentam citotoxicidade na dose de 100 pg.ml”. Na

dose de 50 pg.ml™, apenas a harmalina foi citotoxica.
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FIGURA IV.1 — Efeito do alcaléoide harmina sobre a proliferacio in vitro de
linfécitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno fitoemaglutinina.

Linfocitos periféricos de 6 doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de

fitoemaglutinina (1% v/v) e do alcal6ide em diferentes concentragdes (3, 6, 12, 25, 50

ou 100 pgml™?). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbéncia,
determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo ** p<0,01, comparado ao grupo
controle (PHA), na auséncia do alcaldide; Célula = culturas idénticas na auséncia de

estimulo mitogénico e alcaldide.
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FIGURA IV.2 — Efeito do alcaléide harmalina sobre a proliferacio in vitro de
linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno fitoemaglutinina.
Linfocitos periféricos de 6 doadores foram cultivados durante 96 horas na presenca de
. fitoemaglutinina (1% v/v) e do alcaldéide em diferentes concentragdes (3, 6, 12, 25, 50
ou 100 pgml™). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbincia
determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo ** p<0,01, comparado ao grupo
controle (PHA), na auséncia do alcaldide; Célula = culturas idénticas na auséncia de

estimulo mitogénico e alcaloide.
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FIGURA 1V.3 - Efeito do alcaléide harmol sobre a proliferacio in vitro de
linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno fitoemaglutinina.
Linfocitos periféricos de 6 doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de
fitoemaglutinina (1% v/v) e do alcaloide em diferentes concentragdes (3, 6, 12, 25, 50
ou 100 pg.ml?'). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbancia |,
determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo teste de raios
miltiplos de Duncan, quando o F foi significativo * p< 0,05 e ** p<0,01, comparado
ao grupo controle (PHA), na auséncia do alcaldide; Célula = culturas idénticas na

auséncia de estimulo mitogénico e alcaldide.
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FIGURA 1V.4 — Efeito do alcaléide harmalol sobre a proliferacio in vitro de
linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno fitoemaglutinina.
{ Linfocitos periféricos de 6 doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de

fitoemaglutinina (1% v/v) e do alcaldide em diferentes concentragdes (3, 6, 12, 25, 50
) ou 100 pg.ml™"). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbincia ,
determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo ** p<0,01, comparado ao grupo

" controle (PHA), na auséncia do alcaldide; Célula = culturas idénticas na auséncia de

estimulo mitogénico e alcaldide.
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FIGURA IV.5 - Efeito do alcaloide harmano sobre a proliferacio in vitro de
linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitéogeno fitoemaglutinina.
Linfocitos periféricos de 6 doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de
fitoemaglutinina (1% v/v) e do alcal6éide em diferentes concentragdes (3, 6, 12, 25, 50
ou 100 pg.ml™). Os resultados (média = DP) foram expressos em absorbincia
determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferencas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo ** p<0,01, comparado ao grupo
controle (PHA), na auséncia do alcaldide; Célula = culturas idénticas na auséncia de

estimulo mitogénico e alcaldide.
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FIGURA IV.6 — Efeito do alcaloide cafeina sobre a proliferacio in vitro de
linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno fitoemaglutinina.
Linfocitos periféricos de 4 doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de
fitoemaglutinina (1% v/v) e do alcaloide em diferentes concentragdes (3, 6, 12, 25, 50
ou 100 pg.ml?). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbincia ,
determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferencas entre as médias dos
véarios grupos foram calculadas por analise de varidncia. Nao houve diferenga

significativa. PHA = grupo controle na auséncia do alcaldide, Célula = culturas

idénticas na auséncia de estimulo mitogénico e alcaldide.
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TABELA IV.1 Inibicdo da blastogénese linfocitiria provocada pelas beta-

carbolinas.
Inibi¢do da blastogénese (%)
Dose (ug.mi™) Harmina Harmalina Harmol Harmalol Harmano
3 - - - - -
6 - - - - -
12 18,760,572 21,03+ 0,307 15,92+ 0,247 5,56+0,237 -
25 32,48+0,574 34,04+0318  32.26%+0208 21,2806 1,.87+0,29
50 58,08%%+0303 70,21%*%+0,157 69,80%*+0325 49,37%*1£0300- 28,03%*+0,246
100 68.,45*%*+ 0,159  78,11**+0,072 85,15%*1£0,147 76,90%*+0,075 76,43%*+ 0,075

Os valores correspondem as médias + DP das percentagens de inibigdo *
p<0,05 e ** p<0,01, comparado com as culturas controles (0% de inibi¢do) sem a

presenga dos alcal6ides. — Né@o houve inibigao.
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FIGURA 1V.7 — Efeito citotoxico dos alcaléides harmina, harmalina, harmol,
harmalol e harmano sobre as células mononucleares humanas incubadas por 24
horas. As culturas controle (célula), em que ndo se adiciona qualquer alcaloide,
apresentam 100% de viabilidade. Os valores representam a média + DP das
percentagens de viabilidade relativamente ao grupo controle (100%). As diferengas
entre as médias dos varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida
pelo teste de raios multiplos de Duncan, quando o F foi significativo *p<0,05 e

**p<0,01.
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IV.3 Efeito do tempo de adicio das beta-carbolinas as culturas sobre a
reatividade celular de linfocitos periféricos humanos estimulados por
fitoemaglutinina

Para avaliar a influéncia do tempo de adigdo das drogas sobre a reatividade
linfocitaria, as beta-carbolinas foram colocadas em tempos distintos apds o inicio da
cultura. As figuras IV.8 a IV.12 apresentam os resultados destes experimentos quando
os alcaldides foram adicionados na concentracdo de 50 pg.ml™ em diversos periodos
(0, 24, 48 e 72 horas) do inicio da cultura. A proliferagdo linfocitaria in vitro,

expressa pela absorbancia, foi determinada pelo teste colorimétrico de MTT.

Quando os alcaléides foram adicionados 72 horas apds o inicio das culturas,
nio causaram qualquer inibigdo na reatividade linfocitaria. Além disso, apenas a
harmina [F(4, 24)= 10,8938; p<0,01] foi capaz de inibir a proliferagdo até 48 horas
apos o inicio das culturas. Por outro lado, todos (harmina, harmalina, harmol,
harmalol e harmano) inibiram a proliferagio linfocitaria no tempo O hora da cultura,
como ja havia sido verificado nos experimentos iniciais (Tabela IV.1). Finalmente,
com excegdo do harmalol [F(4, 29)= 4,4264 p<0,01], todos os outros alcaloides das
beta-carbolinas (harmina [F(4, 24)= 10,8938; p<0,01]; harmalina [F(4, 29)= 13,3245,
p<0,01]; harmol [F(4, 19)= 10,5934; p<0,01] e; harmano [F(4, 19)= 1,6637; p<0,05],

inibiram a prolifera¢ao no tempo de 24 horas.

A tabela TV.2 sumariza estes resultados.
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FIGURA IV.8 —~ Efeito do alcaléide harmina, adicionado em diferentes tempos de
adi¢io das culturas, sobre a proliferacio in vitro de linfocitos periféricos
humanos estimulados pelo mitogeno fitoemaglutinina. Linfécitos periféricos de 5
doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de fitoemaglutinina (1% v/v)
com adigdo do alcaléide (50 pg.ml”) em diferentes tempos apds o inicio da cultura
(0, 24, 48 e 72 horas). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbéncia
determinada pelo método colorimétrico de MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de variincia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo ** p<0,01, comparado com o

controle (PHA) que ndo continha qualquer alcaléide.
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FIGURA 1V.9 - Efeito do alcaléide harmalina, adicionado em diferentes tempos
de adi¢io das culturas, sobre a proliferagiio in vitro de linfécitos periféricos
humanos estimulados pelo mitogeno fitoemaglutinina. Linfocitos periféricos de 5
doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de fitoemaglutinina (1% v/v)
com adi¢do do alcaléide (50 pg.ml™) em diferentes tempos apds o inicio da cultura
(0, 24, 48 e 72 horas). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbancia
determinada pelo método colorimétrico de MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de variancia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo ** p<0,01, comparado com o

controle (PHA) que ndo continha qualquer alcaloide.
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FIGURA IV.10 — Efeito do alcaléide harmol, adicionado em diferentes tempos de
adicdo das culturas, sobre a proliferacio in vitro de linfocitos periféricos
humanos estimulados pelo mitégeno fitoemaglutinina. Linfocitos periféricos de 5
doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de fitoemaglutinina (1% v/v)
com adi¢io do alcaldide (50 ug.ml™') em diferentes tempos ap6s o inicio da cultura
(0, 24, 48 e 72 horas). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbancia
determinada pelo método colorimétrico de MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por anélise de varidncia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo * p<0,05 e ** p<0,01, comparado

com o controle (PHA) que nfo continha qualquer alcaloide.
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FIGURA IV.11 - Efeito do alcaléide harmalol, adicionado em diferentes tempos
de adico das culturas, sobre a proliferacio in vitro de linfocitos periféricos
humanos estimulados pelo mitogeno fitoemaglutinina. Linfocitos periféricos de 5
doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de fitoemaglutinina (1% v/v)
com adi¢do do alcaldide (50 pg.ml™) em diferentes tempos apés o inicio da cultura
(0, 24, 48 ¢ 72 horas). Os resultados (média = DP) foram expressos em absorbancia
determinada pelo método colorimétrico de MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo ** p<0,01, comparado com o

controle (PHA) que nfio continha qualquer alcaloide.
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FIGURA IV.12 — Efeito do alcaléide harmina, adicionado em diferentes tempos
de adi¢do das culturas, sobre a proliferacio in vitro de linfocitos periféricos
humanos estimulados pelo mitégeno fitoemaglutinina. Linfocitos periféricos de 5
doadores foram cultivados durante 96 horas na presenga de fitoemaglutinina (1% v/v)
com adigio do alcaléide (50 pg.ml™) em diferentes tempos apos o inicio da cultura
(0, 24, 48 e 72 horas). Os resultados (média + DP) foram expressos em absorbancia
determinada pelo método colorimétrico de MTT. As diferengas entre as médias dos
varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo teste de raios
multiplos de Duncan, quando o F foi significativo * p<0,05, comparado com o

controle (PHA) que ndo continha qualquer alcaléide.
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TABELA 1V.2: Inibicic da blastogénese linfocitaria provocada pelas beta-

carbolinas, quando adicionadas em diferentes periodos apés o inicio das

culturas.
Inibigdo da blastogénese (%)
Tempo de adi¢do Harmina Harmalina Harmol Harmalol Harmano
0 56,72%*+0,203 58,3%*+0,060 65,45**+0,059 26,46%*+0,172 31,19*+ 0,262
24 63,65%*+0,120 32,87**+0,261 28.45%+0,238 1,43+0,100 12,55%+0,089
48 46,09**1 0,204 1,740,173 18,44+0,118 2,73+0,069 2,24+0,089
72 4 26+0,190 - 8,92+0,036 2,14+0,075 9,02+0,107

Os valores correspondem as médias das percentagens de inibi¢do * p<0,05 e **
p<0,01, comparado com as culturas controles (0% de inibigdo) sem a presen¢a dos

alcaldides.
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IV.4 Efeito da pré-incubacio das beta-carbolinas sobre a resposta celular de
linfocitos periféricos humanos estimulados por fitoemaglutinina

A fim de verificar se um contato prévio com os alcaldides causava algum tipo
de modificagdo na capacidade das células responderem ao mitdgeno, as células foram
pré-incubadas com os alcaldides por 4 horas, apds o que as culturas eram processadas
normalmente.

As figuras IV.13 a IV.17 mostram o efeito da pré-incubagdo por 4 horas dos
alcal6ides, na concentragio de 50 pg.ml”, sobre a proliferagio linfocitaria in vitro,
expressa pela absorbancia e determinada pelo teste colorimétrico de MTT. As células
mononucleares foram incubadas em cinco condigdes distintas. Na condi¢do 1 (C1),
ocorreu pré-incubagdo das células por 4 horas com os alcaldides, seguindo-se a
adig@o do mitodgeno e o periodo de incubagdo de 96 horas. Na condigdo 2 (C2), apds a
pré-incubacdo das células por 4 horas com os alcaldides, as células foram lavadas e
adicionadas as culturas na presenga do mitogeno. Na condigdo 3 (C3), as células
foram pré-incubadas somente com o meio de cultura por 4 horas; ap0s este periodo de
incubagdo, os alcaldides e o mitogeno foram suplementados as culturas. Na condi¢do
4 (C4), as células foram pré-incubadas com meio de cultura por 4 horas; ap6s este
periodo, as culturas continham o mitégeno. Finalmente, na condigdo 5 (C5), as
células foram pré-incubadas por 4 horas e posteriormente incubadas somente com o
meio de cultura.

Os alcaldides harmina [F(3, 23)= 86,4761, p<0,01]; harmalina [F(3, 23)=
46,8537, p<0,01]. harmol [F(3, 23)= 13,5893; p<0,01], harmalol [F(3, 23)= 19,8176;
p<0,01] e harmano [F(3, 23)= 15,6626; p<0,01] foram capazes de inibir a ativagdo
linfocitaria nas condi¢gdes C1, C2 e C3.

Pode-se observar nas figuras IV.13 a IV.17 que apenas a pré-incubagdo dos
linfocitos com os alcalbides (C2) foi suficiente para inibir a proliferagdo, indicando
que os mesmos atuam em um estagio precoce do ciclo celular, ndo sendo mais
necessarios apos esta fase inicial.

Por outro lado, a presenga dos mesmos durante a pré-incubagio e a incubagdo
(C1) provocou uma maior inibigio, efeito observado com todas as drogas. A adigdo
dos alcaléides somente durante o periodo de incubagdo (C3) resultou em uma menor
(harmol, harmalol e harmano) (Figuras IV.15, IV.16 e IV.17) ou igual (harmina e
harmalina) (Figuras IV.13 e IV.14) inibi¢do do que quando presente em todas as

etapas da cultura. A tabela IV.3 sumariza estes resultados.
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FIGURA 1V.13 - Efeito da pré-incubacio do alcaléide harmina sobre a
proliferagio in vitro de linfécitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno
fitoemaglutinina. Foram utilizados linfocitos periféricos humanos obtidos de 6
doadores. As células foram pré-incubadas por 4 horas com 0s alcal6éides ou meio de
cultura. Apos este periodo, as culturas foram feitas em cinco condigdes distintas: Cl1 -
pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaloide; ap6s, adigdo do alcal6ide e do
mitogeno; C2 - pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaldide; apds, adigdo
do mitogeno nas células lavadas; C3 - pré-incubagdo por 4 horas das células com o
meio; ap0s, adigdo do alcaldide e do mitdgeno; C4 - pré-incubagdo por 4 horas das
células com o meio; apds, adigdo do mitégeno e C5 - pré-incubag@o por 4 horas e
incubagdo das células com o meio. Os resultados (média + DP) foram expressos em
absorbancia determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as
médias dos varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo
teste de raios multiplos de Duncan, quando o F foi significativo **p<0,01, comparado

ao grupo controle (C4), na auséncia do alcaldide.
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HARMALINA (CONDICOES DAS CULTURAS)

FIGURA 1V.14 — Efeito da pré-incubacio do alcaloide harmalina sobre a
proliferacgio in vitro de linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno

fitoemaglutinina. Foram utilizados linfocitos periféricos humanos obtidos de 6

‘doadores. As células foram pré-incubadas por 4 horas com os alcal6éides ou meio de

cultura. Apos este periodo, as culturas foram feitas em cinco condigdes distintas: C1 -
pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaloéide; apds, adigdo do alcaldide e do
mitégeno; C2 - pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaldide; apds, adig@o
do mitdgeno nas células lavadas; C3 - pré-incubagio por 4 horas das células com o
meio; ap0s, adi¢do do alcaldide e do mitogeno; C4 - pré-incubag@o por 4 horas das
células com o meio; apods, adi¢io do mitégeno e C5 - pré-incubagdo por 4 horas e
incubagdo das células com o meio. Os resultados (média + DP) foram expressos em
absorbincia determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as
médias dos varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo
teste de raios multiplos de Duncan, quando o F foi significativo **p<0,01, comparado

ao grupo controle (C4), na auséncia do alcaloide. ## p<0,01 comparado ao grupo C2.



IV.Resultados 57

ancia

~

absorb

C5 C4 C1 Cc2

HARMOL (CONDICOES DAS CULTURAS)

FIGURA 1IV.15 - Efeito da pré-incubacio do alcaléide harmol sobre a
proliferacio in vitro de linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno
fitoemaglutinina. Foram utilizados linfécitos periféricos humanos obtidos de 6
doadores. As células foram pré-incubadas por 4 horas com os alcaloides ou meio de
cultura. Apos este periodo, as culturas foram feitas em cinco condigdes distintas: C1 -
pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaldide; ap6s, adigdo do alcaldide e do
mitdgeno; C2 - pré-incubag@o por 4 horas das células com o alcaloide; apos, adicdo
do mitégeno nas células lavadas; C3 - pré-incubagio por 4 horas das células com o
meio; apds adigdo do alcaloéide e do mitdgeno; C4 - pré-incubag@o por 4 horas das
células com o meio; apods, adi¢do do mitogeno e C5 - pré-incubagdo por 4 horas e
incubagdo das células com o meio. Os resultados (média + DP) foram expressos em
absorbancia determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as
médias dos varios grupos foram calculadas por analise de variancia, seguida pelo
teste de raios multiplos de Duncan, quando o F foi significativo **p<0,01, comparado

ao grupo controle (C4), na auséncia do alcaldide. e p<0,01 comparado ao grupo C3.
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FIGURA 1V.16 - Efeito da pré-incubacio do alcaléide harmalol sobre a
proliferacio in vitro de linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno
fitoemaglutinina. Foram utilizados linfocitos periféricos humanos obtidos de 6
doadores. As células foram pré-incubadas por 4 horas com os alcaldides ou meio de
cultura. Apds este periodo, as culturas foram feitas em cinco condigdes distintas: C1 -
pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaldide; apés, adigao do alcaldide e do
mitégeno, C2 - pré-incubag@o por 4 horas das células com o alcaldide; apds, adigdo
do mitdgeno nas células lavadas; C3 - pré-incubag@o por 4 horas das células com o
meio; apos adigdo do alcaldide e do mitégeno; C4 - pré-incubagdo por 4 horas das
células com o meio; ap6s, adigdo do mitdgeno e C5 - pré-incubagido por 4 horas e
incubagio das células com o meio. Os resultados (média + DP) foram expressos em
absorbincia determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as
médias dos varios grupos foram calculadas por analise de variancia, seguida pelo
teste de raios multiplos de Duncan, quando o F foi significativo **p<0,01, comparado
ao grupo controle (C4), na auséncia do alcaléide; ee p<0,01 comparado ao grupo C3;

# p<0,05 comparado ao grupo C2
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FIGURA 1IV.17 — Efeito da pré-incubacio do alcaléide harmano sobre a
proliferaciio in vitro de linfocitos periféricos humanos estimulados pelo mitégeno
fitoemaglutinina. Foram utilizados linfocitos periféricos humanos obtidos de 6
doadores. As células foram pré-incubadas por 4 horas com os alcaldides ou meio de
cultura. Apos este periodo, as culturas foram feitas em cinco condigdes distintas: C1 -
pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaldide; apds, adigdo do alcaldide e do
mitdgeno; C2 - pré-incubagdo por 4 horas das células com o alcaldide; apos, adig@o
do mitogeno nas células lavadas; C3 - pré-incubagdo por 4 horas das células com o
meio; apoOs adigdo do alcaléide e do mitogeno; C4 - pré-incubagio por 4 horas das
células com o meio; apés, adigdo do mitégeno e C5 - pré-incubag@o por 4 horas e
incubagio das células com o meio. Os resultados (média + DP) foram expressos em
absorbancia determinada pelo método colorimétrico do MTT. As diferengas entre as
médias dos varios grupos foram calculadas por analise de varidncia, seguida pelo
teste de raios multiplos de Duncan, quando o F foi significativo **p<0,01, comparado

ao grupo controle (C4), na auséncia do alcaléide; e p<0,05 comparado ao grupo C3.
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TABELA IV.3: Influéncia da pré-incubagio das células com os alcaléides sobre a

imunossupressio in vitro.

Percentagem de inibigdo

Alcaloide C1 C2 C3
Harmina 71,90**+ 0,091 67,35%*%+0,058 73,38%*10,056
Harmalina 78,28**+0,079 34,13%*+0,169 73,61%*1£0,079
Harmol 69,06**+0,048 47,79%*+ 0,221 32,31%%+0,227
Harmalol 72,25%*+0,244 51,31**+0,428 32,88%*+0,590
Harmano 76,68**+0,066 58,37**+0,101 43,35**+0,316

Os valores correspondem a média das percentagens de inibi¢do C4 (0% de inibi¢do) *
p<0,05 e ** p<0,01, comparadas na auséncia dos alcaldides. C1, C2, C3 vide figura

IvV.13
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IV.5 Imunofenotipagem dos tipos celulares presentes nas culturas de linfécitos
periféricos.

Devido ao efeito que o cultivo exerce sobre as células, os resultados de
citometria foram analisados em janelas que incluiram apenas as células viaveis.
Foram utilizados trés anticorpos: anti-CD3, anti-CD13 e anti-CD19 que identificam
marcadores de superficie de linfocitos T, mondcitos e linfocitos B, respectivamente.
A figura 1V.18 mostra o efeito dos alcaloides harmano, harmalol, harmalina e
harmalina sobre a proliferagdo dos linfocitos T (CD3). A ordem decrescente da
inibigdo da proliferagdo linfocitaria foi harmalina, harmina, harmalol e harmano.

O harmol ndo est4d mostrado na figura pois o nimero de células presentes na
cultura n2o foi suficiente para a analise por citometria de fluxo (o mais potente

1MUNOSsupressor).
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Figura IV.18: Citometria de fluxo das culturas de linfocitos T (CD3) estimulados

por PHA na prese

n¢a ou auséncia (controle) dos alcaléides.
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CD3 (linfocitos T).
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Os alcalodides inddlicos pertencentes a familia das beta-carbolinas sdo também
conhecidos como alcal6ides da harmala por terem sido inicialmente descritos na planta
Peganum harmala (Zygophillaceae). Desde entdo, as beta-carbolinas foram descritas
em 23 familias de angiospermas. Na América do Sul, os indios utilizam partes da
planta Banisteriopsis caapi para a produgio de uma bebida conhecida como yage
(Colémbia), ayahuasca (Equador) ou caapi (Brasil). Esta bebida possui alto poder
alucindgeno e alguns pesquisadores acreditam que a interagdo das beta-carbolinas com
o sistema nervoso central seja semelhante ao mecanismo de agdo do acido lisérgico, o
qual também pertence a classe dos alcaldides inddlicos (Naranjo, 1967).

Existem indicativos de que as beta-carbolinas se formem endogenamente em
mamiferos, pois a conformagdo estrutural encontrada nas plantas ¢ diferente da
encontrada em varios liquidos bioldgicos, tecidos e células de mamiferos, mais
especificamente em plaquetas, leite, urina, plasma, figado, cristalino e cérebro (Dillon
et alli., 1976; Bidder et alli., 1979, Airaksinen ef alli., 1981; lizuka e Yajima, 1993;
Meester, 1995). As beta-carbolinas também sdo encontradas na fumaga do cigarro,
bebidas alcoolicas tais como o vinho, o uisque € o saqué e na carne quando
excessivamente cozida (Poindexter e Carpenter, 1962 , Allen e Holmestdt, 1980,
Meester, 1995). A interagdo destes alcaldides com o sistema nervoso central tem sido
relacionada com a capacidade destes alcaldides em inibir de forma reversivel a agdo
da enzima monoamina oxidase A (MAO A) (Rommelspacher ef alli., 1991; Callaway,
1993; Rommelspacher et alli., 1994; Fernandez de Arriba ef alli., 1994 ; May ef
alli., 1994; Kim et alli., 1997;).

Existem ainda relatos da indugdo de tremores em gatos, macacos e
camundongos apds a administragdo das beta-carbolinas e de hipotermia em ratos
devido a intera¢do das beta-carbolinas com o sistema nervoso central (Lamarre ef alli.,
1971; Airaksinen et alli., 1987; Kawanishi et alli., 1994).

A acdo dos alcaldides no sistema imune tem despertado o interesse de varios
pesquisadores. No nosso grupo foram estudados os alcaléides yoimbina, corinantina e
berberina que apresentaram atividade imunossupressora em células T humanas e
murinas (Ckless et alli., 1995, 1996). Em outros trabalhos tem sido mostrado o efeito
imunossupressor de outros alcaldides, como é o caso da morfina, nicotina e vincristina
(Sutton et alli., 1997; Niitsu e Umeda, 1997; Geng et alli., 1995; Zhang e Petro,
1996).
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As beta-carbolinas harmina, harmalina, harmol, harmalol, harmano e
noraharmano sdo considerados agentes co-mutagénicos, pois na presenga de ativagio
metabdlica (S-9) apresentam um grau varidvel de mutagenicidade. Estudos
clastogénicos demonstraram a agdo das beta-carbolinas na indugdo de aberragGes
cromossomicas em células CHO (Chinese Hamster Ovary), na troca entre cromatides
irmas em células CHO e linfocitos periféricos humanos e mutagdes por mudanga no
quadro de leitura em bactérias. Além disso, foi demonstrado que estes alcaloides
possuem a capacidade de formar pontes covalentes no DNA (monoadigdo) em
camundongos e induzir fungdes SOS em bactérias (Abe e Sasaki, 1975; Madle et alli.,
1981; Takehisa e Kanaya, 1982; Yamashita et alli., 1988; Oda et alli., 1988; Dillehay
et alli., 1989; Burns e Bottino, 1989; Sasakii e alli., 1992; Sasaki e Shirasu, 1993;
Picada et alli., 1997).

Os alcalodides pertencentes a familia das beta-carbolinas estudados no presente
trabalho sdo divididos em dois grupos, conhecidos como beta-carbolinas aromaticas e
diidro-beta-carbolinas. Estes dois grupos sdo caracterizados pela presenga de um grupo
indolico e um anel piridinico hidrogenado, onde os substituintes variam de acordo com
o alcaloide. As beta-carbolinas aroméaticas harmina, harmol e harmano possuem o anel
piridinico insaturado e as diidro-beta-carbolinas harmalina e harmalol possuem o anel
piridinico insaturado (Allen e Holmstedt, 1980) (Figura I.1).

A proliferagdo linfocitaria em resposta a mitdogenos tem sido um instrumento
muito util para se avaliar a imunidade celular de individuos suspeitos de
‘imunossupressﬁo. Para tal, medidas de proliferagio linfocitaria como a incorporagio de
timidina no DNA celular (du Blois, 1973) e o teste do MTT (Loveland, 1992) sdo
rotineiramente utilizadas para a avaliagdo da imunidade celular. Assim, a suspeita de
imunidade deprimida em um individuo pode ser testada pela verificagdo da
proliferagdo de seus linfocitos quando estimulados in vifro por mitégenos. Uma outra
finalidade para os testes de proliferagdo linfocitaria ¢ a pesquisa de atividades
imunorregulatorias em compostos quimicos. Estes compostos sdo colocadas em
culturas de linfécitos de individuos normais e sua agdo sobre a blastogénese celular
estimulada por mitdgenos medida.

Neste estudo foram analisados os efeitos de cinco alcaloides pertencentes a
familia das beta-carbolinas (harmina, harmalina, harmol, harmalol e harmano) sobre a

proliferagdo in vitro de células mononucleares estimuladas por fitoemaglutinina,
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visando a identificagdo de possiveis propriedades imunomoduladoras. E foi utilizado o
alcal6ide cafeina como controle das culturas.

Foram utilizadas concentragdes dos alcaldides nas culturas variando entre 3 a
100 ug.ml™ e a concentragio do mitdgeno fitoemaglutinina (PHA) de 1% (Ckless et
alli., 1995, 1996). As microculturas continham 10% de plasma autélogo e 160.000
células em um volume final de 200 pl. Os linfocitos foram incubados por 96 horas a
37° C em uma atmosfera de 5% de CO, em ar. Para verificar a viabilidade celular, foi
usado o teste de azul de tripan. A proliferagio celular foi medida através do ensaio de
MTT (Sladowski et alli., 1993).

Todas as beta-carbolinas  estudadas apresentaram uma  atividade
imunossupressora in vitro, diminuindo significativamente a blastogénese celular nas
doses de 50 e 100 ug.ml'l. Ja o harmol apresentou um efeito maior, uma vez que
apresentou sua agdo na dose de 25 pg.ml”. Tendo em vista que a cafeina nfo causou
qualquer alterag@o na proliferagdo linfocitaria, é provavel que a agdo dos alcaldides
harmina, harmalina, harmol, harmalol e harmano tenha sido uma ago especifica desta
familia de compostos que tem uma estrutura quimica comum.

Ja foi demonstrado que as beta-carbolinas possuem a capacidade de se
intercalar a0 DNA de células mamiferas e de bactérias e tem sido proposto que esta
intercalagdo pode ser a responsavel pelas atividades co-mutagénicas e clastogénicas
(Hayashi ez alli., 1977; Meester, 1995).

Estudos anteriores realizados em nosso laboratorio demonstraram a agio
imunossupressora de varios aminoacidos, entre eles o triptofano, sobre a proliferagio
de linfocitos periféricos humanos (Sommer ef alli., 1994). O triptofano causou a maior
inibi¢8o da proliferagdo comparativamente aos outros aminoacidos, mas ndo tinhamos
uma explicagdo para tal fato. Considerando-se que nas plantas as beta-carbolinas sdo
derivadas do triptofano e que o grupo inddlico deste aminoacido € mantido,
provavelmente a agio das beta-carbolinas e do triptofano sobre os linfocitos periféricos
humanos ocorra através deste grupo indolico. Portanto, € possivel que o grupo indélico
destas moléculas afins seja a parte da molécula responsavel pela sua intercalacdo no
DNA. E que este seja o mecanismo responsavel pela inibigdo da reatividade
linfocitaria causada por estes compostos.

A atividade imunossupressora do triptofano e das beta-carbolinas e a

semelhanga estrutural destes alcaldides com este aminoacido podem ser de grande
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importincia para o desenvolvimento pelas indastrias farmacéuticas de drogas
estruturalmente semelhantes, com algumas nuances (radicais) que intensificariam sua
agdo imunossupressora para que possam ser utilizados para o tratamento de doengas
autoimunes ou rejeigdes.

A seguir, foi verificado que os alcal6ides harmano, harmina e harmol possuiam
acdo citotoxica na dose de 100 pg.ml™”, enquanto a harmalina foi citotoxica nas doses
de 50 e 100 pg.ml’. J4 o harmalol nio causou citotoxicidade em todas as doses
testadas. Portanto, descarta-se a possibilidade de citotoxicidade como causa de inibigdo
da prolifera¢do celular causada pelos alcal6ides harmano, harmina, harmol e harmalol,
com exce¢do da harmalina, cujo efeito citotoxico na dose de 50 pg.ml” possa estar
associado ao seu efeito imunossupressor in vitro.

Em outros experimentos os alcaléides harmina, harmalina, harmol, harmalol e
harmano foram adicionados as culturas nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas ap6s o inicio
das mesmas. Os alcaldides mostraram uma atividade imunomodulatéria variavel
dependente do momento em que eram colocados em contato com as células
mononucleares. Nenhum dos alcaloides foi capaz de causar inibigdo linfocitaria ap6s
72 horas do inicio da cultura. o que implica dizer que sua agdo ocorre mais
precocemente do inicio do cultivo celular. O harmalol e o harmano inibiram a
proliferagdo linfocitaria apenas quando suplementados no inicio (tempo 0) das
culturas, refletindo uma agdo muito precoce no ciclo celular. A harmina mostrou-se o
alcaldide menos dependente de tempo, pois até 48 horas ap6s o inicio das culturas foi
capaz de causar inibi¢3o na atividade linfocitaria, o que representa uma agdo sobre
varios estagios (iniciais e intermediarios) das culturas. Ja o harmol e a harmalina
apresentaram uma agdo intermediaria, pois inibiram a proliferagdo linfocitaria até 24
horas apds o inicio da cultura. Ndo se pode descartar, a0 menos para a harmalina uma
acdo citotoxica.

Nos estudos realizados com pré-incubagdo, foi verificado que um contato
prévio com as células por 4 horas ja é suficiente para as beta-carbolinas estudadas, na
concentragdo de 50 ug.ml'1 exercam a sua agdo imunomodulatoria in vifro, mesmo que
apés sejam retiradas do meio de cultura (C2). Tais resultados indicam uma ag@o
fundamental dos alcaldides no inicio do ciclo celular sobre os linfocitos periféricos
humanos. Por outro lado, a beta-carbolinas com o radical metoxila (O-CH3) ligado ao

grupo indolico (harmina e harmalina) apresentam padrio semelhante da resposta
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linfocitaria, ou seja, uma maior inibigdo da resposta linfocitaria ocorreu quando estes
alcaloides estavam presentes durante toda a cultura ou quando foram adicionados ap6s
a pré-incubagdo (Figuras I11.13 e II1.14). Ja para os alcaldides harmol e harmalol que
possuem o radical hidroxila (OH) e para o harmano que nio possui substituinte nesta
posi¢ao (C-7), também ocorreu efeito semelhante no que se refere a seu efeito
imunossupressor (Figuras IIL.15, III.16 e TIL.17), em que sua maior atividade
imunossupressora in vifro ocorreu quando estavam presentes durante toda a cultura..
Estes alcaldides apresentam um efeito menor quando adicionados apds a pré-
incubagdo. E, portanto, possivel que a diferenca do perfil de proliferagio linfocitaria
observado nos alcaloides seja devido aos distintos substituintes

Os estudos com citometria de fluxo confirmaram o efeito inibitorio destes
alcaloides sobre a blastogénese celular e indicaram que sua ag@o esta dirigida para os
linfocitos T (CD3+).

Em outros estudos com os mesmos alcaléides da harmala foi verificado
que a presenga da hidroxila como substituinte (harmol e harmalol) diminui a atividade
genotoxica e citotoxica (Picada et alli., 1997)

Concluindo, acreditamos que as beta-carbolinas investigadas no presente
trabalho, o triptofano e compostos estruturalmente semelhantes, devam ser melhor
estudados quanto a sua agdo imunomodulatoria através de outros testes in vitro que
determinem as diferentes fungdes da resposta linfocitaria e também em estudos in vivo
inicialmente experimentais que possam confirmar os achados in vifro do presente
estudo. Deve-se enfatizar, porém, que os resultados encontrados na proliferagio
linfocitaria em relagdo a harmalina possam ter ocorrido devido a sua agdo citotoxica.
Por outro lado, o harmalol nfo apresentou qualquer atividade citotoxica e parece
também ndo possuir atividade genotéxica nas concentragdes (50 e 100 ug.ml™), o que
o indica como um potencial agente imunossupressor para estudos futuros.

Caso sejam confirmados os resultados deste estudo, adicionam-se a lista de
imunossupressores potentes uma nova categoria de compostos quimicos as beta-
carbolinas. Neste particular, a sintese de compostos estruturalmente semelhantes as
beta-carbolinas e ao triptofano que possuam atividades imunossupressoras maiores,
por parte das industrias farmacéuticas certamente seria Util no tratamento de vérias

doengas.
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Os alcaldides inddlicos beta-carbolinas foram inicialmente descritos por
Goebel em 1841 a partir da planta Peganum harmala. Estes alcaldides sdo conhecidos
por apresentarem agles sobre o sistema nervoso central, inibindo a enzima
monoamino oxidase, sobre o sistema cardiovascular, causando hipotensio e
bradicardia e sobre o DNA, intercalando-se entre as bases que o compdem, 0 que
explicaria a ag@o co-mutagénica e clastogénica dos mesmos. No presente estudo, foi
investigada a influéncia de cinco alcal6ides das beta-carbolinas (harmina, harmalina,
harmol, harmalol e harmano) sobre a proliferagdo de linfocitos periféricos humanos
estimulados com fitoemaglutinina (PHA), um teste in vitro para a determinagio da
imunocompeténcia celular. As células mononucleares (linfocitos) obtidas de sangue
venoso periférico de voluntarios higidos foram cultivados no meio de cultura RPMI
1640 em microplacas de 96 pogos com fundo plano a 37° C por 96 horas na presenga
de 5% de CO, em ar na presenga de 1% de fitoemaglutinina, 10 % de soro autblogo e
de cada um dos alcaldides nas concentragdes de 3 a 100 pg.ml’, em alguns
experimentos e na concentragio de 50 pg.ml' em outros. As culturas controles n3o
continham nenhum alcal6éide. O método de MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide) foi utilizado para verificar a proliferagdo celular.
Todos as cinco beta-carbolinas foram capazes de inibir a proliferagdo celular nas
doses de 50 e 100 pgml' enquanto o harmol também apresentou efeito
imunossupressor nas doses de 25 pg.ml”. J4 o alcaldide utilizado como controle, a
cafeina, ndo apresentou qualquer efeito sobre a reatividade linfocitaria o que indica
uma agido especifica dos alcaldides da harmala. Quando os alcaldides foram
adicionados em diferentes tempos a partir do inicio das culturas (0, 24, 48 e 72 horas)
foi detecatada uma atividade imunoregulatoria variadvel sobre os linfocitos
estimulados por fitoemaglutinina. Nenhum alcal6ide causou inibi¢do na proliferacdo
ap6s 72 horas do inicio das culturas, o que indica uma a¢8o imunomoduladora nos
estagios iniciais da cultura celular. Os alcaléides harmalol e harmano inibiram a
proliferagdo somente no tempo 0 hora do inicio das culturas. A harmina mostrou-se a
menos dependente de tempo, pois até 48 horas apOs o inicio das culturas causou
inibigdo da proliferagdo linfocitaria. J& o harmol e a harmalina apresentaram um
mecanismo de agdo intermediario, pois causaram inibigdo até 24 horas apos o inicio

das culturas.
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Todos os alcaloides das beta-carbolinas foram capazes de inibir a proliferagdo
linfocitaria quando pré-incubados por 4 horas e apos retirados do meio de cultura,
refletindo a agdo destes nos estagios precoces da proliferagdo linfocitaria. A harmina e
a harmalina apresentaram a maior inibicdo da resposta linfocitaria quando se
mantiveram presentes durante todo o periodo da cultura ou quando foram adicionados
apOs a pré-incubagdo. O mesmo ocorreu para os alcaldides harmol, harmalol e
harmano quando presentes durante toda a cultura. Eles apresentaram efeito menor
quando adicionados somente apds a pré-incubagdo. Os estudos com citometria de
fluxo confirmaram o efeito inibitério dos alcaldides indicando que sua agdo estd

dirigida para os linfocitos (CD3+).
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