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RESUMO

Débora Decote Ricardo de Lima

Modulacao da Ativacdo de Células B Através de Abordagem

Imunofarmacoldgica e Bioquimica

Orientadora: Ligia Maria Torres Pegcanha

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Po6s-Graduagdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do titulo

de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

No presente estudo nos propomos a avaliar a modulagdo negativa da resposta de
células B utilizando abordagens experimentais diferentes: investigamos o envolvimento da
proteina adaptadora TAPP2 na modulacdo da ativacdo de células B e avaliamos o efeito
modulador das substancias curcumina e warifteina na sinalizacdo ap6s ativacao.
Demonstramos que TAPP2 foi recrutada para a membrana e fosforilada ap6s co-agregacao
de receptores para Fc de 1gG (FycRII) e receptor para antigeno de células B (BCR). Essa
fosforilagdo foi diminuida em animais deficientes da molécula SHIP e aumentada em
animais anérgicos, sugerindo seu envolvimento na modulacéo da ativacéo de células B. A
analise da acdo moduladora da curcumina em células B ativadas por LPS e outros ligantes
de receptores do tipo Toll (TLR) revelou blogueio da resposta proliferativa e da secrecéo de
imunoglobulinas. Observamos que a translocacdo do fator de transcricdo NFkB foi

bloqueado, provavelmente, pela diminuigéo da fosforilacdo de 1B e que as MAPK ERK e



p-38 apresentam fosforilacdo diminuida apds o tratamento com a curcumina. Apesar da
inibicdo marcante da resposta induzida por LPS, a curcumina inibiu de forma mais branda a
resposta induzida por ligagdo a imunoglobulinas de superficie. Estes dados sugerem que a
curcumina é um inibidor importante da resposta de células B e que a sinalizacdo via TLR é
mais sensivel a esta substancia. A avaliacdo do efeito da warifteina no estudo da resposta de
células B mostrou que células ativadas por anti-lgM ou ligantes de Toll apresentam
inibicdo da resposta proliferativa. A secre¢do de imunoglobulinas induzida por ligantes de
receptores do tipo Toll também foi diminuida. Algumas moléculas envolvidas na
sinalizacdo intracelular apresentam-se afetadas, como o fator de transcricdo NFkB, que teve
sua translocacdo para o nucleo bloqueada e a MAPK ERK, que apresentou fosforilacdo
reduzida. Um possivel mecanismo de inducdo desses efeitos parece ter sido a elevagdo de
CAMP intracelular produzido pelo tratamento com a warifteina. Nosso trabalho caracteriza
novas moléculas que podem ser utilizadas como reagentes para o estudo dos mecanismos
de modulacdo da ativacao de células B e, possivelmente, para regular a ativagcdo excessiva
que muitas vezes leva ao surgimento de patologias. Além disso, nossos estudos
caracterizam uma nova via de modulagdo negativa da resposta de células B mediada por
TAPP2,

Palavras-chave: 1- Células B; 2-TAPP2; 3- Curcumina; 4- Warifteina; 5- Receptores tipo

Toll; 6- Sinalizacao intracelular.

Rio de Janeiro
Maio de 2008



ABSTRACT

Débora Decote Ricardo de Lima

Modulation of B Cells Activation Through of Approaches

Immunopharmacological and Biochemical

Orientadora: Ligia Maria Torres Pegcanha

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do titulo

de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

In the present study we proposed the evaluation of the negative modulation of B cell
response using different experimental approaches: we investigated the involvement of the
adaptor protein TAPP2 in modulation of B cell activation and investigated the effect of
curcumin and warifteine in activation-induced signaling. We demonstrated that the TAPP2
protein was recruited to the membrane and phosphorylated after FcRII/BCR co-
aggregation. This phosphorylation was decreased in SHIP knockout mice and increased in
anergic mice, suggesting the involvement of TAPP2 in modulation of B cell activation. The
modulatory effect of curcumin in B cell response induced by LPS and others TLR ligands
was investigated and were observed that this substance blocked prolifetive response and the
immunoglobulin secretion. The translocation of NFkB was blocked. In curcumin treated
cells probably drive to a decrease in the phosphorylation of I1kB. The phosphorylation of

the MAPK ERK and p-38 was also decreased after curcumin treatment. Besides the
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significant decreased in LPS-induced response, curcumin produced a small decrease in the
response inducible by BCR ligation. These data suggest that curcumin in an important
inhibitor of the B cell response and that the signaling induced by TLR is more sensitive to
this substance. The investigation of the warifteine effect in B cell response showed an
inhibition of the response of B cells by anti-IlgM or TLR ligands. The immunoglobulin
secretion induced by TLR ligands was also decreased. The NFxB factor translocation to the
nucleus was blocked by warifteine and this substance also decreased the phosphorylation of
the MAPK ERK. The possible mechanism for the induction of these effects could be the
intracellular cAMP elevation induced by warifteine treatment. Our results characterize
news molecules that can be used as reagents to study the mechanism of modulation of B
cell response, possibly these substances could be used to regulate the exaggerated
activation of B cells during several pathologies. Moreover, ours studies characterized a new

pathway of the negative modulation in B cell activation by TAPP2.

Key words: 1- B cell; 2- TAPP2; 3- Curcumin; 4- Warifteine; 5-Toll like receptor; 6-

Intracellular signaling.

Rio de Janeiro
Maio de 2008
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1. INTRODUCAO

1.1 - Receptor para antigenos de células B e seu papel no reconhecimento do antigeno

As células B apresentam como receptor para antigenos moléculas de
imunoglobulinas (lg) de superficie (BCR). Esse receptor apresenta, além da Ig de
superficie, duas cadeias acessorias denominadas de Iga e IgB (Kurosaki et al., 1998). Este
receptor permite o reconhecimento antigénico por células maduras e imaturas e induz
sinalizacdo intracelular apos este reconhecimento.

Os sinais propagados pelo receptor para antigenos da célula B (BCR) sdo cruciais
para a sobrevivéncia, maturagdo e resposta a antigenos. Defeitos na transducédo de sinais via
BCR podem resultar no comprometimento da maturacdo, estados de imunodeficiéncias e
predisposicdo a autoimuniodade (Gauld et al., 2002).

A interacdo do antigeno com o BCR pode induzir ativacao das células B. Apds esta
ativacdo ocorre aumento da expressdo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade do tipo Il (MHC I1), mobilizagdo de célcio, fosforilacdo de proteinas
por proteinas tirosina quinases e, dependendo da intensidade do estimulo, proliferacéo
(Mills et al., 2004). O BCR ¢ rapidamente internalizado logo apds a ligagdo ao antigeno e
degradado. No caso da ligacdo de antigenos protéicos estes sdo metabolizados e 0s
peptideos gerados sdo apresentados na membrana ligados a moléculas de MHC de classe 1.
Esses peptideos serdo reconhecidos por células T que, através de uma interacdo cognata
com as células B, fornecerdo o contato com moléculas importantes para ativacdo e
produzirdo fatores solUveis indispensaveis ao processo de ativacdo. Células B assim
ativadas podem, entdo, proliferar e se diferenciar em células produtoras de imunoglobulinas
e células de memdria. Para que estes eventos sejam possiveis, € indispensavel a
participacdo efetiva das células T (Mills et al., 2004). Devido a esse requerimento, 0S
antigenos protéicos sdo chamados de antigenos timo-dependente (TD).

Na sinapse formada entre as células B e T ocorre a interacdo entre as moléculas
CDA40 presentes na célula B e o ligante do CD40 (CD156) expresso nas células T ativadas e
sdo secretadas citocinas que atuam sobre células B (Banchereau et al., 1994). Vem sendo
postulado por longo tempo que a ligacdo do BCR ao antigeno seria o primeiro sinal para a

ativacdo. A interagcdo com as celulas T funcionaria como o segundo sinal, e esses eventos
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seriam suficientes para a proliferacdo e diferenciacdo das células B em plasmocitos
secretores de imunoglobulinas (Parker, 1993).

O BCR ¢é também capaz de interagir com antigenos ndo protéicos, como € 0 caso
dos polissacarideos. Nesse caso, no entanto, ndo ha a necessidade de contato direto com
celulas T. Por isso esses antigenos sdo denominados antigenos timo-independente (TI). Os
antigeos Tl que ligam ao BCR e induzem resposta antigeno especifica sdo denominados
antigenos TI do tipo 2 (TI-2). Estas moléculas sdo, em geral, polissacarideos que possuem
estruturas altamente repetitivas e promovem extensas ligacbes ao BCR na superficie da
celula (Gavin et al., 2004). A resposta a antigenos TI-2 desempenha um importante papel
na defesa do organismo contra patdgenos cujos antigenos de superficie desencadeiam

respostas que independem da participacdo direta das células T.

1.2 - Sinalizagdo via BCR

A sinalizacdo via BCR € iniciada ap0s a agregacdo e posterior fosforilacdo de
residuos de tirosina localizados nas cadeias acessorias Igo e Igp. Estas cadeias acessorias
apresentam dois residuos de tirosina com espacamentos caracteristicos denominados padrao
de ativag@o baseado em tirosina de imunoreceptores (ITAM), que sofrem fosforilagdo por
proteinas tirosinas quinases ativadas apés ligacdo do antigeno ao BCR. Tanto a Iga quanto
a lgP possuem uma sequiéncia ITAM (Pao et al., 1998). A fosforilagdo simultanea dos dois
residuos de tirosina por proteinas da familia de proteinas quinases Src (como Lyn, Fyn ou
BIK) resulta no recrutamento de outra proteina tirosina quinase conhecida como Syk
(Kurosaki et al., 1995). O recrutamento de Syk pelas cadeias acessorias facilita sua
fosforilacdo, ativacdo e o inicio tanto de eventos positivos quanto da regulacdo da ativacéo.
Esses eventos constituem as etapas iniciais da sinalizagdo que serdo seguidas de varias
outras etapas em cascata, levando a ativacdo de diversos fatores de transcricdo. Apds a
fosforilagdo das proteinas quinases citadas acima ocorre a ativacdo da enzima fosfolipase
Cy (PLCy). Esta enzima catalisa a quebra do fosfolipidio de membrana fosfatitilinositol 4,5,
difosfato (PIP;) em inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O DAG esta
envolvido no processo de ativacdo da proteina quinase C, processo este que pode levar a

translocacédo do fator de transcricdo NFkB do citoplasma para o ndcleo. O IP3 desempenha
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uma funcdo fundamental na liberacdo de célcio do reticulo endoplasmaético, levando ao
aumento do calcio intracitoplasmatico. Esse aumento induz a defosforilagdo do fator
nuclear NFAT pela Calcineurina. Apos esse processo 0 NFAT é translocado para o ndcleo
(De Franco, 1994; Campbell, 1999).

A ativagdo de duas vias de proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAP
quinaes), tambem é resultante dos eventos iniciais da sinalizacdo. Uma destas vias inicia-se
com a fosforilagcdo da proteina trocadora de nucleotideos (GEF) Vav, induzindo a ativacao
da proteina G de baixo peso molecular Ras. A outra se inicia pela fosforilagdo de GEF
denominada Sos. Essas GEF ligam-se as moléculas adaptadoras Rac (Crespo et al., 1997) e
Ras (Boriack-Sjodin et al., 1998). Esse evento culmina com a ativacdo das MAP quinases
ERK e JNK e, consequentemente, com a formacdo do fator de transcricio AP-1. A
translocacdo dos fatores nucleares para o nucleo da célula d& inicio a sintese de proteinas
indispensaveis a manutencdo do estado de ativacéo e proliferacdo (Esquema 1).

A sinalizacdo via receptor de células B pode ser aumentada pela mobilizac¢do do co-
receptor formado pelo complexo de moléculas CD19, CD21 e CD81 (Carter & Barrington,
2004). Esse complexo pode ser coagregado por antigenos que ativam o sistema
complemento. O CD21 é um receptor que se liga ao fragmento C3d do complemento.
Antigenos que tenham ativado o sistema complemento podem fazer uma ligacdo cruzada
entre o complexo formado por CD21 e as proteinas associadas a ele e 0 BCR, levando a
fosforilacdo de tirosinas quinases associadas a esse segundo receptor, como as proteinas da
familia Src. O CD19 é uma molécula expressa desde as etapas iniciais do desenvolvimento
da celula B, antes mesmo do CD21 e CD81 serem expressos, e parece contribuir para a
sinalizacdo mesmo na auséncia de coagregacdo com o CD21. O CD19 pode associar-se
com o receptor de célula B tanto constitutivamente como apds ativacdo do receptor, e
contribuir para a sinalizagcdo mesmo quando o co-receptor ndo foi engajado pela ligagéo de
CD21 com fragmentos formados apds a ativacdo do sistema complemento. A importancia
fisiolégica do CD19 foi demonstrada em camundongos deficientes dessa molécula. Esses
animais produzem respostas fracas para a maioria dos antigenos (Tedder et al., 1994).

Alem da fosforilacdo em residuos de tirosina de sequéncias ITAMs, a ativagdo via
BCR leva a alteragdo no padrdo de fosforilagdo de fosfolipideos da membrana. A enzima
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(Modelo adaptado de Cambier et al., 2007)

Esquema 1. Sinalizacdo de célula B. A resposta a estimulagdo via BCR é seguida pela
fosforilagdo dos residuos de proteinas quinases localizados nos ITAMs da Iga e Igp por proteinas
quinases da familia SRC. Isso resulta no recrutamento e ativacdo de SYK, que se torna fosforilada
e substrato para BLNK e BTK. Isso leva a ativagao da fosfolipase Cy que cliva o fosfolipideo de
membrana PI(4,5)P, em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), iniciando, assim, as duas das
trés principais vias de sinalizacdo para o nucleo. O IP; libera calcio (Ca2+) das fontes intra e
extracelulares, ao passo que DAG ativa a proteina quinase C (PKC) com o auxilio de Ca*. A
terceira via € iniciada por fatores de troca de nucleotideos (GEF) que ativam pequenas proteinas
de ligacdo como Ras levando a ativacdo da MAPK ERK. Dessa maneira sdo ativados os fatores de
transcricdo para que a célula possa proliferar e secretar imunoglobulinas.
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fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) representa um importante regulador do crescimento e
diferenciacdo de células B. A PI3K é mobilizada apds a ligagdo a varios receptores de
superficie como, por exemplo, o complexo CD19/CD21. A ativacdo deste complexo leva a
ativacdo da proteina Bruton tirosina quinase (BTK) que, por sua vez, liga PI3K que, ao ser
ativada, gera um segundo mensageiro denominado fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato
[P1(3,4,5)P3]. Este PI(3,4,5)P3 serd alvo de ligacdo de outras proteinas sollveis e de
proteinas adaptadoras que apresentem dominios PH (dominios de homologia com
pleckestrins, que apresentam uma seqiiéncia de aminoacidos capaz de ligar a fosfolipidios)
(Dowler et al., 2000).

1.3 - Ativacéao via receptores do tipo Toll

O receptor Toll (TLR) foi descrito inicialmente como um receptor essencial para a
defesa contra fungos em Drosophila melanogaster (Lemaitre et al., 1996). No ano seguinte
seu homologo em mamiferos foi descrito (denominado de TLR4) e observou-se que esta
molécula estd envolvida na inducdo da expressdo de genes associados a resposta
inflamatoria (Medzhitov et al., 1997). Os TLR de mamiferos compreendem uma familia de
12 membros descritos até o momento e estdo presentes em diferentes tipos celulares
(Takeda & Akira, 2005). Estruturalmente séo proteinas transmembranares que podem estar
localizadas na membrana plasmatica (TLR2, TLR4) ou no compartimento endossomal
(TLR3, TLR9).

O TLR é estruturalmente uma glicoproteina de membrana que possui uma porgao
intracitoplasmatica com dominio rico em prolina denominado TIR (Receptor Toll-IL-1),
similar a porcdes encontradas em receptores de I1L-1 (Takeda & Akira, 2004). A ativacéo é
iniciada quando os dominios TIR recrutam uma proteina adaptadora denominada MyD88.
A partir do recrutamento e associacdo com proteinas da familia IRAK (proteina quinase
associada ao receptor IL-1) ocorre a expressdo de fatores de transcricdo como o NFxB e o
AP-1, que levardo a sintese de proteinas pré-inflamatorias e o inicio do ciclo celular (Rhee
& Hwang, 2000).
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O modelo mais estudado para a sinalizacdo via TLR4 é o que utiliza o LPS. Apds a
interacdo do LPS com o TLR4 associado a molécula MD2, ocorre a homodimerizacdo do
TLR4 ou a dimerizacdo com a molécula RP105 associada a MD1 (Peng, 2005). Em
seguida, podem ser iniciadas duas vias de sinalizacdo: uma mediada pela associacdo de
TRIF-TRAM (que é independente de MyD88) ou outra mediada pela associacdo de
TIRAP-MyD88 (que é, dessa maneira, dependente de MyD88). Na via dependente de
MyD88 ocorre a ativacdo de trés proteinas quinases: IRAK (proteina quinase associada ao
receptor IL-1), TRAF6 e TAKL (quinase ativada por TGFp), levando a translocacdo do
NF«xB para o ndcleo. Na via MyD88 independente sdo recrutados TRAM e Trif que
interagem com TBK1. TBK1 junto com IKKi leva a fosforilacdo de IRF3 que é
translocado paara o nucleo e participa da inducéo de INFa. e INFB (Kawai & Akira, 2006).

A via de sinalizacdo dependente de Myd88 é utilizada pela maioria dos TLR. No
entanto, foi descrito que TLR3 utiliza a molécula TRIF (proteina adaptadora com dominio
TIR induzida por INF-B), usando, assim, apenas a via independente de MyD88. Essa via
pode levar a producéo de interferon do tipo 1 e ativacdo do NFkB (Krasowska-Zoladek et
al., 2007). Na resposta ao TLR4 pode ser utilizada tanto a via dependente quanto a
independente de MyD88 (Esquema 2). O TLR2 utiliza a via de sinalizagdo dependente de
MyD88, seguindo a mesma seqliéncia de eventos ocorridos na sinalizacdo de TLR4
(Takeda & Akira, 2005). O TLR9 sinaliza quando oligodeoxinucleotideos com sequéncias
CpG associam-se a este receptor. Esse complexo é entdo endocitado diretamento ou apés a
ligagdo ao BCR. Seguindo a endocitose, as moléculas irdo se localizar em lisossomos
tardios acidificados onde se ligardo ao TLR9 e iniciara a sinalizacao pela via dependente de
MyD88 (Peng, 2005).

O TLR2 reconhece uma variedade de componentes microbianos, que incluem
lipoproteinas/lipopeptideos de diferentes patdgenos, peptideoglicanas e acido lipoteicoico
de bactérias Gram-positivas, lipoarabinomananas de micobactérias, glicosilfosfatidilinositol
de Trypanosoma cruzi, zimosan de fungos e glicolipideos de Treponema maltophilum
(Takeda et al., 2003). O TLR9 é um receptor intracelular capaz de reconhecer
oligodeoxinucleotideos com sequliéncias CpG. O DNA bacteriano contém estas sequiéncias
CPG ndo metiladas (0o que confere ao complexo atividade imunoestimulatéria). Em

vertebrados estas sequéncias sdo reduzidas e os residuos de cisteinas sdo altamente
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metilados, ndo permitindo a estimulacdo (Takeda & Akira, 2005). O TLR 9 é capaz, ainda,
de reconhecer seqliéncias CpG de virus em células dendriticas plasmocitoides (Krug et al.,
2004). Além do reconhecimento de sequéncias CpG de DNA bacteriano e viral pelo TLR9,
a sinalizacdo através deste receptor parece estar associada a patogénese de algumas doencas
autoimunes. A ligacdo de complexos 1gG2a-cromatina ao BCR e ao TLR9 é suficiente para
mediar a efetiva producéo de fator reumatoide por células B autorreativas (Leadbetter et al.,
2002).

O TLRA4 foi o primeiro receptores do tipo Toll descrito (Rock et al., 1998). Este
receptor é essencial para o reconhecimento do lipopolissacarideo bacteriano (LPS)
(Hoshino et al., 1999). Além disso, 0 TLR4 esta envolvido no reconhecimento de ligantes
enddgenos como as proteinas de choque térmico (HSP60 e HSP70), o dominio A da
fibronectina, oligossacarideos de acido hialurdnico, heparan sulfato e fibrinogénio. Esses
ligantes enddgenos s induzem ativacdo de TLR4 em altas concentracBes. J& 0 LPS é um
potente ativador de TLR4, mesmo em pequenas concentracfes. Foi demonstrado que a
contaminacédo pelo LPS em preparacGes de HPS70 conferiu a habilidade para ativar TLR4
(Gao & Tsan, 2003).

As células B possuem uma variedade de receptores do tipo Toll (Dassari et al.,
2005). Entretanto, ha diferencas marcantes quando comparamos as células B humanas e



Endossoma: TLR3

Citoplasma

Nucleo

(Modelo adaptado de Kawai & Akira, 2006)

Esquema 2. Via de sinalizagdo mediada por TLR3 e TLRA4. A ligagdo do LPS ao TLR4
leva a ativacdo de TIRAP/MAL e TRAM que sé&o requeridas para a ativacdo da via dependente de
MyD88 e Trif respectivamente. MyD88 recruta IRAK4 e TRAF6 apds a estimulagdo com ligante.
TRAF6 ativa o complexo TAK1L/TABL/TAB2/TAB3. O complexo TAK1 ativa o complexo IKK que
consiste de IKKa, IKKB, IKKy/NEMO, que cataliza IkBs. Os IkBs sao fosforilados e liberam o NF«xB
que é translocado para o nudcleo. Simultaneamente TAKL ativa a via das MAPK, que resulta na
fosforilacdo e ativacéo de AP-1. NFkB e AP-1 controlam a inducéo de citocinas inflamatorias. TLR4
também recruta TRAM e Trif, que interagem com TBK1. TBK1 junto com IKKi medeiam a
fosforilacdo de IRF3. IFR3 fosforilado é translocado para o nucleo e liga-se ao DNA. Trif também
interage com TRAF6 e RIP1, que medeia a ativacao de NFkB. A ativacdo de IRF3, NFkB e AP-1 é
requerida para a inducéo de INF a e INFB. TLR3 que reside em vesiculas endossomais, utiliza Trif,
TBK1 e IRF3 que é translocado para o nucleo.
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via TLR para proliferagdo e diferenciagdo. Baseado nestes estudos foi sugerido que a
sinalizacdo via TLR representaria o terceito sinal para a ativacao.

Vaérios trabalhos tém mostrado que células B murinas ndo ativadas respondem a
estimulacdo com LPS e CpG com intensa proliferacdo e diferenciagdo, mesmo na auséncia
de sinalizacdo via BCR ou interagdo com células T (Bernasconi et al., 2002). Essa resposta
decorre, provavelmente, do fato de células B expressarem constitutivamente TLR4 e TLR9,
que sdo receptores para LPS e CpG respectivamente (Iwasaki & Medzhitov, 2004). Os

dados citados, assim, sugerem um importante papel do TLR na ativagdo das celulas B.

1.4 - Modulagéo da ativagéo de células B

A modulacdo da ativacdo de células B é um componente fundamental para o
funcionamento normal e sobrevivéncia dessas células. Assim como existem muitas
moléculas que atuam como cofatores para incrementar a ativacdo, existem outras
envolvidas em regular a intensidade dessa ativagéo.

A associacdo do BCR com proteinas transmembrana como o CD22, CD72 e CD5
criam uma diversidade de sinais adicionais. A fosforilagdo de residuos de tirosinas
presentes nestes coreceptores cria sitios de ligacdo para proteinas que regulam de forma
negativa o sinal inicial (Fruman et al., 1999).

A fosforilacdo e consequente ativacdo de proteinas tirosina quinases apos a ligacédo
do antigeno ao BCR ¢é contrabalanceada pela acéo de fosfatases que atuam defosforilando
estas moléculas e cessando, assim, o processo de ativacdo. O papel central na transducao de
sinais da insercdo de residuos de tirosinas em proteina e polipeptideos (que € modulada por
proteinas e lipidios quinases) fazem com que este processo esteja sujeito a regulacdo pelas
fosfatases. Estas defosforilam os substratos das proteinas tirosinas quinases ou o produto da
fosfatidilinositol 3-quinase, o P1(3,4,5)Ps. A defosforilacdo desses mediadores essenciais é
catalisada por duas enzimas: a SHP (proteina que apresenta dominio SH2 e possui atividade
tirosina fosfatase) (Mathews et al., 1992) e SHIP (proteina que apresenta dominio SH2 e
possui atividade inositol fosfatase) (Damen et al., 1996a). Tanto SHIP quanto SHP séo
capazes de se associarem a fosfopeptidios sintéticos com sequiéncias de aminoacidos

similares as sequéncias ITIM (padrdo de inibicdo baseado em tirosina de imunoreceptores)
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do FcyRII (Damen et al., 1996b). Essas seqiiéncias sdo encontradas em diversos receptores
que modulam os sinais de ativacdo nos linfécitos. O ITIM atua pelo recrutamento de uma
das fosfatases inibidoras SHP e SHIP. Essas fosfatases possuem um dominio SH2 que liga,
preferencialmente em tirosinas fosforiladas nos dominios ITIMs.

A fosfatase SHIP inibe o aumento de Ca®* citoplasmético mediado pelo BCR
através do bloqueio da ativacdo de proteinas da familia das quinases Tec. A ativacao de Tec
requer a fosforilagcdo de tirosinas, assim como a fosforilagdo de fosfoinositideo pela
fosfatidilinositol 3-quinase, que leva a geracdo de PI (3,4,5)P; (Schaeffer & Schwartzberg,
2002). Células B estimuladas pela coagregacao do receptor de antigenos e o FcyRIl exibem
diminuicdo na formacdo de PI1(3,4,5)P; e reducdo na ativacdo de BTK (Scharenberg et al.,
1998), com consequente reducdo da proliferacdo. Esta diminuigdo na formacdo de PI
(3,4,5)P3 € mediada diretamente pela acdo da fosfatase SHIP.

O FcyRIl € um receptor de baixa afinidade para IgG expresso em células B em
todos os estdgios de desenvolvimento (De Andres et al., 1998). A coagregac¢do de FcyRlII
com o BCR em células B maduras ou imaturas leva ao bloqueio de vérias etapas da
resposta, incluindo proliferacdo, producdo de anticorpos, ativacdo e desvio da resposta
celular para a apoptose (Coggeshall, 1998). A perda da regulacdo negativa através de
alteracGes genéticas que afetam o FcyRIl pode resultar em producdo de autoanticorpos e
autoimunidade (Raveth & Lanier, 2002).

O passo inicial na sinalizagdo inibitoria mediada pelo FcyRIl é a fosforilacdo de
seqiiéncias ITIMs presentes na porcdo intracitoplasméatica desse receptor (Muta et al.,
1994). Esta fosforilacdo é mediada por proteinas da familia de quinases Src ativadas ap0s
sinalizacdo via BCR, requer coagregacdo BCR- FcyRII e leva ao recrutamento de SHIP que
liga via dominios SH2 a sequéncias ITIM no FcyRIIl. Apos a coagregacdo do BCR com
FcyRII, SHIP é recrutada de forma bastante significativa quando comparado com células
ativadas apenas pela ligacdo do BCR (Ono et al., 1997). O recrutamento e ativacdo de SHIP
leva a hidrélise de PI1(3,45)P; dando origem a PI(3,4)P, (Brauweiler et al., 2000a). Esta
hidrolise causa um bloqueio na translocacdo para a membrana de importantes moléculas
com dominio PH que estdo envolvidas na transducdo de sinais. Estas incluem Btk e
fosfolipase C (Bolland et al., 1998), dois mediadores fundamentais para a mobilizacdo de
Ca?* e ativagdo de proteina quinase C (Esquema 3).
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Esquema 3. Modulagdo da sinalizacdo via FcyRIl. A co-agregacdo dos receptores
BCR/FcyRIl tem como conseqiiéncia a fosforilagcdo dos ITIMs localizados na porcéo intracelular do
receptor FcyRIl, esta fosforilacdo € mediada por proteinas da familia de quinases Src ativadas
apos sinalizacao via BCR. Em seguida ocorre o recrutamento para a membrana de SHIP. O
recrutamento e ativacdo de SHIP leva a hidrélise de PI(3,45)P; dando origem a PI(3,4)P,. Esta
hidrélise causa um bloqueio na translocagdo para a membrana de importantes moléculas com
dominio PH que estéo envolvidas na transducédo de sinais.
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Além da ativacdo de fosfatases a modulacdo negativa pode ser induzida pela
producdo de mensageiros secundarios. A adenosina 3", 5°- monofosfato ciclica (CAMP é
um mensageiro secundario gerado a partir do ATP pelas proteinas da familia da adenilato
ciclase (AC). A degradacdo do cAMP é feita por proteinas da familia das fosfodiesterases
(PDE) (Torgersen et al., 2002). O cAMP pode atuar de diferentes maneiras em diferentes
tipos celulares. No entanto, foram descritos apenas trés substratos para o CAMP: canais de
ions dependentes de cAMP, proteinas quinases dependentes de cCAMP (PKA) e proteinas
trocadoras de guanidinas (GEF) dependentes de cAMP (Skalhegg et al., 2005). A acdo
desta molécula sobre o sistema imunoldgico € mediada, principalmente, pela ativacdo da
proteina quinase dependente de cAMP (PKA). No entanto ja foi descrito que as GEF EPAC
1 e 2 também podem atuar como substrato do CAMP em linhagens de células T (Cambier &
Julies, 1987 e Fuld et al., 2005).

O aumento dos niveis de cCAMP em céllulas do sistema imunolégico, em modelos
de aumento farmacoldgico dos niveis deste nucleotideo ciclico, leva a um estado de
desativacao celular. A adicéo de agentes farmacoldgicos que ativam diretamente as AC ou
que inibem a agdo das PDE, como, por exemplo, fosfokolin e rolipran, levam a inibicédo da
proliferacdo de células T e B, a inibi¢do da atividade citotoxicica de células natural killer e
a inducdo de secrecao de imunoglobulinas pela célula B (Muraguchi et al., 1984; Skalhegg
et al., 1994; Torgensen et al., 1997; Irvin et al., 2001). Foi descrito que esses efeitos seriam
consequéncias do bloqueio da passagem dessas células da fase G1 para a fase S do ciclo
celular (Irvin et al., 2001).

E possivel que fisiologicamente cAMP esteja associado & regulacdo fina dos
processos de sinalizagéo celular envolvidos na ativacdo das células do sistema imunoldgico.
Varios trabalhos tém descrito vias de sinalizacdo celular reguladas pelo aumento de cAMP
como, por exemplo, as vias que culminam na formacédo dos fatores de transcricdo NF-AT,
AP-1 e NF«B (Skalhegg et al., 2005).

O cAMP parece ter um papel muito importante na modulagéo das células do sistema
imunologico e ja foram demonstrados varios niveis de acao dessa molécula, desde proteinas
presentes no inicio da via de sinalizacdo, até efeito em moléculas tardias no processo de

que a PKA ativada pelo acimulo de cAMP leva a ativagdo da proteina da familia Src

33



quinase Csk. Essa proteina, quando ativada, fosforila residuos de tirosina na porcéao
carboxi-terminal de outras enzimas da familia Src, levando a inibicao destas proteinas, que
sdo fundamentais para o inicio do processo de transducdo de sinal (Skalhegg et al., 2005 e
Torgensen et al., 2002). Alem disso, estudos realizados para avaliar a localizagdo da PKA
em células T, mostraram que esta proteina se co-localizava com o TCR, estando ambos
presentes em regides ricas em colesterol e esfingolipidios, indicando necessidade de
proximidade fisica para que essa interacdo aconteca (Skalhegg et al., 1994 e Torgensen et
al., 2002).

Outros estudos demonstraram a presenca de uma proteina capaz de inibir a ligacdo
dos fatores de transcricdo NF-AT e NFxB ao DNA. A expressdo dessa proteina era
dependente do acimulo de cAMP. A proteina ICER (repressor precoce induzido por
CAMP) faz parte da familia de proteinas de ligacdo ao elemento de resposta do cAMP
(CREB) que se ligam a regido cre do DNA. As proteinas CREB, entre elas a ICER, séo
dependentes da acdo da PKA (Della Fazia et al., 1997 e Bordor et al., 2001). A expresséo
de ICER pode ser observada em células do sistema imunoldgico (células T, natural killer e
em menor quantidade em células B) apos estimulacdo com agentes que levam ao acumulo
de cAMP (Bordor et al., 2001).

Tem sido descrito que um aumento intracelular nos niveis de cAMP tem efeito
inibitdrio sobre a resposta proliferativa de células B em repouso quando essas células sdo
estimuladas via MHC de classe 11, via CD23, via receptor de prostaglandina E2 (PGE2) e
durante a interacdo entre células T (Roper et al.,1994 e Minguet et al., 2005).

A sinalizagdo via BCR pode ser influenciada pela concentracdo intracelular de
CAMP. Estudos mostraram que o acumulo desse nucleotideo ciclico inibe a fosforilacdo de
IxB ( impedindo a translocacdo do NFkB para o nucleo) e a fosforilagdo da MAPK ERK
(Minguet et al., 2005). Foi demonstrado ainda, que a inibicdo da resposta de células B ap6s
ligacdo ao BCR estaria relacionada com a modulacéo da ativacdo de PLCy e a mobilizagao
de calcio e esses efeitos seriam dependentes da ativacdo da PKA (Venkataraman et al.,
1998). A molécula PKA participa na modulacdo da resposta induzida por ligantes de
receptores do tipo Toll, mais especificamente TLR4, através da diminui¢cdo da fosforilagcdo
de IxB (Minguet et al., 2005).
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A acdo da PKA, ativada pelo cAMP, em células B, induz mecanismos pro-
apoptoticos e inibe o crescimento celular através da modulacéo de fatores de sobrevivéncia
como Bcl-XL. Foi relatado que essa inibicdo da resposta via BCR dependente de PKA
pode ser revertida pela adigdo da citocina IL-4, que atuaria de forma protetora durante a
ativagdo da PKA (Venkataraman et al., 1998 e Smith et al., 2005).

Apesar do papel do cAMP na modulacdo negativa de celulas B, outras vias de
sinalizacdo mais complexas como a induzida pelo CD40 e pelo CD72 parecem ndo ser

afetadas pelo aumento do cAMP (Minguet et al., 2005).

1.5 - Proteinas adaptadoras e o envolvimento de TAPP1 e TAPP2 na ativacdo de
células B

Nos ultimos anos tem sido identificado um grande nimero de moléculas que
regulam a ativacdo de linfocitos. Muitas dessas moléculas pertencem a um grupo de
polipeptidios denominados de proteinas adaptadoras.

Proteinas adaptadoras orquestram os eventos de sinalizacdo intracelular facilitando
as interaces entre proteinas de maneira a proporcionar ligagdes reguladas em tempo e
espaco. Esta classe de sinalizadores ndo contém dominios enziméaticos ou transcripcionais,
mas sdo caracterizadas por ligarem a outras proteinas por possuirem Vvarios sitios de
ligacdo. Proteinas adaptadoras permitem a interacdo de proteinas com outras moléculas
transdutoras de sinal via sinalizagcdo baseada em padrdes de tirosina (TBSM) ou modulam
interacGes proteina/proteina pela interacdo com dominios SH2, SH3, PH, WW, PTB e PDZ.
A principal fungdo das proteinas adaptadoras é facilitar a formagdo de multicomponentes
sinalizadores que permitem que o sinal inicial seja levado da membrana para 0 meio
intracelular (Togni et al., 2004). As proteinas adaptadoras podem ser encontradas no
citoplasma de células em estado de repouso, e sdo fisicamente recrutadas para receptores
ativados ou complexos sinalizadores apos a ativacdo celular (Togni et al., 2004). Outra
classe importante de proteinas adaptadoras sdo as proteinas integrais de membrana, que
frequentemente apresentam inimeros sitios para fosforilacdo de tirosinas quinases (Janssen
& Zhang, 2003).

35



Recentemente foram caracterizadas duas proteinas adaptadoras que sdo recrutadas
para a membrana apés ativacdo que foram denominadas TAPP1 e TAPP2. Essas proteinas
apresentam semelhancas em varios aspectos, incluindo o pequeno peso molecular (32 a 47
kDa), alta conservacdo em humanos e camundongos, e a presenca de dominios PH um
localizado na regido C terminal e outro na regido N terminal. TAPP1 e TAPP2 sdo
expressas em varios tecidos incluindo o tecido linféide. Foi demonstrado em células B de
linfoma humano BJAB que TAPP1 e TAPP2 sdo recrutadas para a membrana apos ativacao
via BCR e que o dominio PH da porcdo C terminal é necessario e suficiente para o
recrutamento. O bloqueio da PI3K é capaz de abolir o recrutamento de TAPP1 e TAPP2,
enguanto que a expressdo de PI3K ativa é suficiente para direciona-las para a membrana
(Bolland et al., 1998.). TAPP1 e TAPP2 podem se ligar através da sua por¢do C terminal
ao PI(3,4)P,, mas ndo ao PI1(3,4,5)P; (Dowler et al., 2000). Assim, é possivel que, apés a
geracdo de PI(3,4,5)P; mediada por PI3K, a hidrolise feita por SHIP em PI(3,4,5)P;
produzindo PI(3,4)P,, forneca ao sistema concentracGes adequadas deste produto a fim de
que haja a ligacdo e ativacdo de TAPP1 e TAPP2. Em modelos de células humanas, o
recrutamento via BCR de TAPP2 é relativamente lento e duradouro, ao contrério do
recrutamento pelo dominio PH da Btk que é rapido e transitorio (Marshall et al., 2002). A
cinética de recrutamento de TAPP2 esta diretamente relacionada a cinética de producéo de
PI1(3,4)P, apds ativacdo via BCR, enquanto que ativacdo de Btk estd relacionada a
producdo de PI(3,4,5)P; (Krahn et al., 2004). Em células T ativadas com anti-CD28, o
recrutamento de TAPP1 esta relacionado com 0 aumento da concentracdo de PI(3,4)P, e
nédo de PI1(3,4,5)P; (Freeburn et al., 2002). Um estudo mais recente mostrou a localizagéo
de TAPP1 na membrana de celulas NIH3T3 pelo método de imunomarcacdo em
microscopia eletronica apds estimulacdo por peroxido de hidrogénio e ligacdo a PI(3,4)P,
(Watt et al., 2004). Estes dados reforcam a idéia de que PI1(3,4)P, é um ligante fisiologico
para o dominio PH de TAPP e pode mediar seu recrutamento para a membrana.

SHIP hidrolisa P1(3,4,5)P3 para produzir PI(3,4)P,, 0 que torna essa proteina uma
boa candidata para regular diferencialmente a cinética de producdo e quantidade desse
segundo mensageiro. A expressdo aumentada de SHIP abole o recrutamento de Btk e
aumenta o recrutamento de TAPP1 e TAPP2 para a membrana (Krahn et al., 2004). O

recrutamento e ativagdo de SHIP podem ser aumentados pela coagregagéo do FCyRII (Ono

36



et al.,, 1997). O efeito da coagregacdo de FCyRIl mediado pelo dominio PH leva ao
bloqueio do recrutamento de Btk enquanto que o recrutamento de TAPP2 é intensificado.
Esses resultados podem ser explicados pelo fato da molécula SHIP agir blogueando o
recrutamento de Btk, efeito esse ndo observado em TAPP2. (Krahn et al., 2004).

Tomados em conjunto, os dados atualmente existentes sugerem que TAPPl e
TAPP2 sdo ligantes especificos de PI1(3,4)P, e que essas moléculas sdo preferencialmente
recrutadas para a membrana quando SHIP ¢ ativado simultaneamente a PI3K. Levando-se
em conta que SHIP funciona como regulador negativo da ativacdo de linfocitos (Brauweiler
et al., 2000), h4 a possibilidade de que TAPP funcione como um regulador negativo,
auxiliando no bloqueio da sinalizagdo desencadeada por mitdgenos. No entanto, alguns
estudos tem identificado funcbes de sinalizacdo positiva dependentes de SHIP e/ou
P1(3,4)P,, como a protecdo contra a apoptose induzida por FCyRIl em células B (Bolland
et al., 1999), proliferacdo de células mieldides em resposta a IL-4 (Giallourakis et al.,
2000) e fosforilacdo de Akt em mastocitos estimulados por ligante de c-Kit (Scheid et al.,
2002). TAPP1 e TAPP 2 sdo acumuladas preferencialmente em locais da membranas ricos
em F actina, sugerindo possivel participacdo na reorganizacdo do citoesqueleto. Além
disso, a capacidade da inducdo prolongada do influxo de calcio em células BJBA com
expressao estavel de TAPP2 sdo evidéncias adicionais da participagdo de TAPP na
sinalizacdo positiva (Marshall et al., 2002). Os dados que envolvem a participacdo de
TAPP na sinalizacdo (seja ela positiva ou negativa) ndo séo ainda suficientes para elucidar
seu verdadeiro papel dentro dos eventos biolégicos da ativacdo das células B. Entretanto é
inquestionavel que as proteinas TAPP devem ser importante elemento na regulacéo da fina

rede de sinalizacdo intracelular.

1.6 - Fitoterapicos

Por centenas de anos os produtos naturais tém sido utilizados com relativo sucesso
para cura e prevencgéo de doencas. A descoberta que se tornou 0 marco mais importante no
desenvolvimento dos farmacos derivados de produtos naturais foi a caracterizacdo dos
salicilatos obtidos de Salix alba. Essa descoberta (feita por Edward Stone) ocorreu em 1757
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quando foram feitas observacbes clinicas mostrando as propriedades analgésicas e
antipiréticas do extrato daquela planta (Weissman, 1991).

O desenvolvimento de drogas derivadas de plantas com maior impacto em tempos
recentes foi, sem duavida, na area dos antitumorais. Drogas como o Taxol, Vinblastina,
Vincristina e Captotecina tém impactado efetivamente o sucesso da quimioterapia para
diferentes tipos de cancer (Balandrin, 1993).

O século XX foi a época de grande desenvolvimento da industria farmacéutica com
o dominio da sintese de farmacos, substituindo extratos naturais por moléculas sintéticas.
Entretanto, esses avancgos ainda estdo restritos a paises desenvolvidos, deixando de lado os
paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. Cerca de 75% da populacdo mundial
continua sem acesso aos produtos farmacéuticos modernos (Newman & Cragg, 2007).

Diversos sistemas do organismo podem ser regulados pela acdo de fitoterapicos.
Entre eles o sistema imunoldgico. A atuacdo desse sistema depende da interacdo entre
diversas células e moléculas que sdo alvos de atuacdo de produtos naturais (Geissler &
Weth, 2002). Muitos desses produtos sdo capazes de induzir, suprimir ou regular a
atividade imunoldgica. Esses efeitos podem ser direcionados sobre muitas moléculas de
uma mesma via ou ter como alvo uma molécula chave em uma determinada cascata de
eventos (Patwardhan & Gautam, 2005). De um modo geral o uso dos fitoterapicos tem sido
bastante eficaz em quadros de inflamacdo, infeccbes e cancer. Os produtos naturais
conferem citoprotecdo, acdo antitumoral, antiinflamatéria e imunoregulatéria (Tan &
Vanitha, 2004). Associado a essas qualidades, geralmente é de facil aquisicdo e baixo
custo. Todos esses aspectos reforcam a necessidade da descoberta de novos produtos e
descricdo detalhada dos alvos moleculares, a fim de que novas terapias sejam
desenvolvidas no intuito de resolver quadros patoldgicos ou simplesmente manter o sistema

imunologico atuando de forma homeostatica atraves da imunorregulagéo.

1.6.1 - Efeitos imunomodulatérios da curcumina
A Curcuma longa é uma planta da familia Gingeberaceae largamente cultivada no
Sul e Sudeste da Asia. O rizoma dessa planta ¢ a parte mais utilizada na culinaria e para

fins medicinais. Seu componente mais ativo é a curcumina, que compde 2,5% do rizoma. A
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curcumina um po cristalino de cor amarelo-alaranjado praticamente insoltvel em agua foi
isolada pela primeira vez por Vogel em 1842. Sua estrutura quimica (C12H200g) foi descrito
em 1910 por Lampe e Milobedeska e foi mostrado que esta substancia é um

diferuloilmetano (Equema 4) (Aggarwal et al., 2003).

CH,0 OCH,

HO‘OCH=C HCOCH,COCH=C HO‘OH

Esquema 4. Estrutura quimica da curcumina (Tangapazham et al., 2006)

As raizes da Curcuma longa tém sido usadas na dieta pelo seu sabor apimentado,
como corante para alimentos e tecidos e no tratamento de uma variedade de doencas. Seu
uso € muito difundido na medicina tradicional indiana para o tratamento de desordens
biliares, anorexia, tosse, doencas alérgicas, alteracdes hepaticas, reumatismo, e sinusite
(Shishodia et al., 2005. Estudos clinicos indicaram que humanos sdo capazes de utilizar
doses superiores a 12 g por dia sem nenhum efeito adverso (Cheng et al., 2001). A maioria
dos efeitos atribuidos a curcumina esté relacionada a sua habilidade em diminuir a resposta
inflamatoria. Foi observado que esta substancia tem efeito tanto em modelos de inflamacao
aguda quanto crénica. Outro campo promissor para a utilizacdo da curcumina € o
tratamento de diferentes tipos de céncer. Alem disso, a curcumina possui propriedades
antimicrobiana, antiviral e antifungica (Aradjo & Leon, 2001).

Vaérios estudos tém mostrado que a curcumina é um potente antioxidante, tendo
efeito 10 vezes maior que a vitamina E (Khopde et al., 1999). A atividade antioxidante da
curcumina pode ser mediada por acdo sobre enzimas oxidativas como superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase. A curcumina parece servir como um aceptor

Michael reagindo com glutationa e toredoxina 1 (Adams et al., 2005). A reacdo da
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curcumina com esses agentes reduz a glutationa no interior das células. A supressdo da
peroxidacdo de lipidios pela curcumina poderia levar a supressao da inflamacao.

O potencial efeito anticancer da curcumina tem sido descrito em varios modelos.
Ela é capz de bloquear a transformacéo, inicio do tumor, progressdo do tumor, invaséo,
angiogénese, metastase e induzir apoptose (LoTempio et al., 2005). In vivo suprime
neoplasias da pele, estbmago, célon e figado em camundongo. Foi mostrada também a
efetiva supressdo da carcinogénese mamaria. Esta substancia inibe a proliferagdo de uma
variedade de células tumorais, incluindo células B e células T (Aggarwal et al., 2003).

A curcumina modula a funcdo de diferentes tipos celulares que formam o sistema
imunologico. De uma forma geral, esse composto exerce um efeito supressor na atividade
proliferativa e producéo de fatores proinflamatorios (Shishodia et al., 2005).

Muitos estudos tém mostrado a capacidade da curcumina em modular a funcéo de
macrdofagos. Ratos tratados por duas semanas com uma dieta diaria de 30 mg/kg
apresentam diminuicdo na capacidade dos macrofagos em produzirem ROS (espécies
reativas do oxigenio) (Joe & Lokesh, 1994) e secretar colagenase, elastase e hialuronidase
(Joe & Lokesh, 2000). Muitos outros efeitos anti-inflamatérios tém sido atribuidos ao
tratamento de macrofagos com essa substancia, dentre eles modulacdo da ativagdo de
NFkB, alteragdo na estrutura da cromatina, inibicdo da biosintese de glutationa, ativacéo do
fator redutor nuclear (Nrf2), acdo direta em ROS ou via atividade glutationa peroxidase e
consequente regulacdo de genes relacionados a inflamacédo ja foram descritos (Rahman et
al., 2006).

As células dendriticas sdo celulas fundamentais na apresentacdo de antigenos a
células T para a inducdo de respostas especificas contra patdgenos microbianos, tumores e
inflamacdo (Crowley et al., 1990). Células dendriticas periféricas sdo geralmente imaturas
fenotipica e funcionalmente (Cella et al., 1997), apesar de aparentemente terem potencial
clinico como células adjuvantes no tratamento de doencas infecciosas cronicas e tumores
(Banchereau & Steinman, 1998). Existe apenas uma citacdo sobre a modulacédo da funcéo
de células dendriticas murinas pela curcumina (Kim et al., 2005a). Foi mostrado que a
curcumina diminui significantemente a expressdo de CD80, CD86 e MHC de classe Il em
células dendriticas estimuladas com GM-CSF/IL-4 sem afetar a expressdo de MHC de
classe I. Observou-se, também, que a curcumina bloqueia a producédo de IL-12 e citocinas
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pré-inflamatoérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a em células dendriticas estimuladas com LPS.
O tratamento com curcumina aumentou a captura de antigenos por receptores de manose. O
tratamento prévio de células estimuladas com LPS com curcumina bloqueou a fosforilagéo
de MAPK e a translocacdo de NFxB para o ndcleo (Kim et al., 2005a). Os efeitos da
curcumina em células dendriticas podem refletir diretamente na sua fungdo de auxiliar a
ativacdo de células T tornando-as ativadoras ineficientes.

Em relacdo a producdo de anticorpos, foi observado que ratos tratados com
curcumina na dose de 20 mg/kg ndo apresentaram alteracdo nos niveis de IgG produzidos,
enguanto que os animais tratados com 40 mg/kg os niveis de 1gG estavam aumentados.
Nenhuma alteracdo foi observada na resposta de hipersensibilidade tardia ou atividade de
células natural killer. No entanto, quando foram testadas linhagens tumorais YAC-1 e EL4,
ficou evidente que a curcumina exerce efeito inibitorio na resposta proliferativa dessas
células quando é feita a comparacdo com células normais (South et al., 1997). Em outros
estudos a curcumina retardou a proliferacdo de linfécitos esplénicos, células T citotdxicas e
macrofagos (Gao et al., 2004). Em nenhum dos estudos realizados foi observado o aumento
da citoxicidade de células natural killer apds tratamento com curcumina (Cipriani et al.,
2001). Adicionalmente, a curcumina também aumentou a morte celular de linfomas de
natural killer/células T (NKTL) que sdo resistentes a outras terapias. Este efeito parece
estar diretamente ligado a supressédo da ativacdo do NFkB (Kim et al., 2005b).

Vaérios estudos mostraram que a curcumina modula tanto a proliferacdo quanto a
ativacdo de células T. A ativacdo induzida por concanavalina A (Con A), fitohemaglutinina
(PHA) e forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) € inibida em células T retiradas de baco
humano (Rajan et al., 2004). No decorrer desses estudos a curcumina foi capaz de suprimir
a sintese de IL-2 e a proliferacdo induzida por IL-2. Em outro estudo feito pelo mesmo
grupo foi relatado que a curcumina também inibiu a proliferacdo de células T humanas
induzida por PMA, PHA e anti-CD28 (Rajan et al., 1998). Em comparacdo com a
ciclosporina A, que inibe a proliferagdo de células T induzida por PMA, a curcumina
apresentou efeito inibitério superior, ja que foi capaz de suprimir também a estimulacéo
induzida por PMA e anti-CD28. O efeito inibitorio da curcumina foi observado também na
ativagcdo de NFkB (Rajan et al., 1998).

41



Em timdcitos de ratos o tratamento com curcumina inibiu completamente a
proliferacdo induzida por Con A e também suprimiu a inducdo de apoptose por
dexametasona. A inibicdo da apoptose foi acompanhada por uma supressdo parcial ou
completa da geracdo de AP-1 em células estimuladas ou ndo por Con A (Sikora et al.,
1997). Em células T infectadas com HTLV-1 e tratadas com curcumina o crescimento viral
foi diminuido. O efeito antiviral da curcumina em células infectadas com HTLV-1 foi
correlacionada com o bloqueio de duplicagdo celular, diminuigdo da expressdo da ciclina
D1, Cdkl e Cdc25C, e favorecimento da apoptose pela reducdo da expressdo de XIAP.
Além disso, houve também a diminuicao do nivel de AP-1 ligado ao DNA e a supresséo da
atividade transcricional (Tomita et al., 2006a e Tomita et al., 2006b).

Em células B a curcumina pode também influenciar a proliferacdo e funcgdes
efetoras. Alguns desses efeitos parecem ser mediados pela diminui¢do do estresse oxidativo
induzido por ciclosporina e peroxido de hidrogénio. (Rajan et al., 1998). Ja foi mostrado
que a curcumina reduz a proliferacdo de células B imaturas oriundas de linfoma (BKS-2),
induzindo sua apoptose, mas ndao em células B normais. Este efeito estaria associado a
diminuicdo de erg-1, c-myc, bcl-XL, gene supressor de tumor p53 e, na maioria das vezes,
da inibicdo quase que total da atividade de NF«xB (Han et al., 1999). A apoptose observada
em linhagens de células B pode estar associada a capacidade da curcumina em deacetilar
histonas. Estudos realizados em células Raji mostraram inibic¢éo da proliferacao, indugéo de
apoptose e acentuada reducao na acetilacdo de histonas em células tratadas com curcumina
(Liu et al., 2005). Um trabalho recente mostrou que Syk é um alvo da curcumina, uma vez
que linhagens de células tumorais humanas e murinas tratadas com curcumina
apresentaram reducdo da fosforilacdo de Syk. Sendo assim, a funcdo de sobrevivéncia de
Syk que ¢ fosforilar Akt para que essa por sua vez fosforile a proteina proapoptética Bad,
deixaria de atuar, facilitando a indugdo da apoptose (Guarurajan et al., 2007).

Os estudos citados acima indicam que a curcumina desempenha diferentes efeitos
nas funcdes imunes em células normais e transformadas, conferindo vantagens em estudos
terapéuticos. Entretanto, ainda continuam desconhecidos o0s alvos moleculares da

curcumina em células B normais.
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1.6.2 - Efeitos imunomodulatérios da Cissampelos sympodialis e de seu composto

warifteina

A infusdo da raiz e das folhas da Cissampelos sympodialis é largamente utilizada no
Nordeste e Sudeste do Brasil para o tratamento de asma, reumatismos e outras doencas

inflamatorias (Barbosa-Filho et al., 1997).

Estudos prévios mostraram que a fracdo aquosa do extrato hidroalcoolico (AFL) de
Cissampelos sympodialis atua sobre a musculatura lisa. Observou-se a indugdo de
relaxamento da musculatura lisa bronquica e inibicdo de broncoespasmos induzidos por
histamina em cobaios sensibilizados com ovalbumina (Thomas et al., 1997a). Estudos
posteriores mostram também que os niveis intracelulares de CAMP eram aumentados em
células de musculo de traquéia e que ocorreria inibicdo das enzimas fosfodiesterase
nucleotidio ciclico (PDE) IV e V em musculo de pulméo de cobaios (estas enzimas s&o
responsaveis pela degradacdo de cAMP). Tomando em conjunto, os dados existentes
sugerem que a AFL possa inibir essas enzimas aumentando os niveis intracelulares do
mensageiro secundario CAMP (Thomas et al., 1997b). Outro efeito relatado em cobaios
tratados com AFL foi o aumento de células mononucleares no lavado broncoalveolar
(Ferreira et al., 1996).

A AFL parece ter efeito inibidor em células diretamente envolvidas com a resposta
inflamatoria e esse talvez seja um dos motivos do seu sucesso no tratamento de doencas
inflamatdrias. A AFL produz uma diminuicdo na degranulacdo de neutrofilos isolados de
sangue periférico estimuladas por Formyl-Met-Phe-Pro. Este efeito é mediado pela ativacao
da PKA (proteina-quinase A) induzida por cAMP (Thomas et al., 1999). A migracdo de
neutréfilos para a cavidade peritoneal também foi inibida pela AFL em ratos (Batista-Lima
et al., 2001). Estudos recentes em modelos de asma sugerem que os efeitos antialérgicos
sdo consequiéncias dos efeitos anti-leucotrienos e anti-eosinofilicos do extrato (Bezerra-
Santos et al., 2006).

A AFL também apresenta efeitos imunomodulatoérios. Estudos realizados utilizando
celulas T murinas ativadas com concanavalina A mostraram que ha uma diminui¢do na
resposta proliferativa e na secrecdo das citocinas IL-2 e INF-y e aumento na produgéo das

citocinas IL-4 e IL-10. No entanto, animais sensibilizados com ovalbumina e tratados com
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AFL por via oral apresentaram diminuicdo nos niveis de IgE circulante e inducdo de secre(cdo decito
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Ensaios de caracterizacdo da toxicidade da warifteina foram realizados em
linhagens de hepatocitos e de fibroblastos V79, revelando que o 1Csy da warifteina varia

entre 10 uM e 35 uM nestes tipos celulares (Melo et al., 2003).

Estudos anteriores demonstraram que a warifteina exerce um efeito espamolitico em
musculo cardiaco, traquéia e Gtero de cobaios. Outro dado importante mostrado neste
estudo foi a observacdo de que a warifteina pode ter acdo efetiva na modulacdo de eventos
que regulam a liberacdo de calcio (De Freitas et al., 1996). Foi sugerido neste estudo que a
diminuicdo na liberacdo de célcio seria devido a um possivel aumento intracelular de
cAMP, aumento esse decorrente do efeito inibitdrio da warifteina sobre as fosfodiesterases
(Thomas et al., 1997b e Thorpy 1994).

Recentemente, foi evidenciado o efeito antialérgico da warifteina em modelo de
asma e pleurisia alérgica. Esse estudo mostrou que a warifteina induziu uma potente
inibicdo da eosinofilia alérgica e da producédo de cisteinil leucotrienos (Bezerra-Santos et
al., 2006).

Tomados em conjunto, os estudos utilizando warifteina sugerem que este composto
isolado da Cissampelos sympodialis teria uma série de efeitos similares aos observados nos
estudos utilizando a AFL, 0 gque sugere que este seria o0 principio ativo do extrato. Estudos
adicionais sdo necessarios para caracterizar se a warifteina teria efeito sobre células B e

qual o seu mecanismo de a¢do nestas células.
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2 - OBJETIVO GERAL

No presente trabalho tivemos como objetivo geral avaliar o processo de modulacao
da ativacdo de celulas B. Duas abordagens distintas foram utilizadas. Avaliamos, por um
lado, o papel da proteina adaptadora TAPP2 na modulacdo da resposta de células B. Uma
outra abordagem utilizada foi a caracterizacdo de dois compostos quimicos isolados de
produtos naturais (curcumina e warifteina) como moduladores da resposta de células B e a

caracterizagdo de seu mecanismo de agéo.

2.1 - JUSTIFICATIVA

Para que ocorra a ativacdo das células B sdo necessarios varios eventos que
culminam com a ativacéo, diferenciacdo, proliferacdo e secrecdo de imunoglobulinas, que
séo cruciais no combate de algumas infecgdes. No entanto, o estado de ativagéo precisa ser
finamente controlado para que ndo perdure indeterminadamente ou leve a producdo de
anticorpos autoreativos, como pode ser observado em diversas doencas autoimunes. Varias
moléculas moduladoras podem participar na modulacdo da ativacdo. Muitas delas estdo
presentes no citoplasma, e podem ser recrutadas apos indugdo da resposta. A analise
detalhada de algumas moléculas inibidoras tem mostrado que o equilibrio entre os sinais de
ativacdo e modulacdo é de extrema importancia para a resposta imunoldgica (Healy &
Goodnow, 1998).

Com o intuito de avaliar o papel de proteinas intracelulares na resposta de células B
e estimulados pela idéia de que TAPP1 e TAPP2 possam participar de forma direta ou
indireta na cascata de fosforilagdo em células B, nos propusemos a estudar seu
envolvimento no modelo de ativacdo de celulas B apds coagregacdo do BCR com FcR.
Para tal a proteina TAPP2 recombinante produzida em bactérias E. col., foi purificada e
injetada em coelhos para a producdo de anticorpos especificos. Estes anticorpos foram
purificados e utilizados como ferramentas para avaliar a participacdo de TAPP na
fosforilacdo de células B estimuladas com anti-IgM intacta (ou seja, na ativacdo gerada por
coagregacdo do BCR/FcyRIIl). Além disso, utilizamos os anticorpos anti-TAPP para o
estudo do seu recrutamento para a membrana e do seu envolvimento em alteracdes de

citoesqueleto celular durante a ativacao.
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Uma série de drogas sintéticas ou ndo sdo capazes de exercer efeito modulatorios
em eventos como ativacao, proliferacdo e producéo de imunoglobulinas. Muitas moléculas
tém sido empregadas no controle da proliferacdo e inducdo de apoptose em células
tumorais (Ringshausen et al., 2006) e modulacdo da ativacdo e bloqueio da producdo de
imunglobulinas em doencgas autoimunes (Spertini, 2007).

A curcumina, principal composto do rizoma da planta Curcuma longa, ja esta em
estudos clinicos de fase | para o tratamento de diferentes tipos de céncer e existe vasta
descricdo de seus efeitos imunomoduladores em diversas populacbes celulares (Hsu &
Cheng, 2007). A warifteina, o composto encontrado em maior quantidade na fracdo
hidroalcodlica da Cissampelos sympodialis, foi caracterizado como uma substancia
promissora no controle da asma e resposta inflamatoria. Numa segunda parte deste estudo
investigamos o efeito da curcumina e warifteina na resposta de células B induzida por
ativadores policlonais in vitro. Investigamos, ainda, os efeitos destas substancias nas
principais vias de transducdo de sinal induzidas por ativacdo de células B. Finalmente, a
partir destes estudos de sinalizacdo intracelular, caracterizamos o0 mecanismo de acao destas

drogas.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para desenvolver o objetivo geral de avaliar o processo de modulagdo da resposta de
células B, nosso trabalho foi dividido em trés partes e teve 0s seguintes objetivos

especificos:

Parte | — Caracterizagda do envolvimento de TAPP2 na modulacdo da ativagdo de
celulas B

1- Producdo de TAPP2 recombinante em bactérias E. coli transformadas.

2- Obtencéo de anticorpos especificos anti-TAPP2,

3- Avaliacdo, por Western blotting, da atividade de fosforilacdo dessas proteinas em
linhagens de células B e em celulas primarias provenientes de camundongos C57BL/6 e na

linhagem geneticamente deficiente de SHIP.
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4- Avaliacdo, através de imunofluorescéncia, da localizacdo e das condigdes necessarias ao

recrutamento de TAPP2 para a membrana ap0s ativacao.

Parte 11 — Estudo dos efeitos imunomoduladores da curcumina em celulas B ativadas
1- Verificagdo da toxicidade da curcumina quando adicionada a culturas de células B
primarias.

2- Avaliacdo dos efeitos da curcumina sobre a proliferacdo de células B murinas
estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll e anti-IgM.

3- Avaliacdo dos efeitos da curcumina sobre a secrecdo de imunoglobulinas em células B
murinas estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll.

4- Verificacdo do efeito da curcumina na expressao de moléculas co-estimulatorias.

5- Investigacdo das possiveis vias de sinalizagdo onde a curcumina encontre alvos

moleculares: fosforilagdo de MAPK e ativagéo do fator nuclear NFkB.

Parte 111 — Caracterizacdo dos efeitos imunomoduladores da warifteina em células B
ativadas

1- Verificacdo da toxicidade da warifteina quando adicionada a culturas de celulas B
primarias e em cultura de linhagem de células B humanas DAUDI

2- Avaliacdo dos efeitos da warifteina sobre a proliferacdo de células B murinas
estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll e pela ligagdo de Ig de superficie (anti-
IgM).

3- Verificacdo do efeito da warifteina na expressao de moléculas co-estimulatorias.

4- Avaliacdo dos efeitos da warifteina sobre a secre¢do de imunoglobulinas em células B
murinas estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll.

5- Investigacdo das possiveis vias de sinalizacdo alteradas pela warifteina, fosforilacéo de
MAPK e ativacdo do fator nuclear NFxB.

6- Investigacdo da inducdo de aumento intracelular de CAMP pela warifteina.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Reagentes

Foram utilizados os seguintes meios de cultura RPMI 1640 GIBCO (Gibco BRL,
Grand Island, NY,EUA) e IMDM (Hyclone, Logan,EUA). Suplementos para cultura
(hepes, bicarbonato de sddio, glutamina e B-mercaptoetanol) foram obtidos da SIGMA
Chem. Co. (St Louis, MO, EUA). Soro fetal bovino e o antibiotico gentamicina a foram
obtidos da GIBCO (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA).

A curcumina foi obtida da SIGMA Chem. Co. (St Louis, MO, EUA).

A warifteina foi isolada das folhas secas da planta Cissampelos sympodialis. Na
preparacdo do extrato de Cissampelos sympodialis folhas foram secas a 40 °C em estufa e
pulverizadas. O material seco foi submetido extracdo com etanol 70% (v/v) a 70 °C por 5
dias. O extrato hidroalcodlico da planta foi entdo passado em coluna e submetido a
cromatografia de camada fina (TLC), dessa maneira obteve-se o alcaléide warifteina como
previamente descrito por Lira et al (2002). O composto isolaso warifteina foi gentilmente
cedido pela Dra Marcia Regina Piuvezam do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da

Universidade Federal da Paraiba.

Lipopeptideo bacteriano sintético Pam3CysSerLys4 foi obtido da EMC micro-
collections (Tubingen, Alemanha). Os oligodeoxinucleotideos com seqiiéncias CpG foram
obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Parte desses dois reagentes foi gentilmente
cedido pelo Dr Alberto da Ndbrega do Departamento de Imunologia do IMPPG da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. O LPS (extraido de E. coli, sorotipo 0111:B4) foi
obtido da SIGMA Chem. Co. (St Louis, MO, EUA).

O Rolipran (que ¢é inibidor de fosfodiesterase) e o Forskolin (ativador da adenilato

cilase) foram gentilmente cedidos pela Dra Patricia Silva (IOC, FIOCRUZ).
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3.2 - Animais

Utilizamos camundongos BALB/c com idade entre 6 e 8 semanas de idade de
ambos 0s sexos. Os animais eram provenientes do biotério do Departamento de Imunologia
da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Camundongos C57BL/6, C57BL/6 deficientes
na molécula SHIP e C57BL/6 ARS de ambos os sexos com idade entre 6 e 8 semanas
foram oriundos do biotério do National Jewish Medical and Research Center, Denver
Colorado, USA. Para imunizacdo e producdo de anticorpos anti-TAPP2 foram utilizados

coelhos fornecidos também pelo biotério do National Jewish Medical and Research Center.

3.3 - Linhagens celulares

Foram utilizadas células A20 (Tamir et al., 2000), que foram cultivadas em IMDM
(Iscove’s modified Dulbecco’s medium) acrescido de 10% de soro bovino fetal (Hyclone,
Logan,UT, EUA), B-mercaptoetanol 50 uM, L-glutamina 2 uM, bicabornato de sédio 2
mg/ml, gentamicina (50ug/ml). O linfoma B humano DAUDI (ATCC, Rockville, MD,
EUA) foi mantido em RPMI contendo 10% de soro fetal bovino e os suplementos ja
citados. Para a producdo de anticorpos anti-Thy, anti-CD4, anti-CD8 e anti-cadeia kappa de
Ig de rato foram utilizados, respectivamente, os hibridomas H3012, GK 1.5, 356.7 e MAR
18.5 (ATCC, St Louis, MO, EUA). Todas as linhagens celulares foram mantidas em estufa
a 37 °C com 7% de COs.

3.4 — Producéo de TAPP2 recombinante

Vetores PGEX-3X contendo seqiiéncias de TAPP2 (Amersham Bioscience,
Piscataway, NJ, EUA) foram utilizados para transformar bactérias Escherichia coli
seguindo protocolo anteriormente descrito (Smith, 1991). Aps6s a transformacdo as
bactérias foram crescidas em meio Agar-LB. Algumas col6nias foram selecionadas e entdo
testadas por PCR para a confirmacdo da expressdo da proteina TAPP2 como previamente
descrita (Kimber et al., 2002).

A confirmacéo da transformacdo com TAPP2 em bacteérias E. coli foi feita por PCR

onde foram consideradas positivas as bactérias que possuiam a sequéncia complementar
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aos primers de oligonucleotideos de TAPP2. O primer usado para TAPP2 foi: senso,
GATGTGAGCAGAGCCCAGGAATGCC e 0 antisenso,
AGGGCTGGAGGAGCTGCTAAGCTC. A técnica foi realizada baseada em protocolo
previamente descrito (Marshall et al., 2000).

As colbdnias de bactérias que se mostraram positivas para TAPP2 foram, entdo,
crescidas em larga escala em meio 2x dYT composto de 16 g de triptona, 10 g de extrato de
levedura e 5 g de NaCl dissolvidos em 1 L de agua Milli-Q . Apds a obtencdo de massas de
bactérias, essas foram lisadas por congelamento e descongelamento e, em seguida, a
proteina TAPP2 foi purificada com esferas de glutathione Sepharose (Amersham
Bioscience, Piscataway, NJ, EUA). Os lisados das bactérias transformadas foram incubadas
a 4 °C por 16 horas. Em seguida foi feita a eluicdo com solucdo de competicéo (solucéo de
glutationa soluvel) para a obtencdo das proteinas TAPP2. Finalmente foi dosada a
concentracdo de proteinas como descrito previamente (Kimber et al., 2002).

3.5 - Imunizacao e purificacdo de anticorpos especificos anti-TAPP2

Coelhos foram injetados com 200 pg de proteina TAPP2 purificada em dois pontos
de indculo subcutaneo, na regido dorsal e na regido lombar. Os coelhos receberam indculos
mensais e apds os trés primeiros meses iniciou-se a avaliacdo dos soros quanto a presenca
de imunoglobulinas especificas para TAPP2. Os soros retirados dos coelhos imunizados
foram passados em coluna de afinidade para a obtencdo de anticorpos especificos como

descrito previamente (Aatsinkia & Rajaniemi, 2005).

3.6 - Isolamento de células B

Células B foram obtidas de ba¢o de camundongos. Para a purificacdo as células de
baco foram submetidas a deplecdo de células T com a utilizacdo de coquetel de anticorpos
especificos para moléculas de superficie dessas células (Thy-1, CD4 e CD8). Alem disso,
apos tratamento com o0s anticorpos citados, as células foram tratadas com anticorpos anti-
cadeia kappa de Ig de rato (MAR 18.5) e complemento de coelho (Low Tox Rabbit
Complement, Cedarlane Inc., Canada).
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Na etapa seguinte as células foram submetidas a fracionamento em gradiente de
Percoll descontinuo contendo solugdes de Percoll (SIGMA Chem Co; St Louis, MO, EUA)
diluidas em meio RPMI 1640 ou salina de Hank's nas concentracfes de 50%, 60%, 65% e
70%. Foram retiradas apenas as células de alta densidade (encontradas entre as fracGes de
65% e 70%) que representam as células B ndo ativadas.

Ap0ds o isolamento, as células foram colocadas em placas de cultura contendo meio
RPMI suplementado com B-mercaptoetanol 50 uM, L-glutamina 2 uM, bicarbonato de

sodio 2 mg/ml, gentamicina (50ug/ml) e 10% de soro fetal bovino.

3.7 - Avaliacéo do efeito citotdxico de produtos naturais

Foram realizados experimentos que visaram evidenciar um possivel efeito toxico da
curcumina ou warifteina sobre as células B purificadas de camundongos. O método
escolhido foi a analise do acumulo de iodeto de propideo avaliada por citometria de fluxo.
A exitagédo desse composto por luz branca leva a emisséo de fluorescéncia no comprimento
de onda de 630 nm, que pode ser medida por citometria de fluxo (FACSCalibur — Becton &
Dicknson). Para esse experimento foram utilizadas células purificadas estimuladas com
LPS ou ndo, tratadas ou ndo com curcumina (10 uM) ou warifteina (10 ug/ml) e marcadas
com anticorpo anti-B220 conjugado a fluoresceina. Estas células receberam a adicdo de
iodeto de propideo no momento da analise (concentracédo final de 5 pug/ml).

Para os testes de viabilidade com a linhagem DAUDI utilizamos o corante vital azul
de Trypan. As células DAUDI foram mantidas em cultura por 24 horas na presenca ou
auséncia de warifteina nas concentragdes de 0,1ug/ml, 1 ug/ml e 10 pg/ml. Em seguida foi
adicionado azul de Trypan e foram contadas as células viaveis e mortas em camara de

Neubauer com o auxilio do microscépio optico.

3.8 - Anélise da expressdo de CD86 por citometria de fluxo

Células B puficadas de camundongos BALB/c (1x10%/ml) foram estimuladas com
LPS (10 ug/ml), oligodeoxinucleotideo com sequiéncias CpG (1 pg/ml), Pam3cys (1

ug/ml). Simultaneamente estas foram tratadas ou ndo com curcumina 10 uM ou warifteina
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10 pg/ml. Apds 48 horas, as células foram lavadas e incubadas com PBS contendo 1% de
soro normal de camundongo (para blogquear as ligagdes inespecificas). Em seguida, as
células foram incubadas com anticorpos anti-B220 (FITC) e anti-CD86 (PE). Terminada a
incubacdo, as mesmas foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido 2%. As
amostras foram entdo analisadas em FACSCALIBUR Becton & Dicknson (Montain View,

CA, EUA). Os dados foram posteriormente analisados utilizando o software Cell quest.

3.9 — Mobilizagao de célcio intracelular

Células B purificadas pelo isolamento anteriormente descrito foram adicionadas a
cultura na concentracéo de 5x10%/ml e foram incubadas com Indo-AM (Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA) na concentracdo de final de 1 uM. Em seguida as células foram
marcadas com anticorpo anti-B220 FITC e a concentracio foi ajustada para 1x10°ml. As
amostras foram, entdo, analisadas por citometria de fluxo utilizando o citbmetro LSR (BD
Bioscience, Mountain View, CA, EUA). No momento da analise as células foram
estimuladas com anticorpo anti-IgM (5 ug/ml) e tratadas simultaneamente com curcumina
(10 uM). O programa utilizado para a andlise foi o FlowJo software (Tree Star, San Carlos,
CA, EUA). A média do célcio intracelular foi determinada pela medida da proporcédo de
fluorescéncia do Indo-AM (390 nm/490 nm).

3.10 - Medida da atividade proliferativa de células B

A atividade proliferativa foi avaliada atraves do método de incorporacéo de timidina
tritiada previamente descrito (Brunswick et al, 1988). As células B purificadas pelo
isolamento anteriormente descrito foram adicionadas & cultura na concentragéo de 2,5x10°
células por poco com os estimulos descritos. Apds 72 horas de incubacdo a 37°C com 7%
de CO,, foi adicionado 0,5 pCi de timidina tritiada e as culturas incubadas por mais 18
horas, foram recolhidas em papel de filtro Whatmam, para a retengdo do DNA. Os filtros
foram lavados, secos e adicionados a tubos com liquido de cintilagdo. A incorporacdo de

timidina foi medida através de um espectrometro de cintilacdo liquida da Beckman Coulter,
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modelo LS6500. O tempo de contagem de cada amostra foi de 1 minuto e os resultados

obtidos foram expressos em contagem por minuto (cpm).

3.11 - Dosagem de imunoglobulinas no sobrenadante de culturas

Células B (5x10 por poco) foram estimulas com LPS 10 ug/ml, Pam3cys 1 ug/ml e
curcumina nas concentragdes de 1, 3 e 10 uM. Nos experimentos com warifteina a mesma
foi utilizada nas concentragdes de 0.1, 1 e 10 ug/ml. As culturas foram incubadas por 7 dias
a 37 °C com 7% de CO,. Foram feitas culturas em triplicatas e os sobrenadantes foram
reunidos em um “pool”. Placas de poliestireno de fundo (modelo Costar 3590, Corning,
NY, EUA) foram cobertas com anticorpo de cabra anti-IgM de camundongo (SIGMA
Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) e incubadas por cerca de 20 horas. Apos lavagem com
PBS as mesmas foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente com PBS contendo
1% de soro fetal bovino (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA). Apbs o bloqueio das
ligacBes inepecificas, foram adicionadas as amostras (nas dilui¢des de 1:1, 1:5, 1:25, 1:125)
e as diluicbes do padrdo de IgM purificada (ICN, Biomedicals, Irvine, CA, EUA) usada
para a elaboracdo da curva padrdo. Depois de 6 horas de incubacdo, e lavagem, foi
adicionado o anticorpo secundario anti-lgM marcado com fosfatase alcalina (Southern
Biotecnology Ass. Inc., Birmingham, AL, EUA) e foi feita incubagdo de 16 horas. A
visualizacdo da ligacdo do anticorpo secundario foi realizada pela adicdo do substrato
cromogénico p-nitrofenolfosfato (SIGMA Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) diluido em
tampéo Tris-MgCl, pH 9,5. A leitura de A405 foi feita em leitor de microplacas (BIORAD
modelo 550).

3.12 - Imunofluorescéncia

Células A20 foram aderidas a laminulas previamente revestidas com poly-L-lysina
(SIGMA Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) e estimuladas com anticorpo anti-IgM (5 ug/ml)
por 30 minutos. As laminas foram entdo lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido
2% e lavadas novamente. Em seguida foram permeabilizadas com saponina 0,1% lavadas e

incubadas por 30 minutos com anticorpo anti-TAPP2. O anticorpo secundario empregado
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foi 1gG de burro anti-lIg de coelho acoplado a Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories
Inc, PA, USA). Finalmente, as laminulas foram montadas em laminas com a utilizacdo do
meio de montagem composto de orto-fenilenediamina (OPDA) 2 mg/ml, 0,1 M de Tris (pH

8,5) em glicerol. Em seguida foram analisadas em microscépio de fluorescéncia.

3.13 - Dosagem de adenosina monofosfato ciclico

Células B (1x10%ml) foram purificadas no dia anterior e incubadas por 16 horas a
37 °C em estufa com 7% de CO,. No dia do ensaio, as células foram estimuladas com LPS
(10 upg/ml), Rolipran (3-Isobutyl-1-methylxanthine) (inibidor de fosfodiesterase) e
Fosfokolin (que é ativador da proteina quinase A). O Rolipran e Fosfokolin foram
gentilmente cedidos pela Dra Patricia Silva (IOC, FIOCRUZ) e foram utilizados na
concentracdo de 10 uM. As células foram lisadas ap6s duas horas de incubacdo e o CAMP
foi quantificado por ELISA de competicdo, utilizando o Kit comercial cAMP

Enzimeimmunoassay Biotrak™

(EIA) System (dual range) (Amersham Bioscienses, UK)
de acordo com as especificacbes do fabricante. Algumas culturas foram tratadas com

warifteina, adicionada na dose de 1 ou 10 pg/ml .

3.14 - Western Blotting

Para avaliar o perfil de fosforilacdo total e a fosforilagdo de MAPKs foram feitas
culturas de células B purificadas (1x10"/ml) que foram tratadas com curcumina ou
warifteina simultaneamente a adi¢do dos estimulos. Nos experimentos utilizando curcumina
as celulas foram estimuladas com anti-IgM (5 pg/ml) por 5 minutos, LPS (10 pg/ml),
oligodeoxinucleotideo com sequiéncia CpG (1ug/ml) ou Pam3cys (1ug/ml) por 30 minutos.
Nos experimentos com warifteina, as células foram estimuladas com anti-IgM (5 ug/ml)

por 5 minutos e LPS (10 pg/ml) por 30 minutos.

Nos experimentos para a verificacdo de fosforilacdo de TAPP2 foram utilizadas
células A20 (6 x 10%/ml) estimuladas com IgG intacta de coelho anti-lgM de camundongo
(RAMIG) 5 pg/ml ou IgG F(ab’) (RAMIG Fab) 7 pug/ml por 5 minutos.
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Apos a estimulacgdo e respectivos tratamentos, as células foram lisadas com tampéo
NP-40 (Gibco, Grand Island, NY,EUA), contendo inibidores de proteases (Calbiochem,
San Diego, CA, EUA). As amostras foram incubadas por 20 minutos a 4 °C. Foram, ent#o,
centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm e aos sobrenadantes foi adicionado tampéo de
amostra (SDS 4x).

As amostras foram separadas em SDS-PAGE (15%) com 100 V e posteriormente
transferidas para uma membrana de PVDF (Millipore) previamente ativada com metanol

para realizagdo do western blotting.

Apos a transferéncia as membranas foram bloqueadas com TBS com 2% de BSA
(SIGMA Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) e incubadas com anticorpos primarios por 16

horas.

Os anticorpos primarios utilizados foram os seguintes: a) anti-TAPP2 (diluido
1:500; obtido no decorrer desse trabalho), b) 4G10 (anticorpo que reconhece residuos de
tirosina fosforilados; diluido 1:10000 (ATCC, Rockville, MD, EUA), c) anti-p38 e anti-p-
p38 (que reconhecem a MAPK p38 na sua forma total e fosforilada, respectivamente;
diluidos 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), d) anti-IkB e anti-p
IkB (que reconhecem a forma total e fosforilada da proteina IkB, respectivamente; diluidos
1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), e) anti-ERK e anti-pERK (que
reconhecem a forma total e fosforilada da MAPK ERK; diluidos 1:1000 (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA).

Apos incubacdo com os anticorpos as membranas foram lavadas com TBS Tween
20 (3X) e incubadas por 2 horas com anticorpo secundario. Nos experimentos onde o
anticorpo primario foi o anti-TAPP2 utilizou-se anti-lg de coelho (1:5000; Jackson
Immunoresearch, PA, EUA). Nos demais experimentos foi usado anti-lg de camundongo
(1:3000; Jackson Immunoresearch, PA, EUA). As membranas foram novamente lavadas e
reveladas utilizando um sistema de quimioluminescéncia (SuperSignal, Kodak) e papel
fotografico (Kodak).
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3.15 — Preparacao de anticorpo anti-TAPP2 ligado a sefarose

Esferas de glutathione sefarose (0.29g) foram hidratadas com 10 ml de HCI 1 mM
por 15 minutos em agitacdo continua. Em seguida as mesmas foram lavadas em filtro de
vidro por decantagéo por 3 vezes intercalando o uso de HCI 1mM e PharmaLink Coupling
Buffer (Pirce Biotechnology, Rockford, IL, EUA). As esferas lavadas foram gentilmente
recolhidas do filtro e colocadas em uma solugdo contendo anticorpos anti-TAPP2 diluido
em tampdo de ligacdo. Incubadas por 16 horas em rotacdo continua a 4 °C. Apés a
incubacdo o material foi centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos, lavadas com PharmaLink
Coupling Buffer e entdo incubadas com Tris 100 mM pH 8 por 16 horas a 4 °C em
agitacdo continua para a retirada dos anticorpos ndo ligados. Em seguida as esferas foram
lavadas 6 vezes intercalando o uso dos tampGes de ligacdo e tampao acetato. Finalmente as
esferas foram ressuspensas em PBS com 0,02% de azida onde foram guardadas a 4 °C até

0 momento do uso.

3.16 — Imunoprecipitacéo de TAPP2 e coloragéo direta em gel por Sypro Ruby

Para os ensaios de imunoprecipitacdo foram utilizadas células B na concentracdo de
6.0x10°/ml que foram estimuladas com IgG intacta de coelho anti-lgM de camundongo (5
ug/ml) ou IgG F(ab’) (anti-lgM Fab) 7 ug/ml por 5 minutos. Apds a estimulacdo as
células foram lisadas com tampdo NP-40 (Gibco, Grand Island, NY,EUA) contendo
inibidores de proteases (Calbiochem, San Diego, CA, EUA) e incubadas por 20 minutos a 4
9C. As amostras foram, ento, centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e aos sobrenadantes
foi adicionado tampéo de amostra (SDS 4x). Essas amostras foram incubadas por 16 horas
em agitacdo constante com anti-TAPP2 ligados a esferas de sefarose. Apos esse periodo as
esferas foram centrifugas 3 vezes a 1200 rpm por 5 minutos a 4 °C, ressuspensas em

tamp&o de amostra (SDS 4x) e estocadas -80 °C até 0 momento do uso.

Para a coloracdo por Sypro Ruby células A20 (6.0x10%/ml) foram estimuladas com
5ug/ml de IgG intacta de coelho anti-Ig de camundongo por 5 minutos. As culturas foram
lisadas com 0 mesmo tampdo citado acima por 20 minutos a 4 °C e centrifugadas a 2000
rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes obtidos foram incubados com esferas de sefarose

ligadas a anti-TAPP2 por 16 horas a 4 °C, seguido de centrifugacdo a 1200 rpm por 5
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minutos. As esferas foram recolhidas e eluidas 3 vezes em tampdo acido conforme
intrucdes do fabricante do corante (Invitrogen detection Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). As amostras eluidas foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida a 10% e

coradas com Sypro Ruby conforme especifica¢des do fabricante.

3.17 - Dosagem de NFxB em extratos nucleares por EMSA

Células B purificadas (1x107/ml) foram estimuladas com LPS (10 pg/ml) e tratadas
com curcumina (10 uM) ou warifteina (10 ug/ml) por 16 horas. Ap6s a incubacdo as
células foram lisadas seguindo protocolo descrito anteriormente (Sheinman et al, 1995).
Para a realizacdo do EMSA os lisados celulares foram incubados com 40.000 cpm de **P
associado a sequéncia dupla-fita consenso de oligonucleotideos de NFxB (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), e incubados por 30 minutos a 25 °C. A mistura
incluiu 1 ug de poly(dI-dC):poly(dI-dC) em tampao de ligacdo (10 mM Hepes, pH 7,9, 4%
de glicerol, 1 mM de DTT, 1 mM de EDTA e 0,1 mg de BSA).

O complexo proteina-DNA foi separado das sequiiéncias livres em gel de
poliacrilamida nativa (4%) e, apds secagem, foi visualizado pelo Phosphoimage analysis
(Molecular Dynamics, Amersham, Piscataway, NJ, EUA). Um oligonucleotideo dupla-fita
mutante (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) foi utilizado para verificar a

especificidade da ligacdo do DNA com o NF«B.

3.18 - Analises estatisticas

Foi realizado o teste t de Student para amostras ndo pareadas através do assistente
gréfico PrismaGraphPad 4. Os resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.



4 - RESULTADOS

4.1 - PARTE | - Caracterizagdo do envolvimento de TAPP2 na modulagdo da

ativacao de células B

4.1.1 - Preparo de TAPP2 recombinante

A primeira etapa do nosso trabalho foi o preparo da proteina TAPP2 recombinante.
Para isso, foi feita a transformacdo de bactérias E. coli. utilizando o vetore PGEX-3X
contendo sequiéncias da proteina como descrito na secdo Materiais e Métodos. As bactérias
transformadas foram crescidas e as colnias selecionadas e testadas pela técnica de PCR
para comprovacéo da eficiéncia da transformacgéo. Obtivemos duas col6nias transformadas
e selecionamos a de numero 13 (Figura 1). Essas bactérias foram crescidas em larga escala
para purificacdo das proteinas TAPP2.

4.1.2 — Reconhecimento de uma Unica banda de aproximadamente 50 kDa em lisados
e imunoprecipitados de células A20

De posse das proteinas purificadas, iniciamos a fase de imunizacdo de coelhos para
a producdo de anticorpos especificos. Os coelhos foram imunizados e, apos trés meses,
obtivemos os anticorpos purificados que foram testados quanto a sua capacidade de
reconhecer a proteina TAPP2 em lisados de células A20 estimuladas ou ndo com anti-IgM.
Os anticorpos anti-TAPP2 purificados reconheceram uma Unica banda de aproximadamente
50 kDa nos lisados celulares (Figura 2a), que corresponde ao peso molecular de TAPP2.
Avaliamos a possibilidade de ligacdo inespecifica do anticorpo secundario incubando as
membranas apenas com esse anticorpo, porem nenhuma ligacao foi observada.

Avaliamos, também, a utilizacdo do anticorpo anti-TAPP2 para a analise de
imunoprecipitados. Anticorpos anti-TAPP2 ligados a esferas de sefarose mostraram-se
capazes de ligar a proteinas existentes nos lisados celulares e estes ndo se ligam
inespecificamente, visto que a incubacdo das esferas apenas com o anticorpo secundario

ndo revelou nenhuma marcagdo (Figura 2b). Nossos resultados demonstram que o
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anticorpo produzido reconhece uma Unica banda de aproximadamente 50 kDa, e pode ser

utilizado tanto para andlise de lisados totais quanto de imunoprecipitados.

4.1.3 - Avaliacdo da eficiéncia de retirada de TAPP2 de lisados de células A20

Sabendo que o anticorpo obtido do soro de animais imunizados se ligava a TAPP2
nos lisados celulares, realizamos a seguir experimentos para verificar a eficiéncia da
imunoprecipitacdo. Dessa forma verificamos se, apds a imunoprecipitacdo, ainda restava
TAPP2 nos lisados. Para isso, comparamos o imunoprecipitado nas esferas com os lisados
restantes apos a incubacao. Constatamos que as esferas foram capazes de retirar a maior

parte das proteinas existentes nos lisados celulares (Figura 3).

4.1.4 - Proteinas obtidas por eluicdo de imunoprecipitados com anti-TAPP2

Como mais uma comprovacao da especificidade do anticorpo produzido, utilizamos
a técnica de coloracdo Sypro Ruby, que cora diretamente no gel as proteinas retiradas de
imunoprecipitados por eluicdo com tampdo acido. Esta técnica foi utilizada com o intuito
de demonstrar que as proteinas ligadas a anti-TAPP2 ndo eram grandes agregados
proteicos. Nossos resultados mostraram mais uma vez que essas proteinas constituem uma

unica banda de aproximadamente 50 kDa (Figura 4).

4.1.5 - Fosforilacdo de TAPP2 em células A20 estimuladas com anti-lgM intacta

A seguir realizamos estudos funcionais testando se a ativagdo celular levava a
fosforilagdo de TAPP2. Para isso, células A20 foram estimuladas com IgG de rato anti-IgM
de camundongo na sua forma intacta ou IgG F(ab’) por 5 minutos. Os lisados dessas células
foram analisados pela técnica de Western blotting usando anticorpo anti-fosfotirosina.
Observamos que ocorreu fosforilagdo de proteinas em ambas as situa¢des, no entanto a
fosforilagéo da banda de 50 kDa foi maior quando utilizamos o anticorpo intacto (Figura
5a), ou seja, a molécula inteira foi capaz de induzir co-agregacdo dos receptores

BCR/FcyRII. Para confirmar a fosforilagdo de TAPP2 ocorrida apenas quando células B
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eram ativadas com anticorpo intacto, realizamos andlise de fosforilagdo de proteinas
TAPP2 purificadas por imunoprecipitacdo de células B ativadas. Observamos que a
fosforilagdo ocorre apenas com o uso do anticorpo intacto e € maxima apos 5 minutos de
ativacdo (Figura 5b). Esta foi a primeira demonstracdo da fosforilacdo de proteinas TAPP2

em células B ativadas.

4.1.6 - Fosforilagdo de TAPP2 em células B purificadas de animais deficientes em
SHIP

Trabalhos anteriores demonstraram que TAPP2 tem a capacidade de se ligar a
P1(3,4)P,, que é gerado apds a hidrolise de PI(3,4,5)P; mediado pela fosfatase SHIP.
Avaliamos, a seguir, se a fosforilagdo de TAPP2 estaria diminuida em animais deficientes
em SHIP (Coggeshall, 2002), que talvez tenha comprometida sua producéo de PI(3,4)P, e
animais controles normais que expressam SHIP. As células B purificadas desses animais
foram estimuladas por 5 minutos com IgG de rato anti-lgM de camundongo na sua forma
intacta ou 1gG F(ab’),. Os lisados celulares foram obtidos e os imunoprecipitados foram
submetidos a SDS-PAGE e avaliados por Western blotting. Observamos que nesses
animais a fosforilacdo de TAPP2 diminui de forma significativa quando comparado com 0s

animais controles (Figura 6).

4.1.7 - Fosforilacdo de TAPP2 em células B de animais anérgicos ARS

Camundongos ARS sdo animais anérgicos por possuirem BCR que reconhecem
peptideos enddgenos, além de reconhecerem o hapteno azofenil arsonato (Cambier et al.,
2007). Nesses animais as células B apresentam capacidade reduzida para responder a
estimulos via BCR (Brauweiler et al., 2007). Nesse modelo o padrédo de resposta € contrario
ao observado no modelo do camundongo deficiente na molécula SHIP, visto que, células de
camundongos ARS permanecem em estado de anergia mesmo ap6s estimulacdo com
imunogenos classicos de células B. Avaliamos entdo, se a estimulacdo levaria a alguma
alteracdo da fosforilagdo de TAPP2 em células B purificadas de camundongos ARS

estimuladas por 5 minutos com IgG de rato anti-lgM de camundongo na sua forma intacta
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ou IgG F(ab’)2. Os imunoprecipitados dessas células foram analisados pela técnica de
Western blotting. Nossos resultados mostraram que, ao contrario do que vimos em animais
deficientes em SHIP, em células de animais anérgicos a fosforilacdo de TAPP2 estava

sigficativamente aumentada (Figura 7).

4.1.8 — Recrutamento de proteinas TAPP2 para a membrana ap0s a co-agregacao de
resceptores FcyRI1/BCR

Dados da literatura mostraram em modelos com expressédo aumentada de TAPP2,
que essa proteina era recrutada para a membrana apds estimulagdo com anti-lgM intacta
(Marshall et al., 2002). Testamos, a seguir, se esta mobilizacdo ocorre em células A20
estimuladas com anticorpo anti-IgM e se o anticorpo por nos preparado seria adequado para
sua visualizacdo por florescéncia. Nossos resultados revelaram que a proteina TAPP2 é
recrutada para a membrana apds co-agregacdo FCRII/BCR e que nosso anticorpo é, de fato,

util para utilizagdo em andlises com imunofluorescéncia (Figura 8).

4.2 - PARTE Il — Efeitos imunomoduladores da curcumina em células B

4.2.1 — Verificacao da citotoxicidade da curcumina em células B

Apesar da curcumina ser um isolado de produto natural largamente utilizado e
testado ndo tendo nehuma atividade toxica descrita apos testes em uma variedade de tipos
celulares, achamos importante testar se a mesma seria também indcua para células B
purificadas. Avaliamos por citometria de fluxo a incorporacdo de iodeto de propideo por
células incubadas por 48 horas com LPS na presenca de curcumina. Observamos que a
curcumina nao exerce efeito toxico em células B, sejam elas estimulas ou ndo com LPS
(Figure 9).
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4.2.2 - Efeito da curcumina na resposta de células B estimuladas por ativadores
policlonais

Com o0 objetivo de avaliar se a curcumina exerceria algum efeito na resposta
proliferativa de células B purificadas de camundongos BALB/c, estimulamos células B
isoladas de bago com LPS, anti-delta-dextrana e anti-lgM. As culturas foram tratadas
simultaneamente com curcumina em trés diferentes concentragcfes (1, 3 ou 10 uM) e ap6s 3
dias foi testada a proliferacdo celular através da incorporacéo de timidina tritiada. Nossos
resultados mostraram que em culturas estimuladas com LPS foi observado um efeito
inibitorio. Esse efeito foi observado nas trés doses de curcumina utilizadas tendo se
mostrado mais marcante na concentracdo de 10 uM, onde observamos uma inibicdo de
82% (Figura 10a). Entretanto a curcumina néo foi capaz de inibir a proliferacdo de células
B estimuladas com anti-delta-dextrana (Figura 10b) ou anti-IgM (Figura 10c) de maneira
significativa. Avaliamos também o efeito da curcumina na resposta induzida por outros
ligantes de receptores tipo Toll e observamos que, além da resposta ao LPS, a resposta
estimulada por deoxinucleotideos com seqliéncias CpG € inibida pela curcumina, enquanto

a mesma ndo tem efeito importante na resposta induzida por Pam3cys (Figura 10d).

Apb6s a observacdo de que a curcumina inibia a proliferacdo de células B
estimuladas por LPS, avaliamos se a curcumina alteraria a producéo de imunoglobulinas.
Para isso, células B purificadas foram estimuladas com LPS e tratadas com curcumina
simultaneamente e o nivel de IgM no sobrenadante foi dosado apos 7 dias de cultura. A
curcumina inibiu 98% da secre¢do de imunoglobulinas medida no sobrenadante de culturas
estimuladas com LPS. Esse efeito foi mais marcante na concentra¢do de 10 uM, embora

também ja fosse significativo na dose de 3 uM (Figura 11).

Baseados nos resultados iniciais do nosso trabalho, que mostram que a curcumina
inibiu a proliferacdo e producdo de imunoglobulinas em células ativadas com LPS,
decidimos avaliar se esse efeito abrangeria a expressdao de moléculas co-estimulatorias.
Células B estimuladas com LPS ou anti-lgM tratadas ou ndo com curcumina foram
cultivadas por 48 horas e entdo marcadas com anticorpos anti-B220 e anti-CD86 e

analisadas por citometria de fluxo. Nossos resultados mostraram que a estimulacdo pelo
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LPS leva a expressdao de CD86 e que essa expressdo ndo se altera significantemente em

células estimuladas e tratadas com curcumina (Figura 12).

4.2.3 — Efeito da curcumina na transducéo de sinal em células B estimuladas por LPS

ou anti-lgM

Avaliamos inicialmente se a curcumina alteraria o perfil de fosforilacdo de proteinas
com residuos de tirosina em proteinas totais de células B ativadas. Foram avaliadas células
B estimuladas com LPS, CpG, Pam3cys, anti-lgM e tratadas com curcumina. Apos a
andlise dos lisados dessas células pela técnica de Western Blotting observanos que uma
discreta alteracdo no perfil de fosforilacdo foi observada (Figura 13). Avaliamos, ainda se
outro evento inicial envolvido na sinalizacdo de células B, a mobilizacdo de calcio
intacelular, seria afetado pelo tratamento com curcumina. Nossos resultados mostraram que
células estimuladas com anticorpo anti-lgM e tratadas com curcumina ndo apresentam

alteragdo na mobilizacdo de célcio intracelular(Figura 14).

Embora a analise da fosforilacdo total de residuos de tirosina em proteinas totais de
células B ativadas tenha demonstrado que a curcumina ndo era capaz de produzir grandes
alteragdes no perfil de fosforilagdo total, decidimos avaliar isoladamente o perfil de
fosforilagdo em proteinas importantes para a ativagdo. Primeiramente avaliamos a
fosforilagdo de MAPK em culturas feitas na presenca de curcumina. Para isso, células B
purificadas foram estimuladas com LPS, CpG, Pam3cys e anti-lgM, e tratadas com
curcumina. As proteinas ERK e p38 foram identificadas por Western Blotting e seu nivel de
fosforilagéo foi determinado. Observanos que a curcumina foi capaz de inibir a fosforilagdo
das MAPKs ERK e p38 (Figura 15), indicando que essas moléculas constituem possiveis

alvos moleculares da curcumina.

Para verificar se o tratamento com a curcumina reduziria a migracdo de NFxB para
0 nucleo de células B estimuladas com LPS, foram feitas culturas de células B purificadas
que foram estimuladas com LPS e simultaneamente tratadas com curcumina e incubadas
por 16 horas. Através da técnica de EMSA constatamos que nas culturas tratadas com

curcumina houve uma significante reducdo na concentracdo de NFkB nos lisados nucleares
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dessas células o que ndo ocorreu nos controles estimulado apenas com LPS, onde foi

observada uma intensa translocacdo desse fator para o nucleo (Figura 16).

A migracdo de NFkB para o nlcleo € secundaria a fosforilagédo e protedlise de IkB.
Assim, ap0s observar inibicdo da migracdo de NFkB para o nucleo, testamos se o bloqueio
da migracdo desta proteina estaria relacionado a alteracdo na fosforilacdo de IxB.
Utilizamos culturas de células B purificadas estimuladas com LPS, CpG, Pama3cys,
anticorpo anti-lgM e tratadas ou ndo com curcumina. Nossos resultados mostraram que o

tratamento com curcumina foi capaz de inibir a fosforilacédo de IxB (Figura 17).

Esses resultados sugerem que a curcumina interferiria na via de ativacdo do NFxB

deflagrada pelo LPS por interferir na fosforilacéo de 1xB.

4.3 - PARTE |11l - Efeitos imunomoduladores da warifteina em células B

4.3.1 — Verificacdo da citotoxicidade da warifteina em células B

O primeiro passo dessa etapa do trabalho foi avaliar se a warifteina teria algum
efeito toxico induzindo morte em células B. Para isso, realizamos um ensaio de marcagao
com iodeto de propidio por citometria de fluxo em culturas de células B purificadas
incubadas com warifteina. As culturas estimuladas ou ndo com LPS e tratadas ou ndo com
warifteina por 24 horas foram marcadas com anticorpo anti-B220 e tratadas com iodeto de
propidio no momento da anélise em citbmetro de fluxo. Avaliamos na popula¢do marcada
pelo anticorpo anti-B220 a porcentagem de células marcadas com de iodeto de propidio e
ndo observamos aumento no numero de células mortas na cultura (Figura 18).

Adicionalmente, analisamos o efeito da warifteina sobre a linhagem tumoral
DAUDI. As células foram tratadas com warifteina nas doses de 0,1, 1, 5 e 10 pg/ml.
Observamos que o tratamento com warifteina ndo produz morte celular (avaliada pela

contagem de células vidveis e ndo viaveis utilizando o corante azul de Trypan) (Figura 19).
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4.3.2 — Efeito da warifteina na ativacdo induzida por ativadores policlonais de células
B

Com o intuito de avaliar a capacidade imunomoduladora da warifteina em células B,
inicialmente avaliamos se a warifteina inibiria a resposta proliferativa de células B.
Utilizamos culturas de células B purificadas que foram estimuladas com LPS e tratadas
com diferentes doses de warifteina e medimos a resposta proliferativa dessas celulas.
Observamos que a warifteina tem efeito inibitério chegando a inibir 98% da proliferacédo de
células B na dose de 10 pug/ml (Figura 20).

Avaliamos, também, se o efeito inibitério da warifteina observado em células
estimuladas por LPS se repetiria em células estimuladas por outros ligantes de receptores
do tipo Toll. Utilizamos como estimulo oligodeoxinucleotideo com seqliéncias CpG,
Pamscys e um estimulo classico induzido via BCR que € o anticorpo anti-IgM. O efeito
inibitdrio na resposta proliferativa destas células ativadas com estas substancias também foi
observado (Figura 21). Células estimuladas com LPS apresentaram inibi¢do de 96%, CpG
63%, Pamscys 50% e anti-lIgM 75%.

Com objetivo de avaliar se o efeito inibitério da warifteina na resposta proliferativa
de células B estava restrito as etapas inicias da ativacao celular, foi feito estudo cinético
onde a warifteina foi adicionada em diferentes tempos ap6s o inicio da cultura. Estas foram
estimuladas com LPS, oligodeoxinucleotideo com seqiiéncias CpG, Pamscys ou anticorpo
anti-lgM, no tempo zero de cultura e tratadas com warifteina nos tempos indicados. A
resposta proliferativa foi medida apds 72 horas. Nossos resultados mostraram que o efeito
inibitorio da warifteina pode ser observado mesmo se este alcaldide for adicionado em
momentos tardios da ativagédo (Figura 22).

A expressao de moléculas co-estimulatorias em células B ativadas é um dos eventos
induzidos em resposta a LPS e anti-IgM. Verificamos, assim, se a warifteina modificaria a
expressao de CD86 em células B ativadas. As culturas foram estimuladas com LPS ou anti-
IgM por 48 horas e tratadas simultaneamente com warifteina. Em seguida foi avaliada por
citometria de fluxo a expressdo de CD86 em células B220". Nossos resultados mostraram
gue o tratamento com warifteina nao foi capaz de alterar a expressdo do CD86 induzida por
LPS ou anti-IgM (Figura 23).
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Avaliamos adicionalmente se a secrecdo de imunoglobulinas também estaria
comprometida ap6s o tratamento com warifteina. Culturas de células B purificadas
estimuladas com LPS ou Pamscys e tratadas com warifteina apresentaram diminuicéo
significativa na secrecdo de imunoglobulinas do tipo IgM (Figura 24). Nas ceélulas
estimuladas com Pamgcys ocorreu inibicdo de 35% e nas células estimuladas com LPS

observamos 99% de inibicao.

4.3.3 — Efeito da warifteina na sinalizacéo intracelular em células B ativadas

Ap0s a caracterizacdo do efeito inibitdrio da warifteina na ativacdo de células B,
iniciamos a avaliacdo de um possivel envolvimento deste alcalGide sobre as principais vias
de sinalizacdo em células B. Inicialmente analisamos o perfil de fosforilacdo de proteinas
em ceélulas B purificadas estimuladas com LPS ou anti-lgM e tratadas com warifteina.
Nossos resultados mostraram que o tratamento ndo alterou o perfil de fosforilagdo em
residuos de tirosina em proteinas totais (Figura 25). Avaliamos, ainda, se haveria alteracdo
na fosforilcdo da MAPK ERK. Nossos resultados indicam que células estimuladas com
LPS e tratadas com warifteina apresentaram uma reducéo na fosforilagdo de ERK enquanto
que esse efeito ndo foi observado em células estimuladas com anti-IgM e tratadas com
warifteina (Figura 26).

Investigamos, finalmente, a translocacéo do fator NFkB para o nucleo em culturas
tratadas com LPS na presenca ou auséncia de warifteina. Os lisados nucleares dessas
culturas de células B foram obtidos e analisados pela técnica de EMSA. Observamos que 0
tratamento com warifteina bloqueou a translocacdo do NFxB para o nucleo das células
ativadas com LPS quando comparamos com os niveis nucleares de culturas ativadas ndo

tratadas com o alcaloide (Figura 27).

4.3.4 — Efeito da warifteina na concentracéo intracelular de cCAMP
Varios estudos anteriores mostraram que o extrato de C. cympodialis induz o
aumento de cAMP intracelular em diferentes tipos celulares. Verificamos, entdo, se o

aumento de cAMP poderia ser um possivel mecanismo de acdo da warifteina em nosso
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modelo. Para isso, preparamos culturas de células B purificadas estimuladas com LPS e
tratadas com warifteina e fizemos a dosagem de cAMP apds 2 horas de cultura. Culturas
controles foram tratadas com Rolipran e Forskolin. Observamos que a warifteina induz um
aumento nos niveis intracelulares de cAMP (Figura 28), sugerindo que esse possa ser seu

mecanismo de acao.
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5-FIGURAS

PARTE I — Envolvimento de TAPP2 na modulacéo da ativacao de células B

Figura 1. Selecdo de colbnias positivas para a proteina TAPP2. A expressdo de TAPP2
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Figura 2. Avaliacdo da especificidade do anticorpo para a proteina TAPP2 em lisados
e imunoprecipitados de células A20. (A) Células A20 (6x10° em 200 ul) foram
estimuladas com IgM intacta de rato anti-imunoglobulina de camundongo (anti-IgM;
5ug/ml), lisadas e analisadas por Western blotting. Membrana de PVDF foram incubadas
com o anticorpo primario anti-TAPP2 e secundario anti-lg de coelho ligado peroxidase. As
amostras de nimero 1, 2 e 3 correspondem a cultura ndo estimulada, estimulada por 2
minutos e estimulada por 5 minutos com anti-lgM, respectivamente. As amostras de
numero 4, 5, e 6 correspondem a mesma sequéncia de estimulacdo, porém a membrana foi
incubada apenas com o anticorpo secundario. (B) Células A20 foram estimuladas por 5
minutos com anticorpo anti-lgM de camundongo e o lisado foi imunoprecipitado (IP) com
anticorpo anti-TAPP2 ligado a esferas de sefarose. O material obtido foi submetido a
corrida eletroforética e analisados pela técnica de Western blotting. Um resultado

representativo de trés experimentos semelhantes.
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Figura 3. Avaliacdo da eficiéncia da retirada de TAPP2 de lisados de células A20
estimuladas utilizando esferas de sefarose ligadas ao anticorpo anti-TAPP2. Células
A20 (6x10° em 200 pl) foram estimuladas com 1gG intacta anti-lgM de camundongo
(5ug/ml). O lisado total das células foi imunoprecipitado (IP) com anticorpo anti-TAPP2
ligado a esferas de sefarose. Em seguida foram submetidas & corrida eletroforética e
transferidas para uma membrana de PVDF. As andlises por Western blotting foram
realizadas com o anticorpo primério anti-TAPP2 e anticorpo secundério anti-lg de coelho

ligado a peroxidase. Um resultado representativo de trés experimentos semelhantes.
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Figura 4. Proteinas ligadas a anticorpos anti-TAPP2 ligados a sefarose obtidas por
eluicdo possuem peso molecular de aproximadamente 50kDa. Células A20 (6x10° em
200 pl) foram estimuladas com IgG intacta anti-lgM de camundongo (5ug/ml). O lisado
total foi imunoprecipitado com anti-TAPP2 ligado a sefarose. Apds a imunoprecipitacao as
proteinas ligadas as esferas de sefarose foram eluidas com tampé&o &cido para a liberacdo
das proteinas imunoprecipitadas. Essas proteinas foram submetidas a corrida eletroforética
em gel SDS-PAGE e o gel foi corado com SYPRO Ruby Gel Stain. Um resultado

representativo de trés experimentos semelhantes.
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Figura 5. Fosforilagdo de TAPP2 em células A20 estimuladas. Células A20 (6x10° em
200 pl) foram estimuladas com IgG intacta anti-lgM de camundongo (5ug/ml) ou 1gG
F(ab’), anti-camundongo (anti-lgM Fab; 7 ug/ml) por 5 minutos. O lisado total das células
foi imunoprecipitado com anticorpo anti-TAPP2 ligado a esferas de sefarose. As amostras
foram submetidas a corrida eletroforética e transferidas para uma membrana de PVDF. O
nivel de fosforilacdo em residuos de fosfotirosina foi avaliado por Westrn blotting. (A)
Lisado total marcado com anticorpo anti-fosfotirosina total (4G10). (B) Imunoprecipitado
com anticorpo anti-TAPP2 ligado a esfera de sefarose marcado com 4G10. (C) Marcacéo

controle com B-actina. Um resultado representativo de trés experimentos semelhantes.
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Figura 6. Fosforilacdo de TAPP2 em animais deficientes de SHIP. Células B
purificadas (6x10° em 200 pl) foram estimuladas com 1gG intacto anti-imunoglobulina de
camundongo (anti-lgM; 5 pg/ml) ou 1gG F(ab’), de anticorpo anti-imunoglobulina de
camundongo (anti-IgM Fab; 7 pg/ml) por 5 minutos. O lisado total foi imunoprecipitado
com anticorpo anti-TAPP2 ligado a esferas de sefarose. As amostras foram submetidas a
corrida eletroforética e transferidas para membrana de PVDF. Os Western blotting foram
realizados com anticorpo anti-fosfotirosina total (4G10). Um resultado representativo de

trés experimentos semelhantes.
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Figura 7. Fosforilacdo de TAPP2 em células B de animais anérgicos ARS apoés co-
agregacdo FcyRII/BCR. Células B purificadas (6x10° em 200 pl) foram estimuladas com
IgG intacta anti-lgM de camundongo (anti-IgM; 5ug/ml) ou F(ab’), de anti-IgM de
camundongo (anti-lgM Fab; 7 ug/ml). O lisado total foi submetido a imunoprecipitacéo
com anti-TAPP2 ligado a sefarose. As amostras foram submetidas a corrida eletroforética e
transferidas para membrana de PVDF. O Western blotting foi realizado com o anticorpo

anti-fosfotirosina total (4G10). Um resultado representativo de trés experimentos
semelhantes.
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Figura 8. Recrutamento de TAPP2 para a membrana apds co-agregacdo FcyRI1/BCR.
Células A20 (1x10%ml) foram estimuladas com anticorpo 1gG de cabra anti-lgM de
camundongo (2 ug/ml) por 30 minutos. As laminas contendo as células foram, entéo,
fixadas e marcadas com anticorpo anti-TAPP2. A localizagdo do anticorpo anti-TAPP2 foi
visualizada pela marcacdo com anticorpo secundario (Ig de burro anti-lg de coelho)
marcado com Cy3. Os campos mostrados indicam a localizacdo de TAPP2 em uma célula
representativa no aumento de 40 vezes. Um resultado representativo de trés experimentos

semelhantes.
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PARTE Il — Efeito imunomodulador da curcumina em células B ativadas
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Figura 9. Avaliagdo da citotoxicidade da curcumina em de células B. Células B
purificadas foram cultivadas (1x10%ml) em meio, LPS (10 pg/ml), curcumina (10 uM) e
LPS mais curcumina por 48 horas. Apos este periodo as células foram m