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RESUMO 

 

Débora Decote Ricardo de Lima 
 

 

Modulação da Ativação de Células B Através de Abordagem 

Imunofarmacológica e Bioquímica 

 
Orientadora: Lígia Maria Torres Peçanha 

 

 

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para a obtenção do título 

de Doutor em Ciências (Microbiologia). 

 

 

 

No presente estudo nos propomos a avaliar a modulação negativa da resposta de 

células B utilizando abordagens experimentais diferentes: investigamos o envolvimento da 

proteína adaptadora TAPP2 na modulação da ativação de células B e avaliamos o efeito 

modulador das substâncias curcumina e warifteina na sinalização após ativação. 

Demonstramos que TAPP2 foi recrutada para a membrana e fosforilada após co-agregação 

de receptores para Fc de IgG (FγcRII) e receptor para antígeno de células B (BCR). Essa 

fosforilação foi diminuída em animais deficientes da molécula SHIP e aumentada em 

animais anérgicos, sugerindo seu envolvimento na modulação da ativação de células B. A 

análise da ação moduladora da curcumina em células B ativadas por LPS e outros ligantes 

de receptores do tipo Toll (TLR) revelou bloqueio da resposta proliferativa e da secreção de 

imunoglobulinas. Observamos que a translocação do fator de transcrição NFκB foi 

bloqueado, provavelmente, pela diminuição da fosforilação de IκB e que as MAPK ERK e 
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p-38 apresentam fosforilação diminuída após o tratamento com a curcumina. Apesar da 

inibição marcante da resposta induzida por LPS, a curcumina inibiu de forma mais branda a 

resposta induzida por ligação a imunoglobulinas de superfície. Estes dados sugerem que a 

curcumina é um inibidor importante da resposta de células B e que a sinalização via TLR é 

mais sensível a esta substância. A avaliação do efeito da warifteina no estudo da resposta de 

células B mostrou que células ativadas por anti-IgM ou ligantes de Toll apresentam 

inibição da resposta proliferativa. A secreção de imunoglobulinas induzida por ligantes de 

receptores do tipo Toll também foi diminuída. Algumas moléculas envolvidas na 

sinalização intracelular apresentam-se afetadas, como o fator de transcrição NFκB, que teve 

sua translocação para o núcleo bloqueada e a MAPK ERK, que apresentou fosforilação 

reduzida. Um possível mecanismo de indução desses efeitos parece ter sido a elevação 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 modulação da ativação de células B e, possivelmente, para regular a ativação excessiva 

que muitas vezes leva ao surgimento de patologias. Além disso, nossos estudos 

caracterizam uma nova via de modulação 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- Sinalização intracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 
Maio de 2008 
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ABSTRACT 

 

Débora Decote Ricardo de Lima 
 

 

Modulation of B Cells Activation Through of Approaches  

Immunopharmacological and Biochemical  

 
Orientadora: Lígia Maria Torres Peçanha 

 

 

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 

Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para a obtenção do título 

de Doutor em Ciências (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 NFκB was blocked. In curcumin treated 

cells probably drive to a decrease in the phosphorylation of IκB. 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-IgM or TLR ligands. The immunoglobulin 

secretion induced by TLR ligands was also decreased. The NFκB 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. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1 - Receptor para antígenos de células B e seu papel no reconhecimento do antígeno 
 
 As células B apresentam como receptor para antígenos moléculas de 

imunoglobulinas (Ig) de superfície (BCR). Esse receptor apresenta, além da Ig de 

superfície, duas cadeias acessórias denominadas de Igα e Igβ (Kurosaki et al., 1998). Este 

receptor permite o reconhecimento antigênico por células maduras e imaturas e induz 

sinalização intracelular após este reconhecimento. 

Os sinais propagados pelo receptor para antígenos da célula B (BCR) são cruciais 

para a sobrevivência, maturação e resposta a antígenos. Defeitos na transdução de sinais via 

BCR podem resultar no comprometimento da maturação, estados de imunodeficiências e 

predisposição a autoimuniodade (Gauld et al., 2002).  

A interação do antígeno com o BCR pode induzir ativação das células B. Após esta 

ativação ocorre aumento da expressão de moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade do tipo II (MHC II), mobilização de cálcio, fosforilação de proteínas 

por proteínas tirosina quinases e, dependendo da intensidade do estímulo, proliferação 

(Mills et al., 2004). O BCR é rapidamente internalizado logo após a ligação ao antígeno e 

degradado. No caso da ligação de antígenos protéicos estes são metabolizados e os 

peptídeos gerados são apresentados na membrana ligados a moléculas de MHC de classe II. 

Esses peptídeos serão reconhecidos por células T que, através de uma interação cognata 

com as células B, fornecerão o contato com moléculas importantes para ativação e 

produzirão fatores solúveis indispensáveis ao processo de ativação. Células B assim 

ativadas podem, então, proliferar e se diferenciar em células produtoras de imunoglobulinas 

e células de memória. Para que estes eventos sejam possíveis, é indispensável à 

participação efetiva das células T (Mills et al., 2004). Devido a esse requerimento, os 

antígenos protéicos são chamados de antígenos timo-dependente (TD). 

Na sinapse formada entre as células B e T ocorre a interação entre as moléculas 

CD40 presentes na célula B e o ligante do CD40 (CD156) expresso nas células T ativadas e 

são secretadas citocinas que atuam sobre células B (Banchereau et al., 1994). Vem sendo 

postulado por longo tempo que a ligação do BCR ao antígeno seria o primeiro sinal para a 

ativação. A interação com as células T funcionaria como o segundo sinal, e esses eventos 
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seriam suficientes para a proliferação e diferenciação das células B em plasmócitos 

secretores de imunoglobulinas (Parker, 1993). 

O BCR é também capaz de interagir com antígenos não protéicos, como é o caso 

dos polissacarídeos. Nesse caso, no entanto, não há a necessidade de contato direto com 

células T. Por isso esses antígenos são denominados antígenos timo-independente (TI). Os 

antígeos TI que ligam ao BCR e induzem resposta antígeno específica são denominados 

antígenos TI do tipo 2 (TI-2). Estas moléculas são, em geral, polissacarídeos que possuem 

estruturas altamente repetitivas e promovem extensas ligações ao BCR na superfície da 

célula (Gavin et al., 2004). A resposta a antígenos TI-2 desempenha um importante papel 

na defesa do organismo contra patógenos cujos antígenos de superfície desencadeiam 

respostas que independem da participação direta das células T. 

 

 

1.2 - Sinalização via BCR 

A sinalização via BCR é iniciada após a agregação e posterior fosforilação de 

resíduos de tirosina localizados nas cadeias acessórias Igα e Igβ. Estas cadeias acessórias 

apresentam dois resíduos de tirosina com espaçamentos característicos denominados padrão 

de ativação baseado em tirosina de imunoreceptores (ITAM), que sofrem fosforilação por 

proteínas tirosinas quinases ativadas após ligação do antígeno ao BCR. Tanto a Igα quanto 

a Igβ possuem uma seqüência ITAM (Pao et al., 1998). A fosforilação simultânea dos dois 

resíduos de tirosina por proteínas da família de proteínas quinases Src (como Lyn, Fyn ou 

Blk) resulta no recrutamento de outra proteína tirosina quinase conhecida como Syk 

(Kurosaki et al., 1995). O recrutamento de Syk pelas cadeias acessórias facilita sua 

fosforilação, ativação e o início tanto de eventos positivos quanto da regulação da ativação. 

Esses eventos constituem as etapas iniciais da sinalização que serão seguidas de várias 

outras etapas em cascata, levando a ativação de diversos fatores de transcrição. Após a 

fosforilação das proteínas quinases citadas acima ocorre a ativação da enzima fosfolipase 

Cγ (PLCγ). Esta enzima catalisa a quebra do fosfolipídio de membrana fosfatitilinositol 4,5, 

difosfato (PIP2) em inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O DAG está 

envolvido no processo de ativação da proteína quinase C, processo este que pode levar a 

translocação do fator de transcrição NFκB do citoplasma para o núcleo. O IP3 desempenha 
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uma função fundamental na liberação de cálcio do retículo endoplasmático, levando ao 

aumento do cálcio intracitoplasmático. Esse aumento induz a defosforilação do fator 

nuclear NFAT pela Calcineurina. Após esse processo o NFAT é translocado para o núcleo 

(De Franco, 1994; Campbell, 1999). 

A ativação de duas vias de proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAP 

quinaes), também é resultante dos eventos iniciais da sinalização. Uma destas vias inicia-se 

com a fosforilação da proteína trocadora de nucleotídeos (GEF) Vav, induzindo a ativação 

da proteína G de baixo peso molecular Ras. A outra se inicia pela fosforilação 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 ativação das MAP quinases 

ERK e JNK e, conseqüentemente, com a formação do fator de transcrição AP-1. A 

translocação dos fatores nucleares para o núcleo da célula dá início a síntese de proteínas 

indispensáveis a manutenção do estado de ativação e proliferação (Esquema 1). 

A sinalização via receptor de células B pode ser aumentada pela mobilização do co-

receptor formado pelo complexo de moléculas CD19, CD21 e CD81 (Carter & Barrington, 

2004). Esse complexo pode ser coagregado por antígenos que ativam o sistema 

complemento. O CD21 é um receptor que se liga ao fragmento C3d do complemento. 

Antígenos que tenham ativado o sistema complemento podem fazer uma ligação cruzada 

entre o complexo formado por CD21 e as proteínas associadas a ele e o BCR, levando a 

fosforilação de tirosinas quinases associadas a esse segundo receptor, como as proteínas da 

família Src. O CD19 é uma molécula expressa desde as etapas iniciais do desenvolvimento 

da célula B, antes mesmo do CD21 e CD81 serem expressos, e parece contribuir para a 

sinalização mesmo na ausência de coagregação com o CD21. O CD19 pode associar-se 

com o receptor de célula B tanto constitutivamente como após ativação do receptor, e 

contribuir para a sinalização mesmo quando o co-receptor não foi engajado pela ligação de 

CD21 com fragmentos formados após a ativação do sistema complemento. A importância 

fisiológica do CD19 foi demonstrada em camundongos deficientes dessa molécula. Esses 

animais produzem respostas fracas para a maioria dos antígenos (Tedder et al., 1994). 

Além da fosforilação em resíduos de tirosina de seqüências ITAMs, a ativação via 

BCR leva a alteração no  padrão de  fosforilação de fosfolipídeos  da  membrana. A enzima 
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(Modelo adaptado de Cambier et al., 2007) 

 

 

 

Esquema 1. Sinalização de célula B. A resposta a estimulação via BCR é seguida pela 
fosforilação dos resíduos de proteínas quinases localizados nos ITAMs da Igα e Igβ por proteínas 
quinases da família SRC. Isso resulta no recrutamento e ativação de SYK, que se torna fosforilada 
e substrato para BLNK e BTK. Isso leva a ativação da fosfolipase Cγ que cliva o fosfolipídeo de 
membrana PI(4,5)P2 em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), iniciando, assim, as duas das 
três principais vias de sinalização para o núcleo. O IP3 libera cálcio (Ca2+) das fontes intra e 
extracelulares, ao passo que DAG ativa a proteína quinase C (PKC) com o auxílio de Ca2+. A 
terceira via é iniciada por fatores de troca de nucleotídeos (GEF) que ativam pequenas proteínas 
de ligação como Rãs levando a ativação da MAPK ERK. Dessa maneira são ativados os fatores de 
transcrição para que a célula possa proliferar e secretar imunoglobulinas. 
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fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) representa um importante regulador do crescimento e 

diferenciação de células B. A PI3K é mobilizada após a ligação a vários receptores de 

superfície como, por exemplo, o complexo CD19/CD21. A ativação deste complexo leva a 

ativação da proteína Bruton tirosina quinase (BTK) que, por sua vez, liga PI3K que, ao ser 

ativada, gera um segundo mensageiro denominado fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato 

[PI(3,4,5)P3]. Este PI(3,4,5)P3 será alvo de ligação de outras proteínas solúveis e de 

proteínas adaptadoras que apresentem domínios PH (domínios de homologia com 

pleckestrins, que apresentam uma seqüência de aminoácidos capaz de ligar a fosfolipídios) 

(Dowler et al., 2000).  

 

 

1.3 - Ativação 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 homólogo em mamíferos foi descrito (denominado de TLR4) e observou-se que esta 

molécula está envolvida na indução da expressão de genes associados à resposta 

inflamatória (Medzhitov et al., 1997).  Os TLR de mamíferos compreendem uma família de 

12 membros descritos até o momento e estão presentes em diferentes tipos celulares 

(Takeda & Akira, 2005). Estruturalmente são proteínas transmembranares que podem estar 

localizadas na membrana plasmática (TLR2, TLR4) ou no compartimento endossomal 

(TLR3, TLR9). 

 O TLR é estruturalmente uma glicoproteína de membrana que possui uma porção 

intracitoplasmática com domínio rico em prolina denominado TIR (Receptor Toll-IL-1), 

similar a porções encontradas em receptores de IL-1 (Takeda & Akira, 2004). A ativação é 

iniciada quando os domínios TIR recrutam uma proteína adaptadora denominada MyD88. 

A partir do recrutamento e associação com proteínas da família IRAK (proteína quinase 

associada ao receptor IL-1) ocorre a expressão de fatores de transcrição como o NFκB e o 

AP-1, que levarão a síntese de proteínas pró-inflamatórias e o início do ciclo celular (Rhee 

& Hwang, 2000). 
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 O modelo mais estudado para a sinalização via TLR4 é o que utiliza o LPS. Após a 

interação do LPS com o TLR4 associado à molécula MD2, ocorre a homodimerização do 

TLR4 ou a dimerização com a molécula RP105 associada a MD1 (Peng, 2005). Em 

seguida, podem ser iniciadas duas vias de sinalização: uma mediada pela associação de 

TRIF-TRAM (que é independente de MyD88) ou outra mediada pela associação de 

TIRAP-MyD88 (que é, dessa maneira, dependente de MyD88). Na via dependente de 

MyD88 ocorre a ativação de três proteínas quinases: IRAK (proteína quinase associada ao 

receptor IL-1), TRAF6 e TAK1 (quinase ativada por TGFβ), levando a translocação do 

NFκB para o núcleo. Na via MyD88 independente são recrutados TRAM e Trif que 

interagem com TBK1.  TBK1 junto com IKKi leva a fosforilação de IRF3 que é 

translocado paara o núcleo e participa da indução de INFα e INFβ (Kawai & Akira, 2006). 

A via de sinalização dependente de Myd88 é utilizada pela maioria dos TLR. No 

entanto, foi descrito que TLR3 utiliza a molécula TRIF (proteína adaptadora com domínio 

TIR induzida por INF-β), usando, assim, apenas a via independente de MyD88. Essa via 

pode levar a produção de interferon do tipo 1 e ativação do NFκB (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 sinalização dependente de 

MyD88, seguindo a mesma seqüência de eventos ocorridos na sinalização de TLR4 

(Takeda & Akira, 2005). O TLR9 sinaliza quando oligodeoxinucleotídeos com seqüências 

CpG associam-se a este receptor. Esse complexo é então endocitado diretamento ou após a 

ligação ao BCR. Seguindo a endocitose, as moléculas irão se localizar em lisossomos 

tardios acidificados onde se ligarão ao TLR9 e iniciará a sinalização pela via dependente de 

MyD88 (Peng, 2005). 

O TLR2 reconhece uma variedade de componentes microbianos, que incluem 

lipoproteínas/lipopeptídeos de diferentes patógenos, peptideoglicanas e ácido lipoteicoico 

de bactérias Gram-positivas, lipoarabinomananas de micobactérias, glicosilfosfatidilinositol 

de Trypanosoma cruzi, zimosan de fungos e glicolipídeos de Treponema maltophilum 

(Takeda et al., 2003). O TLR9 é um receptor intracelular capaz de reconhecer 

oligodeoxinucleotídeos com seqüências CpG. O DNA bacteriano contém estas seqüências 

CPG não metiladas (o que confere ao complexo atividade imunoestimulatória). Em 

vertebrados estas seqüências são reduzidas e os resíduos de cisteínas são altamente 
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metilados, não permitindo a estimulação (Takeda & Akira, 2005). O TLR 9 é capaz, ainda, 

de reconhecer seqüências CpG de vírus em células dendríticas plasmocitóides (Krug et al., 

2004). Além do reconhecimento de seqüências CpG de DNA bacteriano e viral pelo TLR9, 

a sinalização através deste receptor parece estar associada a patogênese de algumas doenças 

autoimunes. A ligação de complexos IgG2a-cromatina ao BCR e ao TLR9 é suficiente para 

mediar a efetiva produção de fator reumatóide por células B autorreativas (Leadbetter et al., 

2002). 

 O TLR4 foi o primeiro receptores do tipo Toll descrito (Rock et al., 1998). Este 

receptor é essencial para o reconhecimento do lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) 

(Hoshino et al., 1999). Além disso, o TLR4 está envolvido no reconhecimento de ligantes 

endógenos como as proteínas de choque térmico (HSP60 e HSP70), o domínio A da 

fibronectina, oligossacarídeos de ácido hialurônico, heparan sulfato e fibrinogênio. Esses 

ligantes endógenos só induzem ativação de TLR4 em altas concentrações. Já o LPS é um 

potente ativador de TLR4, mesmo em pequenas concentrações. Foi demonstrado que a 

contaminação pelo LPS em preparações 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, há diferenças marcantes quando comparamos as células B humanas e 
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       (Modelo adaptado de Kawai & Akira, 2006) 

 

Esquema 2. Via de sinalização mediada por TLR3 e TLR4. A ligação do LPS ao TLR4 
leva a ativação de TIRAP/MAL e TRAM que são requeridas para a ativação da via dependente de 
MyD88 e Trif respectivamente. MyD88 recruta IRAK4 e TRAF6 após a estimulação com ligante. 
TRAF6 ativa o complexo TAK1/TAB1/TAB2/TAB3. O complexo TAK1 ativa o complexo IKK que 
consiste de IKKα, IKKβ, IKKγ/NEMO, que cataliza IκBs. Os IκBs são fosforilados e liberam o NFκB 
que é translocado para o núcleo. Simultaneamente TAK1 ativa a via das MAPk, que resulta na 
fosforilação e ativação de AP-1. NFκB e AP-1 controlam a indução de citocinas inflamatórias. TLR4 
também recruta TRAM e Trif, que interagem com TBK1. TBK1 junto com IKKi medeiam a 
fosforilação de IRF3. IFR3 fosforilado é translocado para o núcleo e liga-se ao DNA. Trif também 
interage com TRAF6 e RIP1, que medeia a ativação de NFκB. A ativação de IRF3, NFκB e AP-1 é 
requerida para a indução de INF α e INFβ. TLR3 que reside em vesículas endossomais, utiliza Trif, 
TBK1 e IRF3 que é translocado para o núcleo. 
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 via TLR para proliferação e diferenciação. Baseado nestes estudos foi sugerido que a 

sinalização via TLR representaria o terceito sinal para a ativação.  

Vários trabalhos têm mostrado que células B murinas não ativadas respondem a 

estimulação com LPS e CpG com intensa proliferação e diferenciação, mesmo na ausência 

de sinalização via BCR ou interação com células T (Bernasconi et al., 2002). Essa resposta 

decorre, provavelmente, do fato de células B expressarem constitutivamente TLR4 e TLR9, 

que são receptores para LPS e CpG respectivamente (Iwasaki & Medzhitov, 2004). Os 

dados citados, assim, sugerem um importante papel do TLR na ativação das células B. 

 

 

1.4 - Modulação da ativação de células B  

A modulação da ativação de células B é um componente fundamental para o 

funcionamento normal e sobrevivência dessas células. Assim como existem muitas 

moléculas que atuam como cofatores para incrementar a ativação, existem outras 

envolvidas em regular a intensidade dessa ativação. 

A associação do BCR com proteínas transmembrana como o CD22, CD72 e CD5 

criam uma diversidade de sinais adicionais. A fosforilação de resíduos de tirosinas 

presentes nestes coreceptores cria sítios de ligação para proteínas que regulam de forma 

negativa o sinal inicial (Fruman et al., 1999). 

A fosforilação e consequente ativação de proteínas tirosina quinases após a ligação 

do antígeno ao BCR é contrabalanceada pela ação de fosfatases que atuam defosforilando 

estas moléculas e cessando, assim, o processo de ativação. O papel central na transdução de 

sinais da inserção de resíduos de tirosinas em proteína e polipeptídeos (que é modulada por 

proteínas e lipídios quinases) fazem com que este processo esteja sujeito à regulação pelas 

fosfatases. Estas defosforilam os substratos das proteínas tirosinas quinases ou o produto da 

fosfatidilinositol 3-quinase, o PI(3,4,5)P3. A defosforilação desses mediadores essenciais é 

catalisada por duas enzimas: a SHP (proteína que apresenta domínio SH2 e possui atividade 

tirosina fosfatase) (Mathews et al., 1992) e SHIP (proteína que apresenta domínio SH2 e 

possui atividade inositol fosfatase) (Damen et al., 1996a). Tanto SHIP quanto SHP são 

capazes de se associarem a fosfopeptídios sintéticos com seqüências de aminoácidos 

similares as seqüências ITIM (padrão de inibição baseado em tirosina de imunoreceptores) 
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do FcγRII (Damen et al., 1996b). Essas seqüências são encontradas em diversos receptores 

que modulam os sinais de ativação nos linfócitos. O ITIM atua pelo recrutamento de uma 

das fosfatases inibidoras SHP e SHIP. Essas fosfatases possuem um domínio SH2 que liga, 

preferencialmente em tirosinas fosforiladas nos domínios ITIMs. 

A fosfatase SHIP inibe o aumento de Ca2+ citoplasmático mediado pelo BCR 

através do bloqueio da ativação de proteínas da família das quinases Tec. A ativação de Tec 

requer a fosforilação de tirosinas, assim como a fosforilação de fosfoinositídeo pela 

fosfatidilinositol 3-quinase, que leva a geração de PI (3,4,5)P3 (Schaeffer & Schwartzberg, 

2002). Células B estimuladas pela coagregação do receptor de antígenos e o FcγRII exibem 

diminuição na formação de PI(3,4,5)P3 e redução na ativação de BTK (Scharenberg et al., 

1998), com conseqüente redução da proliferação. Esta diminuição na formação de PI 

(3,4,5)P3 é mediada diretamente pela ação da fosfatase SHIP. 

 O FcγRII é um receptor de baixa afinidade para IgG expresso em células B em 

todos os estágios de desenvolvimento (De Andres et al., 1998). A coagregação de FcγRII 

com o BCR em células B maduras ou imaturas leva ao bloqueio de várias etapas da 

resposta, incluindo proliferação, produção de anticorpos, ativação e desvio da resposta 

celular para a apoptose (Coggeshall, 1998). A perda da regulação negativa através de 

alterações genéticas que afetam o FcγRII pode resultar em produção de autoanticorpos e 

autoimunidade (Raveth & Lanier, 2002).  

O passo inicial na sinalização inibitória mediada pelo FcγRII é a fosforilação de 

seqüências ITIMs presentes na porção intracitoplasmática desse receptor (Muta et al., 

1994). Esta fosforilação é mediada por proteínas da família de quinases Src ativadas após 

sinalização via BCR, requer coagregação BCR- FcγRII e leva ao recrutamento de SHIP que 

liga via domínios SH2 a sequências  ITIM no FcγRII. Após a coagregação do BCR com 

FcγRII, SHIP é recrutada de forma bastante significativa quando comparado com células 

ativadas apenas pela ligação do BCR (Ono et al., 1997). O recrutamento e ativação de SHIP 

leva a hidrólise de PI(3,45)P3 dando origem a PI(3,4)P2 (Brauweiler et al., 2000a). Esta 

hidrólise causa um bloqueio na translocação para a membrana de importantes moléculas 

com domínio PH que estão envolvidas na transdução de sinais. Estas incluem Btk e 

fosfolipase C (Bolland et al., 1998), dois mediadores fundamentais para a mobilização de 

Ca2+ e ativação de proteína quinase C (Esquema 3). 
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(Modelo adaptado de Ott et al., 2001) 

 

 

Esquema 3. Modulação da sinalização via FcγRII. A co-agregação dos receptores 
BCR/FcγRII tem como conseqüência a fosforilação dos ITIMs localizados na porção intracelular do 
receptor  FcγRII, esta fosforilação é mediada por proteínas da família de quinases Src ativadas 
após sinalização via BCR. Em seguida ocorre o recrutamento para a membrana de SHIP. O 
recrutamento e ativação de SHIP leva a hidrólise de PI(3,45)P3 dando origem a PI(3,4)P2. Esta 
hidrólise causa um bloqueio na translocação para a membrana de importantes moléculas com 
domínio PH que estão envolvidas na transdução de sinais. 
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Além da ativação de fosfatases a modulação negativa pode ser induzida pela 

produção de mensageiros secundários. A adenosina 3´, 5´- monofosfato cíclica (cAMP é 

um mensageiro secundário gerado a partir do ATP pelas proteínas da família da adenilato 

ciclase (AC). A degradação do cAMP é feita por proteínas da família das fosfodiesterases 

(PDE) (Torgersen et al., 2002). O cAMP pode atuar de diferentes maneiras em diferentes 

tipos celulares. No entanto, foram descritos apenas três substratos para o cAMP: canais de 

íons dependentes de cAMP, proteínas quinases dependentes de cAMP (PKA) e proteínas 

trocadoras de guanidinas (GEF) dependentes de cAMP (Skalhegg et al., 2005). A ação 

desta molécula sobre o sistema imunológico é mediada, principalmente, pela ativação da 

proteína quinase dependente de cAMP (PKA). No entanto já 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 níveis de cAMP em céllulas do sistema imunológico, em modelos 

de aumento farmacológico dos níveis deste nucleotídeo cíclico, leva a um estado de 

desativação celular. A adição de agentes farmacológicos que ativam diretamente as AC ou 

que inibem a ação das PDE, como, por exemplo, fosfokolin e rolipran, levam a inibição da 

proliferação de células T e B, a inibição da atividade citotóxicica de células natural killer e 

a indução de secreção 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 

conseqüências do bloqueio da passagem dessas células da fase G1 para a fase S do ciclo 

celular (Irvin et al., 2001).  

É possível que fisiologicamente cAMP esteja associado à regulação fina dos 

processos de sinalização celular envolvidos na ativação das células do sistema imunológico. 

Vários trabalhos têm descrito vias de sinalização celular reguladas pelo aumento de cAMP 

como, por exemplo, as vias que culminam na formação dos fatores de transcrição NF-AT, 

AP-1 e NFκB (Skalhegg et al., 2005). 

O cAMP parece ter um papel muito importante na modulação das células do sistema 

imunológico e já foram demonstrados vários níveis de ação dessa molécula, desde proteínas 

presentes no início da via de sinalização, até efeito em moléculas tardias no processo de 

transdução de sinal. Com relação a inibição dos níveis iniciais da sinalização, já foi descrito 

que a PKA ativada pelo acúmulo de cAMP leva a ativação da proteína da família Src 
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quinase Csk. Essa proteína, quando ativada, fosforila resíduos de tirosina na porção 

carboxi-terminal de outras enzimas da família Src, levando a inibição destas proteínas, que 

são fundamentais para o início do processo de transdução de sinal (Skalhegg et al., 2005 e 

Torgensen et al., 2002). Além disso, estudos realizados para avaliar a localização da PKA 

em células T, mostraram que esta proteína se co-localizava com o TCR, estando ambos 

presentes em regiões ricas em colesterol e esfingolipídios, indicando necessidade de 

proximidade física para que essa interação aconteça (Skalhegg et al., 1994 e Torgensen et 

al., 2002). 

Outros estudos demonstraram a presença de uma proteína capaz de inibir a ligação 

dos fatores de transcrição NF-AT e NFκB ao DNA. A expressão dessa proteína era 

dependente do acúmulo de cAMP. A proteína ICER (repressor precoce induzido por 

cAMP)  faz parte da família de proteínas de ligação ao elemento de resposta do cAMP 

(CREB) que se ligam a região cre do DNA. As proteínas CREB, entre elas a ICER, são 

dependentes da ação da PKA (Della Fazia et al., 1997 e Bordor et al., 2001). A expressão 

de ICER pode ser observada em células do sistema imunológico (células T, natural killer e 

em menor quantidade em células B) após estimulação com agentes que levam ao acúmulo 

de cAMP (Bordor et al., 2001). 

Tem sido descrito que um aumento intracelular nos níveis de cAMP tem efeito 

inibitório sobre a resposta proliferativa de células B em repouso quando essas células são 

estimuladas via MHC de classe II, via CD23, via receptor de prostaglandina E2 (PGE2) e 

durante a interação entre células T (Roper  et al.,1994 e Minguet et al., 2005).  

A sinalização via BCR pode ser influenciada pela concentração intracelular de 

cAMP. Estudos mostraram que o acúmulo desse nucleotídeo cíclico inibe a fosforilação de 

IκB ( impedindo a translocação do NFκB para o núcleo) e a fosforilação da MAPK ERK 

(Minguet et al., 2005). Foi demonstrado ainda, que a inibição da resposta de células B após 

ligação ao BCR estaria relacionada com a modulação da ativação de PLCγ e a mobilização 

de cálcio e esses efeitos seriam dependentes da ativação da PKA (Venkataraman et al., 

1998). A molécula PKA participa na modulação da resposta induzida por ligantes de 

receptores do tipo Toll, mais especificamente TLR4, através da diminuição da fosforilação 

de IκB (Minguet et al., 2005). 
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A ação da PKA, ativada pelo cAMP, em células B, induz mecanismos pró-

apoptóticos e inibe o crescimento celular através da modulação de fatores de sobrevivência 

como Bcl-XL.  Foi relatado que essa inibição da resposta via BCR dependente de PKA 

pode ser revertida pela adição da citocina IL-4, que atuaria de forma protetora durante a 

ativação da PKA (Venkataraman et al., 1998 e Smith et al., 2005). 

Apesar do papel do cAMP na modulação negativa de células B, outras vias de 

sinalização mais complexas como a induzida pelo CD40 e pelo CD72 parecem não ser 

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

 

 

1.5 - Proteínas adaptadoras e o envolvimento de TAPP1 e TAPP2 na ativação de 

células B 

 Nos últimos anos tem sido identificado um grande número de moléculas que 

regulam a ativação de linfócitos. Muitas dessas moléculas pertencem a um grupo de 

polipeptídios denominados de proteínas adaptadoras. 

Proteínas adaptadoras orquestram os eventos de sinalização intracelular facilitando 

as interações entre proteínas de maneira a proporcionar ligações reguladas em tempo e 

espaço. Esta classe de sinalizadores não contém domínios enzimáticos ou transcripcionais, 

mas são caracterizadas por ligarem a outras proteínas por possuírem vários sítios de 

ligação. Proteínas adaptadoras permitem a interação de proteínas com outras moléculas 

transdutoras de sinal via sinalização baseada em padrões de tirosina (TBSM) ou modulam 

interações proteína/proteína pela interação com domínios SH2, SH3, PH, WW, PTB e PDZ. 

A principal função das proteínas adaptadoras é facilitar a formação de multicomponentes 

sinalizadores que permitem que o sinal inicial seja levado da membrana para o meio 

intracelular (Togni et al., 2004). As proteínas adaptadoras podem ser encontradas no 

citoplasma de células em estado de repouso, e são fisicamente recrutadas para receptores 

ativados ou complexos sinalizadores após a ativação celular (Togni et al., 2004). Outra 

classe importante de proteínas adaptadoras são as proteínas integrais de membrana, que 

frequentemente apresentam inúmeros sítios para fosforilação de tirosinas quinases (Janssen 

& Zhang, 2003). 
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Recentemente foram caracterizadas duas proteínas adaptadoras que são recrutadas 

para a membrana após ativação que foram denominadas TAPP1 e TAPP2. Essas proteínas 

apresentam semelhanças em vários aspectos, incluindo o pequeno peso molecular (32 a 47 

kDa), alta conservação em humanos e camundongos, e a presença de domínios PH um 

localizado na região C terminal e outro na região N terminal. TAPP1 e TAPP2 são 

expressas em vários tecidos incluindo o tecido linfóide. Foi demonstrado em células B de 

linfoma humano BJAB que TAPP1 e TAPP2 são recrutadas para a membrana após ativação 

via BCR e que o domínio PH da porção C terminal é necessário e suficiente para o 

recrutamento. O bloqueio da PI3K é capaz de abolir o recrutamento de TAPP1 e TAPP2, 

enquanto que a expressão de PI3K ativa é suficiente para direcioná-las para a membrana 

(Bolland et al., 1998.). TAPP1 e TAPP2 podem se ligar através da sua porção C terminal 

ao PI(3,4)P2, mas não ao PI(3,4,5)P3 (Dowler et al., 2000). Assim, é possível que, após a 

geração de PI(3,4,5)P3 mediada por PI3K, a hidrólise feita por SHIP em PI(3,4,5)P3 

produzindo PI(3,4)P2, forneça ao sistema concentrações adequadas deste produto a fim de 

que haja a ligação e ativação de TAPP1 e TAPP2.  Em modelos de células humanas, o 

recrutamento via BCR de TAPP2 é relativamente lento e duradouro, ao contrário do 

recrutamento pelo domínio PH da Btk que é rápido e transitório (Marshall et al., 2002). A 

cinética de recrutamento de TAPP2 esta diretamente relacionada à cinética de produção de 

PI(3,4)P2  após ativação via BCR, enquanto que ativação de Btk está relacionada a 

produção de PI(3,4,5)P3 (Krahn et al., 2004). Em células T ativadas com anti-CD28, o 

recrutamento de TAPP1 esta relacionado com o aumento da concentração de PI(3,4)P2  e 

não de PI(3,4,5)P3 (Freeburn et al., 2002). Um estudo mais recente mostrou a localização 

de TAPP1 na membrana de células NIH3T3 pelo método de imunomarcação em 

microscopia eletrônica após estimulação por peróxido de hidrogênio e ligação a PI(3,4)P2 

(Watt et al., 2004). Estes dados reforçam a idéia de que PI(3,4)P2 é um ligante fisiológico 

para o domínio PH de TAPP e pode mediar seu recrutamento para a membrana. 

SHIP hidrolisa PI(3,4,5)P3 para produzir PI(3,4)P2, o que torna essa proteína uma 

boa candidata para regular diferencialmente a cinética de produção e quantidade desse 

segundo mensageiro. A expressão 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 ativação de SHIP podem ser aumentados pela coagregação do FCγRII (Ono 
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et al., 1997). O efeito da coagregação de FCγRII mediado pelo domínio 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 bloqueando o 

recrutamento de Btk, efeito esse não observado em TAPP2. (Krahn et al., 2004). 

Tomados em conjunto, os dados atualmente existentes sugerem que TAPP1 e 

TAPP2 são ligantes específicos de PI(3,4)P2  e que essas moléculas são preferencialmente 

recrutadas para a membrana quando SHIP é ativado simultaneamente a PI3K. Levando-se 

em conta que SHIP funciona como regulador negativo da ativação de linfócitos (Brauweiler 

et al., 2000), há a possibilidade de que TAPP funcione como um regulador negativo, 

auxiliando no bloqueio da sinalização desencadeada por mitógenos. No entanto, alguns 

estudos tem identificado funções de sinalização positiva dependentes de SHIP e/ou 

PI(3,4)P2, como a proteção contra a apoptose induzida por FCγRII  em células B (Bolland 

et al., 1999), proliferação de células mielóides em resposta a IL-4 (Giallourakis et al., 

2000) e fosforilação de Akt em mastócitos  estimulados por ligante de c-Kit (Scheid et al., 

2002). TAPP1 e TAPP 2  são acumuladas preferencialmente em locais da membranas ricos 

em F actina, sugerindo possível participação na reorganização do citoesqueleto. Além 

disso, a capacidade da indução prolongada do influxo de cálcio em células BJBA com 

expressão estável de TAPP2 são evidências adicionais da participação de TAPP na 

sinalização positiva (Marshall et al., 2002). Os dados que envolvem a participação de 

TAPP na sinalização (seja ela positiva ou negativa) não são ainda suficientes para elucidar 

seu verdadeiro papel dentro dos eventos biológicos da ativação das células B. Entretanto é 

inquestionável que as proteínas TAPP devem ser importante elemento na regulação da fina 

rede de sinalização intracelular.  

 

 

1.6 - Fitoterápicos 

Por centenas de anos os produtos naturais têm sido utilizados com relativo sucesso 

para cura e prevenção de doenças. A descoberta que se tornou o marco mais importante no 

desenvolvimento dos fármacos derivados de produtos naturais foi a caracterização dos 

salicilatos obtidos de Salix alba. Essa descoberta (feita por Edward Stone) ocorreu em 1757 
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quando foram feitas observações clínicas 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 dúvida, na área dos antitumorais. Drogas como o Taxol, Vinblastina, 

Vincristina e Captotecina têm impactado efetivamente o sucesso da quimioterapia para 

diferentes tipos de câncer (Balandrin, 1993).  

O século XX foi a época de grande desenvolvimento da indústria farmacêutica com 

o domínio da síntese de fármacos, substituindo extratos naturais por moléculas sintéticas. 

Entretanto, esses avanços ainda estão restritos a países desenvolvidos, deixando de lado os 

países em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. Cerca de 75% da população mundial 

continua sem acesso aos produtos farmacêuticos modernos (Newman & Cragg, 2007). 

Diversos sistemas do organismo podem ser regulados pela ação de fitoterápicos. 

Entre eles o sistema imunológico. A atuação desse sistema depende da interação entre 

diversas células e moléculas que são alvos de atuação de produtos naturais (Geissler & 

Weth, 2002).  Muitos desses produtos são capazes de induzir, suprimir ou regular a 

atividade imunológica. 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 fitoterápicos tem sido 

bastante eficaz em quadros de inflamação, infecções e cancer.  Os produtos naturais 

conferem citoproteção, ação antitumoral, antiinflamatória e imunoregulatória (Tan & 

Vanitha, 2004). Associado a essas qualidades, geralmente é de fácil aquisição e baixo 

custo. Todos esses aspectos reforçam a necessidade da descoberta de novos produtos e 

descrição detalhada dos alvos moleculares, a fim de que novas terapias sejam 

desenvolvidas no intuito de resolver quadros patológicos ou simplesmente manter o sistema 

imunológico atuando de forma homeostática através da imunorregulação. 

 

 

1.6.1 - Efeitos imunomodulatórios da curcumina 

A Curcuma longa é uma planta da família Gingeberaceae largamente cultivada no 

Sul e Sudeste da Ásia. O rizoma dessa planta é a parte mais utilizada na culinária e para 

fins medicinais. Seu componente mais ativo é a curcumina, que compõe 2,5% do rizoma. A 
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curcumina um pó cristalino de cor amarelo-alaranjado praticamente insolúvel em água foi 

isolada pela primeira vez por Vogel em 1842. Sua estrutura química (C12H20O6) foi descrito 

em 1910 por Lampe e Milobedeska e foi mostrado que esta substância é um 

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

 

 

 

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

 

 

 

 As raízes da Curcuma longa têm sido usadas na dieta pelo seu sabor apimentado, 

como corante para alimentos e tecidos e no tratamento de uma variedade de doenças. Seu 

uso é muito difundido na medicina tradicional indiana para o tratamento de desordens 

biliares, anorexia, tosse, doenças alérgicas, alterações hepáticas, reumatismo, e sinusite 

(Shishodia et al., 2005. Estudos clínicos indicaram que humanos são capazes de utilizar 

doses superiores a 12 g por dia sem nenhum efeito adverso (Cheng et al., 2001). A maioria 

dos efeitos atribuídos a curcumina está relacionada à sua habilidade em diminuir a resposta 

inflamatória. Foi observado que esta substância tem efeito tanto em modelos de inflamação 

aguda quanto crônica. Outro campo promissor para a utilização da curcumina é o 

tratamento de diferentes tipos de câncer. Além disso, a curcumina possui propriedades 

antimicrobiana, antiviral e antifúngica (Araújo & Leon, 2001). 

Vários estudos têm 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 ação sobre enzimas oxidativas como superóxido 

dismutase, catalase e glutationa peroxidase. A curcumina parece servir como um aceptor 

Michael reagindo com glutationa e toredoxina 1 (Adams et al., 2005). A reação da 

 

 

 

 



curcumina com esses agentes reduz a glutationa no interior das células. A supressão da 

peroxidação de lipídios pela curcumina poderia levar a supressão da inflamação. 

 O potencial efeito anticâncer da curcumina tem sido descrito em vários modelos. 

Ela é capz de bloquear a transformação, início do tumor, progressão do tumor, invasão, 

angiogênese, metástase e induzir apoptose (LoTempio et al., 2005).  In vivo suprime 

neoplasias da pele, estômago, cólon e fígado em camundongo. Foi mostrada também a 

efetiva supressão da carcinogênese mamária. Esta substância inibe a proliferação de uma 

variedade de células tumorais, incluindo células B e células T (Aggarwal et al., 2003).  

A curcumina modula a função de diferentes tipos celulares que formam o sistema 

imunológico. De uma forma geral, esse composto exerce um efeito supressor na atividade 

proliferativa e produção de fatores proinflamatórios (Shishodia et al., 2005). 

Muitos estudos têm mostrado a capacidade da curcumina em modular a função de 

macrófagos. Ratos tratados por duas semanas com uma dieta diária de 30 mg/kg 

apresentam diminuição na capacidade dos macrófagos em produzirem ROS (espécies 

reativas do oxigenio) (Joe & Lokesh, 1994) e secretar colagenase, elastase e hialuronidase 

(Joe & Lokesh, 2000). Muitos outros efeitos anti-inflamatórios têm sido atribuídos ao 

tratamento de macrófagos com essa substância, dentre eles modulação da ativação de 

NFκB, alteração na estrutura da cromatina, inibição da biosíntese de glutationa, ativação do 

fator redutor nuclear (Nrf2), ação direta em ROS ou via atividade glutationa peroxidase e 

consequente regulação de genes relacionados a inflamação já foram descritos (Rahman  et 

al., 2006). 

 As células dendríticas são células fundamentais na apresentação de antígenos a 

células T para a indução de respostas específicas contra patógenos microbianos, tumores e 

inflamação (Crowley et al., 1990). Células dendríticas periféricas são geralmente imaturas 

fenotipica e funcionalmente (Cella et al., 1997), apesar de aparentemente terem potencial 

clínico como células adjuvantes no tratamento de doenças infecciosas crônicas e tumores 

(Banchereau & Steinman, 1998). Existe apenas uma citação sobre a modulação da função 

de células dendríticas murinas pela curcumina (Kim et al., 2005a). Foi mostrado que a 

curcumina diminui significantemente a expressão de CD80, CD86 e MHC de classe II em 

células dendríticas estimuladas com GM-CSF/IL-4 sem afetar a expressão de MHC de 

classe I. Observou-se, também, que a curcumina bloqueia a produção de IL-12 e citocinas 
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pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6 e TNF-α em células dendríticas estimuladas com LPS. 

O tratamento com curcumina aumentou a captura de antígenos por receptores de manose. O 

tratamento prévio de células estimuladas com LPS com curcumina bloqueou a fosforilação 

de MAPK e a translocação de NFκB para o núcleo (Kim et al., 2005a). Os efeitos da 

curcumina em células dendríticas podem refletir diretamente na sua função de auxiliar a 

ativação de células T tornando-as ativadoras ineficientes. 

Em relação à produção de anticorpos, foi observado que ratos tratados com 

curcumina na dose de 20 mg/kg não apresentaram alteração nos níveis de IgG produzidos, 

enquanto que os animais tratados com 40 mg/kg os níveis de IgG estavam aumentados. 

Nenhuma alteração 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 inibitório na resposta proliferativa dessas 

células quando é feita a comparação com células normais (South et al., 1997). Em outros 

estudos a curcumina retardou a proliferação de linfócitos esplênicos, células T citotóxicas e 

macrófagos (Gao et al., 2004). Em nenhum dos estudos realizados foi observado o aumento 

da citoxicidade de células natural killer após tratamento com curcumina (Cipriani et al., 

2001). Adicionalmente, a curcumina também aumentou a morte celular de linfomas de 

natural killer/células T (NKTL) que são resistentes a outras terapias. Este efeito parece 

estar diretamente ligado à supressão da ativação do NFκB (Kim et al., 2005b). 

Vários estudos mostraram que a curcumina modula tanto a proliferação quanto a 

ativação de células T. A ativação induzida por concanavalina A (Con A), fitohemaglutinina 

(PHA) e forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) é inibida em células T retiradas de baço 

humano (Rajan et al., 2004). No decorrer desses estudos a curcumina foi capaz de suprimir 

a síntese de IL-2 e a proliferação induzida por IL-2. Em outro estudo feito pelo mesmo 

grupo foi relatado que a curcumina também inibiu a proliferação de células T humanas 

induzida por PMA, PHA e anti-CD28 (Rajan et al., 1998). Em comparação com a 

ciclosporina A, que inibe a proliferação de células T induzida por PMA, a curcumina 

apresentou efeito inibitório superior, já que foi capaz de suprimir também a estimulação 

induzida por PMA e anti-CD28. O efeito inibitório da curcumina foi observado também na 

ativação de NFκB (Rajan et al., 1998). 
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 Em timócitos de ratos o tratamento com curcumina inibiu completamente a 

proliferação induzida por Con A e também suprimiu a indução de apoptose por 

dexametasona. A inibição da apoptose foi acompanhada por uma supressão parcial ou 

completa da geração de AP-1 em células estimuladas ou não por Con A (Sikora et al., 

1997). Em células T infectadas com HTLV-1 e tratadas com curcumina o crescimento viral 

foi diminuído. O efeito antiviral da curcumina em células infectadas com HTLV-1 foi 

correlacionada com o bloqueio de duplicação celular, diminuição da expressão da ciclina 

D1, Cdk1 e Cdc25C, e favorecimento da apoptose pela redução da expressão de XIAP. 

Além disso, houve também a diminuição do nível de AP-1 ligado ao DNA e a supressão da 

atividade transcricional (Tomita et al., 2006a e Tomita et al., 2006b). 

 Em células B a curcumina pode também influenciar a proliferação e funções 

efetoras. Alguns desses efeitos parecem ser mediados pela diminuição do estresse oxidativo 

induzido por ciclosporina e peróxido de hidrogênio. (Rajan et al., 1998). Já foi mostrado 

que a curcumina reduz a proliferação de células B imaturas oriundas de linfoma (BKS-2), 

induzindo sua apoptose, mas não em células B normais. Este efeito estaria associado à 

diminuição de erg-1, c-myc, bcl-XL, gene supressor de tumor p53 e, na maioria das vezes, 

da inibição quase que total da atividade de NFκB (Han et al., 1999). A apoptose observada 

em linhagens de células B pode estar associada à capacidade da curcumina em deacetilar 

histonas. Estudos realizados em células Raji mostraram inibição da proliferação, indução de 

apoptose e acentuada redução na acetilação 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 redução da fosforilação de Syk. Sendo assim, a função de sobrevivência de 

Syk que é fosforilar Akt para que essa por sua vez fosforile a proteína proapoptótica Bad, 

deixaria de atuar, facilitando a indução da apoptose (Guarurajan et al., 2007). 

Os estudos citados acima indicam que a curcumina desempenha diferentes efeitos 

nas funções imunes em células normais e transformadas, conferindo vantagens em estudos 

terapêuticos. Entretanto, ainda continuam desconhecidos os alvos moleculares da 

curcumina em células B normais. 

 

 42



1.6.2 - Efeitos imunomodulatórios da Cissampelos sympodialis e de seu composto 

warifteina 

 A infusão 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 doenças 

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

 Estudos prévios mostraram que a fração aquosa do extrato hidroalcoólico (AFL) de 

Cissampelos sympodialis atua sobre a musculatura lisa. Observou-se a indução de 

relaxamento da musculatura lisa brônquica e inibição de broncoespasmos induzidos por 

histamina em cobaios sensibilizados com ovalbumina (Thomas et al., 1997a). Estudos 

posteriores mostram também que os níveis intracelulares de cAMP eram aumentados em 

células de músculo de traquéia e que ocorreria inibição das enzimas fosfodiesterase 

nucleotídio cíclico (PDE) IV e V em músculo de pulmão de cobaios (estas enzimas são 

responsáveis pela degradação de cAMP). Tomando em conjunto, os dados existentes 

sugerem que a AFL possa inibir essas enzimas aumentando os níveis intracelulares do 

mensageiro secundário 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 

inflamatória e esse talvez seja um dos motivos do seu sucesso no tratamento de doenças 

inflamatórias. A AFL produz uma diminuição na degranulação de neutrófilos isolados de 

sangue periférico estimuladas por Formyl-Met-Phe-Pro. Este efeito é mediado pela ativação 

da PKA (proteína-quinase A) induzida por cAMP (Thomas et al., 1999). A migração de 

neutrófilos 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 

são conseqüências dos efeitos anti-leucotrienos e anti-eosinofílicos do extrato (Bezerra-

Santos et al., 2006). 

 A AFL também apresenta efeitos imunomodulatórios. Estudos realizados utilizando 

células T murinas ativadas com concanavalina A mostraram que há uma diminuição na 

resposta proliferativa e na secreção das citocinas IL-2 e INF-γ e aumento na produção das 

citocinas IL-4 e IL-10. No entanto, animais sensibilizados com ovalbumina e tratados com 
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Ensaios de caracterização da toxicidade da warifteína foram realizados em 

linhagens de hepatócitos e de fibroblastos V79, revelando que o IC50 da warifteina varia 

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

 Estudos anteriores demonstraram que a warifteina exerce um efeito espamolítico em 

músculo cardíaco, traquéia e útero de cobaios. Outro dado importante mostrado neste 

estudo foi a observação de que a warifteina pode ter ação efetiva na modulação de eventos 

que regulam a liberação de cálcio (De Freitas et al., 1996). Foi sugerido neste estudo que a 

diminuição na liberação de cálcio seria devido a um possível aumento intracelular de 

cAMP, aumento esse decorrente do efeito inibitório 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 

inibição da eosinofilia alérgica e da produção 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, o que sugere que este seria o princípio ativo do extrato. Estudos 

adicionais são necessários para caracterizar se a warifteina teria efeito sobre células B e 

qual o seu mecanismo de ação nestas células. 
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2 – OBJETIVO GERAL 

 No presente trabalho tivemos como objetivo geral avaliar o processo de modulação 

da ativação de células B. Duas abordagens distintas foram utilizadas. Avaliamos, por um 

lado, o papel da proteína adaptadora TAPP2 na modulação da resposta de células B. Uma 

outra abordagem utilizada foi a caracterização de dois compostos químicos isolados de 

produtos naturais (curcumina e warifteina) como moduladores da resposta de células B e a 

caracterização de seu mecanismo de ação. 

 

 

2.1 - JUSTIFICATIVA 

Para que ocorra a ativação das células B são necessários vários eventos que 

culminam com a ativação, diferenciação, proliferação e secreção de imunoglobulinas, que 

são cruciais no combate de algumas infecções. No entanto, o estado de ativação precisa ser 

finamente controlado para que não perdure indeterminadamente ou leve a produção de 

anticorpos autoreativos, como pode ser observado em diversas doenças autoimunes. Várias 

moléculas moduladoras podem participar na modulação da ativação. Muitas delas estão 

presentes no citoplasma, e podem ser recrutadas após indução da resposta. A análise 

detalhada de algumas moléculas inibidoras tem mostrado que o equilíbrio entre os sinais de 

ativação e modulação é de extrema importância para a resposta imunológica (Healy & 

Goodnow, 1998). 

Com o intuito de avaliar o papel de proteínas 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 fosforilação em células B, nos propusemos a estudar seu 

envolvimento no modelo de ativação de células B após coagregação do BCR com FcR. 

Para tal a proteína TAPP2 recombinante produzida em bactérias E. col., foi purificada e 

injetada em coelhos para a produção de anticorpos específicos. Estes anticorpos foram 

purificados e utilizados como ferramentas para avaliar a participação de TAPP na 

fosforilação de células B estimuladas com anti-IgM intacta (ou seja, na ativação gerada por 

coagregação do BCR/FcγRII). Além disso, utilizamos os anticorpos anti-TAPP para o 

estudo do seu recrutamento para a membrana e do seu envolvimento em alterações de 

citoesqueleto celular durante a ativação. 
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 Uma série de drogas sintéticas ou não são capazes de exercer efeito modulatórios 

em eventos como ativação, proliferação e produção de imunoglobulinas. Muitas moléculas 

têm sido empregadas no controle da proliferação e indução de apoptose em células 

tumorais (Ringshausen et al., 2006) e modulação da ativação e bloqueio da produção de 

imunglobulinas em doenças autoimunes (Spertini, 2007).  

A curcumina, principal composto do rizoma da planta Curcuma longa, já esta em 

estudos clínicos de fase I para o tratamento de diferentes tipos de câncer e existe vasta 

descrição de seus efeitos imunomoduladores em diversas populações celulares (Hsu & 

Cheng, 2007). A warifteina, o composto encontrado em maior quantidade na fração 

hidroalcoólica da Cissampelos sympodialis, foi caracterizado como uma substância 

promissora no controle da asma e resposta inflamatória. 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 substâncias nas 

principais vias de transdução de sinal induzidas por ativação de células B. Finalmente, a 

partir destes estudos de sinalização intracelular, caracterizamos o mecanismo de ação destas 

drogas. 

 

 

2.2 – OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

  Para desenvolver o objetivo geral de avaliar o processo de modulação da resposta de 

células B, nosso trabalho foi dividido em três partes e teve os seguintes objetivos 

específicos: 

 

 

Parte I – Caracterizaçõa do envolvimento de TAPP2 na modulação da ativação de 

células B 

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

2- Obtenção de anticorpos específicos anti-TAPP2. 

3- Avaliação, por Western blotting, da atividade de fosforilação dessas proteínas em 

linhagens de células B e em células primárias provenientes de camundongos C57BL/6 e na 

linhagem geneticamente deficiente de SHIP. 
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4- Avaliação, através de imunofluorescência, da localização e das condições necessárias ao 

recrutamento de TAPP2 para a membrana após ativação. 

 

 

Parte II – Estudo dos efeitos imunomoduladores da curcumina em células B ativadas 

1- Verificação da toxicidade da curcumina quando adicionada a culturas de células B 

primárias. 

2- Avaliação dos efeitos da curcumina sobre a proliferação de células B murinas 

estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll e anti-IgM.  

3- Avaliação dos efeitos da curcumina sobre a secreção de imunoglobulinas em células B 

murinas estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll. 

4- Verificação do efeito da curcumina na expressão de moléculas co-estimulatórias. 

5- Investigação das possíveis vias de sinalização onde a curcumina encontre alvos 

moleculares: fosforilação de MAPK e ativação do fator nuclear NFκB. 

 

 

Parte III – Caracterização dos efeitos imunomoduladores da warifteina em células B 

ativadas 

1- Verificação da toxicidade da warifteina quando adicionada a culturas de células B 

primárias e em cultura de linhagem de células B humanas DAUDI 

2- Avaliação dos efeitos da warifteina sobre a proliferação de células B murinas 

estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll e pela ligação de Ig de superfície (anti-

IgM).  

3- Verificação do efeito da warifteina na expressão de moléculas co-estimulatórias. 

4- Avaliação dos efeitos da warifteina sobre a secreção de imunoglobulinas em células B 

murinas estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll. 

5- Investigação das possíveis vias de sinalização alteradas pela warifteina, fosforilação de 

MAPK e ativação do fator nuclear NFκB. 

6- Investigação da indução de aumento intracelular de cAMP pela warifteina. 
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3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

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 sódio, glutamina e β-mercaptoetanol) foram obtidos da SIGMA 

Chem. Co. (St Louis, MO, EUA). Soro fetal bovino e o antibiótico 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 

preparação do extrato de Cissampelos sympodialis folhas foram secas a 40 0C em estufa e 

pulverizadas. O material seco foi submetido extração com etanol 70% (v/v) a 70 0C por 5 

dias. O extrato hidroalcoólico da planta foi então passado em coluna e submetido à 

cromatografia de camada fina (TLC), dessa maneira obteve-se o alcalóide warifteina como 

previamente descrito por Lira et al (2002). O composto isolaso warifteina foi gentilmente 

cedido pela Dra Márcia Regina Piuvezam do Laboratório de Tecnologia Farmacêutica da 

Universidade Federal da Paraíba.  

Lipopeptídeo bacteriano sintético Pam3CysSerLys4 foi obtido da EMC micro-

collections (Tubingen, Alemanha). Os oligodeoxinucleotídeos com seqüências CpG foram 

obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). Parte desses dois reagentes foi gentilmente 

cedido pelo Dr Alberto da Nóbrega 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 Patrícia 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 os 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 imunização e produção 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), β-mercaptoetanol 50 μM, L-glutamina 2 μM, bicabornato de sódio 2 

mg/ml, gentamicina (50μg/ml). O linfoma B humano DAUDI (ATCC, Rockville, MD, 

EUA) foi mantido em RPMI contendo 10% de soro fetal bovino e os suplementos já 

citados. Para a produção 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 0C com 7% de CO2. 

 

 

3.4 – Produção de TAPP2 recombinante  

 Vetores PGEX-3X contendo seqüências de TAPP2 (Amersham Bioscience, 

Piscataway, NJ, EUA) foram utilizados para transformar bactérias Escherichia coli 

seguindo protocolo anteriormente descrito (Smith, 1991). Após a transformação as 

bactérias foram crescidas em meio Agar-LB. Algumas colônias foram selecionadas e então 

testadas por PCR para a confirmação da expressão da proteína TAPP2 como previamente 

descrita (Kimber et al., 2002). 

 A confirmação da transformação com TAPP2 em bactérias E. coli foi feita por PCR 

onde foram consideradas positivas as bactérias que possuíam a sequência complementar 
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aos primers de oligonucleotídeos de TAPP2. O primer usado para TAPP2 foi: senso, 

GATGTGAGCAGAGCCCAGGAATGCC e o antisenso, 

AGGGCTGGAGGAGCTGCTAAGCTC. A técnica foi realizada baseada em protocolo 

previamente descrito (Marshall et al., 2000). 

 As colônias de bactérias que se mostraram positivas para TAPP2 foram, então, 

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 água Milli-Q . Após a obtenção de massas de 

bactérias, essas foram lisadas por congelamento e descongelamento e, em seguida, a 

proteína TAPP2 foi purificada com esferas de glutathione Sepharose (Amersham 

Bioscience, Piscataway, NJ, EUA). Os lisados das bactérias transformadas foram incubadas 

a 4 0C por 16 horas. Em seguida foi feita a eluição com solução de competição (solução de 

glutationa solúvel) para a obtenção das proteínas TAPP2. Finalmente foi dosada a 

concentração de proteínas como descrito previamente (Kimber et al., 2002).  

 

 

3.5 - Imunização e purificação de anticorpos específicos anti-TAPP2 

 Coelhos foram injetados com 200 μg de proteína TAPP2 purificada em dois pontos 

de inóculo subcutâneo, na região dorsal e na região lombar. Os coelhos receberam inóculos 

mensais e após os três primeiros meses iniciou-se a avaliação dos soros quanto à presença 

de imunoglobulinas específicas para TAPP2. Os soros retirados dos coelhos imunizados 

foram passados em coluna de afinidade para a obtenção de anticorpos específicos como 

descrito previamente (Aatsinkia & Rajaniemi, 2005). 

 

 

3.6 - Isolamento de células B 

 Células B foram obtidas de baço de camundongos. Para a purificação as células de 

baço foram submetidas à depleção de células T com a utilização de coquetel de anticorpos 

específicos para moléculas de superfície dessas células (Thy-1, CD4 e CD8). Além disso, 

após tratamento com os 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 descontínuo contendo soluções de Percoll (SIGMA Chem Co; St Louis, MO, EUA) 

diluídas em meio RPMI 1640 ou salina de Hank`s nas concentrações de 50%, 60%, 65% e 

70%. Foram retiradas apenas as células de alta densidade (encontradas entre as frações de 

65% e 70%) que representam as células B não ativadas. 

 Após o isolamento, as células foram colocadas em placas de cultura contendo meio 

RPMI suplementado com β-mercaptoetanol 50 μM, L-glutamina 2 μM, bicarbonato de 

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

 

 

3.7 - Avaliação do efeito citotóxico de produtos naturais 

 Foram realizados experimentos que visaram evidenciar um possível efeito tóxico da 

curcumina ou warifteína sobre as células B purificadas de camundongos.  O método 

escolhido foi a análise do acúmulo de iodeto de propídeo avaliada por citometria de fluxo. 

A exitação desse composto por luz branca leva a emissão de fluorescência 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 não, tratadas ou não com curcumina (10 μM) ou warifteína (10 μg/ml) e marcadas 

com anticorpo anti-B220 conjugado a fluoresceína. Estas células receberam a adição de 

iodeto de propídeo no momento da análise (concentração final de 5 μg/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 presença ou 

ausência de warifteína nas concentrações de 0,1μg/ml, 1 μg/ml e 10 μg/ml. Em seguida foi 

adicionado azul de Trypan e foram contadas as células viáveis e mortas em câmara de 

Neubauer com o auxílio do microscópio óptico. 

 

3.8 - Análise da expressão de CD86 por citometria de fluxo 

 Células B puficadas de camundongos BALB/c (1x106/ml) foram estimuladas com 

LPS (10 μg/ml), oligodeoxinucleotídeo com seqüências CpG (1 μg/ml), Pam3cys (1 

μg/ml). Simultaneamente estas foram tratadas ou não com curcumina 10 μM ou warifteina 
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10 μg/ml. Após 48 horas, as células foram lavadas e incubadas com PBS contendo 1% de 

soro normal de camundongo (para bloquear as ligações inespecíficas). Em seguida, as 

células foram incubadas com anticorpos anti-B220 (FITC) e anti-CD86 (PE). Terminada a 

incubação, as mesmas foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído 2%. As 

amostras foram então analisadas em FACSCALIBUR Becton & Dicknson (Montain View, 

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

 

 

3.9 – Mobilização de cálcio intracelular 

 Células B purificadas pelo isolamento anteriormente descrito foram adicionadas à 

cultura na concentração de 5x106/ml e foram incubadas com Indo-AM (Molecular Probes, 

Eugene, OR, EUA) na concentração de final de 1 μM. Em seguida as células foram 

marcadas com anticorpo anti-B220 FITC e a concentração foi ajustada para 1x106/ml. As 

amostras foram, então, analisadas por citometria de fluxo utilizando o citômetro LSR (BD 

Bioscience, Mountain View, CA, EUA). No momento da análise as células foram 

estimuladas com anticorpo anti-IgM (5 μg/ml) e tratadas simultaneamente com curcumina 

(10 μM). O programa utilizado para a análise foi o FlowJo software (Tree Star, San Carlos, 

CA, EUA). A média do cálcio intracelular foi determinada pela medida da proporção de 

fluorescência do Indo-AM (390 nm/490 nm). 

 

 

3.10 - Medida da atividade proliferativa de células B 

 A atividade proliferativa foi avaliada através do método de incorporação de timidina 

tritiada previamente descrito (Brunswick et al, 1988). As células B purificadas pelo 

isolamento anteriormente descrito foram adicionadas à cultura na concentração de 2,5x105 

células por poço com os estímulos descritos. Após 72 horas de incubação a 37 0C com 7% 

de CO2, foi adicionado 0,5 μCi de timidina tritiada e as culturas incubadas por mais 18 

horas, foram recolhidas em papel de filtro Whatmam, para a retenção do DNA. Os filtros 

foram lavados, secos e adicionados a tubos com líquido de cintilação. A incorporação de 

timidina foi medida através de um espectrômetro de cintilação líquida 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 (5x104 por poço) foram estimulas com LPS 10 μg/ml, Pam3cys 1 μg/ml e 

curcumina nas concentrações de 1, 3  e 10 μM. Nos experimentos com warifteína a mesma 

foi utilizada nas concentrações de 0.1, 1 e 10 μg/ml. As culturas foram incubadas por 7 dias 

a 37 0C com 7% de CO2. 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. Após 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). Após o bloqueio das 

ligações inepecíficas, foram adicionadas as amostras (nas diluições de 1:1, 1:5, 1:25, 1:125) 

e as diluições do padrão de IgM purificada (ICN, Biomedicals, Irvine, CA, EUA) usada 

para a elaboração da curva padrão. Depois de 6 horas de incubação, e lavagem, foi 

adicionado o anticorpo secundário anti-IgM marcado com fosfatase alcalina (Southern 

Biotecnology Ass. Inc., Birmingham, AL, EUA) e foi feita incubação de 16 horas. A 

visualização da ligação do anticorpo secundário foi realizada pela adição do substrato 

cromogênico p-nitrofenolfosfato (SIGMA Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) diluído em 

tampão Tris-MgCl2 pH 9,5. A leitura de A405 foi feita em leitor  de microplacas (BIORAD 

modelo 550). 

 

3.12 - Imunofluorescência 

 Células A20 foram aderidas a lamínulas previamente revestidas com poly-L-lysina 

(SIGMA Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) e estimuladas com anticorpo anti-IgM (5 μg/ml) 

por 30 minutos. As lâminas foram então lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeído 

2% e lavadas novamente. Em seguida foram permeabilizadas com saponina 0,1% lavadas e 

incubadas por 30 minutos com anticorpo anti-TAPP2. O anticorpo secundário empregado 

 54



foi IgG de burro anti-Ig de coelho acoplado a Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories 

Inc, PA, USA). Finalmente, as lamínulas foram montadas em lâminas com a utilização 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 microscópio de fluorescência.  

 

3.13 - Dosagem de adenosina monofosfato cíclico 

 Células B (1x106/ml) foram purificadas no dia anterior e incubadas por 16 horas a 

37 0C em estufa com 7% de CO2. No dia do ensaio, as células foram estimuladas com LPS 

(10 μg/ml), Rolipran (3-Isobutyl-1-methylxanthine) (inibidor de fosfodiesterase) e 

Fosfokolin (que é ativador da proteína quinase A). O Rolipran e Fosfokolin foram 

gentilmente cedidos pela Dra Patrícia Silva (IOC, FIOCRUZ) e foram utilizados na 

concentração de 10 μM. As células foram lisadas após duas horas de incubação e o cAMP 

foi quantificado por ELISA de competição, utilizando o Kit comercial cAMP 

Enzimeimmunoassay BiotrakTM (EIA) System (dual range) (Amersham Bioscienses, UK) 

de acordo com as especificações do fabricante. Algumas culturas foram tratadas com 

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

  

3.14 - Western Blotting 

 Para avaliar o perfil de fosforilação total e a fosforilação de MAPKs foram feitas 

culturas de células B purificadas (1x107/ml) que foram tratadas com curcumina ou 

warifteina simultaneamente à adição dos estímulos. Nos experimentos utilizando curcumina 

as células foram estimuladas com anti-IgM (5 μg/ml) por 5 minutos, LPS (10 μg/ml), 

oligodeoxinucleotídeo com seqüência CpG (1μg/ml) ou Pam3cys (1μg/ml) por 30 minutos. 

Nos experimentos com warifteina, as células foram estimuladas com anti-IgM (5 μg/ml) 

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

Nos experimentos para a verificação de fosforilação de TAPP2 foram utilizadas 

células A20 (6 x 106/ml) estimuladas com IgG intacta de coelho anti-IgM de camundongo 

(RAMIG) 5 μg/ml ou IgG F(ab`) (RAMIG Fab) 7 μg/ml por 5 minutos.   
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 Após a estimulação e respectivos tratamentos, as células foram lisadas com tampão 

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 0C. Foram, então, 

centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm e aos sobrenadantes foi adicionado tampão de 

amostra (SDS 4x). 

 As amostras foram  SDS-PAGE (15%) com 100 V e posteriormente 

ansferidas para uma membrana de PVDF (Millipore) previamente ativada com metanol 

ara realização do western blotting.  

pós a transferência as membranas foram bloqueadas com TBS com 2% de BSA 

(SIGMA Chem. Co., St. Louis, MO, EUA) e incubadas com anticorpos primários por 16 

horas.  

Os anticorpos primários utilizados foram os seguintes: a) anti-TAPP2 (diluído 

1:500; obtido no decorrer desse trabalho), b) 4G10 (anticorpo que reconhece resíduos de 

tirosina fosforilados; diluído 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; 

diluídos 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), d) anti-IκB e anti-p 

IκB (que reconhecem a forma total e fosforilada da proteína IκB, respectivamente; diluídos 

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; diluídos 1:1000 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). 

 Após incubação com os anticorpos as membranas foram lavadas com TBS Tween 

20 (3X) e incubadas por 2 horas com anticorpo secundário. Nos experimentos onde o 

anticorpo primário foi o anti-TAPP2 utilizou-se anti-Ig de coelho (1:5000; Jackson 

Immunoresearch, PA, EUA). Nos demais experimentos foi usado anti-Ig de camundongo 

(1:3000; Jackson Immunoresearch, PA, EUA). As membranas foram novamente lavadas e 

reveladas utilizando um sistema de quimioluminescência (SuperSignal, Kodak) e papel 

fotográfico (Kodak). 

 

 

 separadas em
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3.15 – Preparação de anticorpo anti-TAPP2 ligado a sefarose 

 Esferas de glutathione sefarose (0.29g) foram hidratadas com 10 ml de HCl 1 mM 

por 15 minutos em agitação contínua. Em seguida as mesmas foram lavadas em filtro de 

vidro por decantação por 3 vezes intercalando o uso de  HCl 1mM e PharmaLink Coupling 

Buffer (Pirce Biotechnology, Rockford, IL, EUA). As esferas lavadas foram gentilmente 

recolhidas do filtro e colocadas em uma solução contendo anticorpos anti-TAPP2 diluído 

em tampão de ligação. Incubadas por 16 horas em rotação contínua a 4 0C. Após a 

incubação o material foi centrifugado a 1200 rpm por 5 minutos, lavadas com PharmaLink 

Coupling Buffer e então incubadas com Tris 100 mM  pH 8 por 16 horas a 4  0C em 

agitação contínua para a retirada dos anticorpos não ligados. Em seguida as esferas foram 

lavadas 6 vezes intercalando o uso dos tampões de ligação e tampão acetato. Finalmente as 

esferas foram ressuspensas em PBS com 0,02% de azida onde foram guardadas a  4  0C até 

o momento do uso. 

 

3.16 – Imunoprecipitação de TAPP2 e coloração direta em gel por Sypro Ruby 

Para os ensaios de imunoprecipitação foram utilizadas células B na concentração de 

6.0x106/ml que foram estimuladas com IgG intacta de coelho anti-IgM de camundongo (5 

μg/ml) ou IgG F(ab`) (anti-IgM  Fab) 7 μg/ml por 5 minutos.  Após a estimulação as 

células foram lisadas com tampão NP-40 (Gibco, Grand Island, NY,EUA) contendo 

inibidores de proteases (Calbiochem, San Diego, CA, EUA) e incubadas por 20 minutos a 4 
0C. As amostras foram, então, centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e aos sobrenadantes 

foi adicionado tampão de amostra (SDS 4x). Essas amostras foram incubadas por 16 horas 

em agitação constante com anti-TAPP2 ligados a esferas de sefarose. Após esse período as 

esferas foram centrifugas 3 vezes a 1200 rpm por 5 minutos a 4 0C, ressuspensas em 

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

Para a coloração por Sypro Ruby células A20 (6.0x106/ml) foram estimuladas com 

5μg/ml de IgG intacta de coelho anti-Ig de camundongo por 5 minutos. As culturas foram 

lisadas com o mesmo tampão citado acima por 20 minutos a 4 0C 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 0C, seguido de centrifugação a 1200 rpm por 5 
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minutos. As esferas foram recolhidas e eluidas 3 vezes em tampão ácido conforme  

intruções do fabricante do corante (Invitrogen detection Technologies, Carlsbad, CA, 

EUA). As amostras eluídas foram submetidas à eletroforese em gel de acrilamida a 10% e 

coradas com Sypro Ruby conforme especificações do fabricante. 

 

3.17 - Dosagem de NFκB em extratos nucleares por EMSA 

 Células B purificadas (1x107/ml) foram estimuladas com LPS (10 μg/ml) e tratadas 

com curcumina (10 μM) ou warifteína (10 μg/ml) por 16 horas. Após a incubação as 

células foram lisadas seguindo protocolo descrito anteriormente (Sheinman et al, 1995). 

Para a realização do EMSA os lisados celulares foram incubados com 40.000 cpm de 32P 

associado à seqüência dupla-fita consenso de oligonucleotídeos de NFκB (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), e incubados por 30 minutos a 25 0C. A mistura 

incluiu 1 μg de poly(dI-dC):poly(dI-dC) em tampão de ligação (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 proteína-DNA foi separado das seqüências livres em gel de 

poliacrilamida nativa (4%) e, após secagem, foi visualizado pelo Phosphoimage analysis 

(Molecular Dynamics, Amersham, Piscataway, NJ, EUA). Um oligonucleotídeo dupla-fita 

mutante (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) foi utilizado para verificar a 

especificidade da ligação do DNA com o NFκB. 

 

3.18 - Análises estatísticas 

 Foi realizado o teste t de Student para amostras não pareadas através do assistente 

gráfico PrismaGraphPad 4. Os resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos.  



4 – RESULTADOS 

 

4.1 - PARTE I – Caracterização do envolvimento de TAPP2 na modulação da 

ativação de células B 

 

4.1.1 - Preparo de TAPP2 recombinante 

 A primeira etapa do nosso trabalho foi o preparo da proteína TAPP2 recombinante. 

Para isso, foi feita a transformação de bactérias E. coli. utilizando o vetore PGEX-3X 

contendo seqüências da proteína como descrito na seção Materiais e Métodos. As bactérias 

transformadas foram crescidas e as colônias selecionadas e testadas pela técnica de PCR 

para comprovação da eficiência da transformação. Obtivemos duas colônias transformadas 

e selecionamos a de número 13 (Figura 1). Essas bactérias foram crescidas em larga escala 

para purificação das proteínas TAPP2. 

 

 

4.1.2 – Reconhecimento de uma única banda de aproximadamente 50 kDa em lisados 

e imunoprecipitados de células A20 

 De posse das proteínas purificadas, iniciamos a fase de imunização de coelhos para 

a produção de anticorpos específicos. Os coelhos foram imunizados e, após três meses, 

obtivemos os anticorpos purificados que foram testados quanto a sua capacidade de 

reconhecer a proteína TAPP2 em lisados de células A20 estimuladas ou não com anti-IgM. 

Os anticorpos anti-TAPP2 purificados reconheceram uma única banda de aproximadamente 

50 kDa nos lisados celulares (Figura 2a), que corresponde ao peso molecular de TAPP2. 

Avaliamos a possibilidade de ligação inespecífica do anticorpo secundário incubando as 

membranas apenas com esse anticorpo, porém nenhuma ligação foi observada. 

 Avaliamos, também, a utilização do anticorpo anti-TAPP2 para a análise de 

imunoprecipitados. Anticorpos anti-TAPP2 ligados a esferas de sefarose mostraram-se 

capazes de ligar a proteínas existentes nos lisados celulares e estes não se ligam 

inespecificamente, visto que a incubação das esferas apenas com o anticorpo secundário 

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

utilizado tanto para análise de lisados totais quanto de imunoprecipitados. 

 

 

4.1.3 - Avaliação da eficiência 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 eficiência da 

imunoprecipitação. Dessa forma verificamos se, após a imunoprecipitação, ainda restava 

TAPP2 nos lisados. Para isso, comparamos o imunoprecipitado nas esferas com os lisados 

restantes após a incubação. Constatamos que as esferas foram capazes de retirar a maior 

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

 

 

4.1.4 - Proteínas obtidas por eluição de imunoprecipitados com anti-TAPP2 

 Como mais uma comprovação da especificidade do anticorpo produzido, utilizamos 

a técnica de coloração Sypro Ruby, que cora diretamente no gel as proteínas retiradas de 

imunoprecipitados por eluição com tampão ácido. Esta técnica foi utilizada com o intuito 

de demonstrar que as proteínas ligadas a anti-TAPP2 não eram grandes agregados 

proteícos. Nossos resultados mostraram mais uma vez que essas proteínas constituem uma 

única banda de aproximadamente 50 kDa (Figura 4).  

 

 

4.1.5 - Fosforilação de TAPP2 em células A20 estimuladas com anti-IgM intacta 

 A seguir realizamos estudos funcionais testando se a ativação celular levava à 

fosforilação 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 fosforilação de proteínas em ambas as situações, no entanto a 

fosforilação da banda de 50 kDa foi maior quando utilizamos o anticorpo intacto (Figura 

5a), ou seja, a molécula inteira foi capaz de induzir co-agregação dos receptores 

BCR/FcγRII. Para confirmar a fosforilação de TAPP2 ocorrida apenas quando células B 
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eram ativadas com anticorpo intacto, realizamos análise de fosforilação de proteínas 

TAPP2 purificadas por imunoprecipitação de células B ativadas. Observamos que a 

fosforilação ocorre apenas com o uso do anticorpo intacto e é máxima após 5 minutos de 

ativação (Figura 5b). Esta foi a primeira demonstração da fosforilação de proteínas TAPP2 

em células B ativadas.  

 

 

4.1.6 - Fosforilação de TAPP2 em células B purificadas de animais deficientes em 

SHIP 

 Trabalhos anteriores demonstraram que TAPP2 tem a capacidade de se ligar a 

PI(3,4)P2, que é gerado após a  hidrólise de PI(3,4,5)P3 mediado pela fosfatase SHIP. 

Avaliamos, a seguir, se a fosforilação de TAPP2 estaria diminuída em animais deficientes 

em SHIP (Coggeshall, 2002), que talvez tenha comprometida sua produção de PI(3,4)P2 e 

animais controles normais que expressam SHIP. As células B purificadas desses animais 

foram estimuladas por 5 minutos com IgG de rato anti-IgM de camundongo na sua forma 

intacta ou IgG F(ab`)2. Os lisados celulares foram obtidos e os imunoprecipitados foram 

submetidos a SDS-PAGE e avaliados por Western blotting. Observamos que nesses 

animais a fosforilação de TAPP2 diminui de forma significativa quando comparado com os 

animais controles (Figura 6). 

 

 

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

 Camundongos ARS são animais anérgicos por possuírem BCR que reconhecem 

peptídeos endógenos, além de reconhecerem o hapteno azofenil arsonato (Cambier et al., 

2007). Nesses animais as células B apresentam capacidade reduzida para responder a 

estímulos via BCR (Brauweiler et al., 2007). Nesse modelo o padrão de resposta é contrário 

ao observado no modelo do camundongo deficiente na molécula SHIP, visto que, células de 

camundongos ARS permanecem em estado de anergia mesmo após estimulação com 

imunógenos clássicos de células B. Avaliamos então, se a estimulação levaria a alguma 

alteração da fosforilação de TAPP2 em células B purificadas de camundongos ARS 

estimuladas por 5 minutos com IgG de rato anti-IgM 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 contrário do que vimos em animais 

deficientes em SHIP, em células de animais anérgicos a fosforilação de TAPP2 estava 

sigficativamente aumentada (Figura 7).  

 

 

4.1.8 – Recrutamento de proteínas TAPP2 para a membrana após a co-agregação de 

resceptores FcγRII/BCR 

 Dados da literatura mostraram em modelos com expressão aumentada de TAPP2, 

que essa proteína era recrutada para a membrana após estimulação com anti-IgM intacta 

(Marshall  et al., 2002). Testamos, a seguir, se esta mobilização ocorre em células A20 

estimuladas com anticorpo anti-IgM e se o anticorpo por nós preparado seria adequado para 

sua visualização por florescência. Nossos resultados revelaram que a proteína TAPP2 é 

recrutada para a membrana após co-agregação FcRII/BCR e que nosso anticorpo é, de fato, 

útil para utilização em análises com imunofluorescência (Figura 8). 

 

 

4.2 - PARTE II – Efeitos imunomoduladores da curcumina em células B 

 
 
4.2.1 – Verificação da citotoxicidade da curcumina em células B 

 Apesar da curcumina ser um isolado de produto natural largamente utilizado e 

testado não tendo nehuma atividade tóxica descrita após testes em uma variedade de tipos 

celulares, achamos importante testar se a mesma seria também inócua para células B 

purificadas. Avaliamos por citometria de fluxo a incorporação de iodeto de propídeo por 

células incubadas por 48 horas com LPS na presença de curcumina. Observamos que a 

curcumina não exerce efeito tóxico em células B, sejam elas estimulas ou não com LPS 

(Figure 9). 
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4.2.2 - Efeito da curcumina na resposta de células B estimuladas por ativadores 

policlonais 

 Com o 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 baço com LPS, anti-delta-dextrana e anti-IgM. As culturas foram tratadas 

simultaneamente com curcumina em três diferentes concentrações (1, 3 ou 10 μM) e após 3 

dias foi testada a proliferação celular através da  incorporação de timidina tritiada. Nossos 

resultados mostraram que em culturas estimuladas com LPS foi observado um efeito 

inibitório. Esse efeito foi observado nas três doses de curcumina utilizadas tendo se 

mostrado mais marcante na concentração de 10 μM, onde observamos uma inibição de 

82% (Figura 10a). Entretanto a curcumina não foi capaz de inibir a proliferação 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 deoxinucleotídeos com seqüências CpG é inibida pela curcumina, enquanto 

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

Após a observação de que a curcumina inibia a proliferação de células B 

estimuladas por LPS, avaliamos se a curcumina alteraria a produção de imunoglobulinas. 

Para isso, células B purificadas foram estimuladas com LPS e tratadas com curcumina 

simultaneamente e o nível de IgM no sobrenadante foi dosado após 7 dias de cultura. A 

curcumina inibiu 98% da secreção de imunoglobulinas medida no sobrenadante de culturas 

estimuladas com LPS. Esse efeito foi mais marcante na concentração de 10 μM, embora 

também já fosse significativo na dose de 3 μM (Figura 11). 

 Baseados nos resultados iniciais do nosso trabalho, que mostram que a curcumina 

inibiu a proliferação e produção de imunoglobulinas em células ativadas com LPS, 

decidimos avaliar se esse efeito abrangeria a expressão de moléculas co-estimulatórias. 

Células B estimuladas com LPS ou anti-IgM  tratadas ou não com curcumina foram 

cultivadas por 48 horas e então marcadas com anticorpos anti-B220 e anti-CD86 e 

analisadas por citometria de fluxo. Nossos resultados mostraram que a estimulação pelo 
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LPS leva a expressão de CD86 e que essa expressão não se altera significantemente em 

células estimuladas e tratadas com curcumina (Figura 12). 

 

4.2.3 – Efeito da curcumina na transdução de sinal em células B estimuladas por LPS 

ou anti-IgM 

Avaliamos inicialmente se a curcumina alteraria o perfil de fosforilação de proteínas 

com resíduos de tirosina em proteínas totais de células B ativadas. Foram avaliadas células 

B estimuladas com LPS, CpG, Pam3cys, anti-IgM e tratadas com curcumina. Após a 

análise dos lisados dessas células pela técnica de Western Blotting observanos que uma 

discreta alteração no perfil de fosforilação foi observada (Figura 13). Avaliamos, ainda se 

outro evento inicial envolvido na sinalização de células B, a mobilização de cálcio 

intacelular, seria afetado pelo tratamento com curcumina. Nossos resultados mostraram que 

células estimuladas com anticorpo anti-IgM e tratadas com curcumina  não apresentam 

alteração na mobilização de cálcio intracelular(Figura 14). 

 Embora a análise da fosforilação total de resíduos de tirosina em proteínas totais de 

células B ativadas tenha demonstrado que a curcumina não era capaz de produzir grandes 

alterações no perfil de fosforilação total, decidimos avaliar isoladamente o perfil de 

fosforilação em proteínas importantes para a ativação. Primeiramente avaliamos a 

fosforilação de MAPK em culturas feitas na presença de curcumina. Para isso, células B 

purificadas foram estimuladas com LPS, CpG, Pam3cys e anti-IgM, e tratadas com 

curcumina. As proteínas ERK e p38 foram identificadas por Western Blotting e seu nível de 

fosforilação foi determinado. Observanos que a curcumina foi capaz de inibir a fosforilação 

das MAPKs ERK e p38 (Figura 15), indicando que essas moléculas constituem possíveis 

alvos moleculares da curcumina. 

Para verificar se o tratamento com a curcumina reduziria a migração de NFκB para 

o núcleo 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 redução na concentração de NFκB nos lisados nucleares 
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dessas células o que não ocorreu nos controles estimulado apenas com LPS, onde foi 

observada uma intensa translocação desse fator para o núcleo (Figura 16). 

 A migração de NFκB para o núcleo é secundária a fosforilação e proteólise de IκB. 

Assim, após observar inibição da migração de NFκB para o núcleo, testamos se o bloqueio 

da migração desta proteína estaria relacionado à alteração na fosforilação de IκB. 

Utilizamos culturas de células B purificadas estimuladas com LPS, CpG, Pam3cys,  

anticorpo anti-IgM e tratadas ou não com curcumina. Nossos resultados mostraram que o 

tratamento com curcumina foi capaz de inibir a fosforilação de IκB (Figura 17). 

Esses resultados sugerem que a curcumina interferiria na via de ativação do NFκB 

deflagrada pelo LPS por interferir na fosforilação de IκB. 

 

 

4.3 - PARTE III – Efeitos imunomoduladores da warifteina em células B 

 
4.3.1 – Verificação da citotoxicidade da warifteina em células B 

 O primeiro passo dessa etapa do trabalho foi avaliar se a warifteina teria algum 

efeito tóxico induzindo morte em células B. Para isso, realizamos um ensaio de marcação 

com iodeto de propídio por citometria de fluxo em culturas de células B purificadas 

incubadas com warifteina. As culturas estimuladas ou não com LPS e tratadas ou não com 

warifteina por 24 horas foram marcadas com anticorpo anti-B220 e tratadas com iodeto de 

propídio no momento da análise em citômetro de fluxo. Avaliamos na população marcada 

pelo anticorpo anti-B220 a porcentagem de células marcadas com de iodeto de propídio e 

não observamos aumento no número 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 μg/ml. 

Observamos que o tratamento com warifteina não produz morte celular (avaliada pela 

contagem de células viáveis e não viáveis utilizando o corante azul de Trypan) (Figura 19). 
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4.3.2 – Efeito da warifteina na ativação 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 células. 

Observamos que a warifteina tem efeito inibitório chegando a inibir 98% da proliferação de 

células B na dose de 10 μg/ml (Figura 20). 

 Avaliamos, também, se o efeito inibitório da warifteina observado em células 

estimuladas por LPS se repetiria em células estimuladas por outros ligantes de receptores 

do tipo Toll. Utilizamos como estímulo oligodeoxinucleotídeo com seqüências CpG, 

Pam3cys e um estímulo clássico induzido via BCR que é o anticorpo anti-IgM. O efeito 

inibitório na resposta proliferativa destas células ativadas com estas substâncias também foi 

observado (Figura 21). Células estimuladas com LPS apresentaram inibição de 96%, CpG 

63%, Pam3cys 50% e anti-IgM 75%. 

 Com objetivo de avaliar se o efeito inibitório da warifteina na resposta proliferativa 

de células B estava restrito as etapas inicias da ativação celular, foi feito estudo cinético 

onde a warifteina foi adicionada em diferentes tempos após o início da cultura. Estas foram 

estimuladas com LPS, oligodeoxinucleotídeo com seqüências CpG, Pam3cys ou anticorpo 

anti-IgM, no tempo zero de cultura e tratadas com warifteina nos tempos indicados. A 

resposta proliferativa foi medida após 72 horas. Nossos resultados mostraram que o efeito 

inibitório da warifteina pode ser observado mesmo se este alcalóide for adicionado em 

momentos tardios da ativação (Figura 22). 

A expressão de moléculas co-estimulatórias em células B ativadas é um dos eventos 

induzidos em resposta a LPS e anti-IgM. Verificamos, assim, se a warifteina modificaria a 

expressão 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 expressão de CD86 em células B220+. Nossos resultados mostraram 

que o tratamento com warifteina não foi capaz de alterar a expressão do CD86 induzida por 

LPS ou anti-IgM (Figura 23). 
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 Avaliamos adicionalmente se a secreção de imunoglobulinas também estaria 

comprometida após o tratamento com warifteina. Culturas de células B purificadas 

estimuladas com LPS ou Pam3cys e tratadas com warifteina apresentaram diminuição 

significativa na secreção de imunoglobulinas do tipo IgM (Figura 24). Nas células 

estimuladas com Pam3cys ocorreu inibição de 35% e nas células estimuladas com LPS 

observamos 99% de inibição. 

 

 

4.3.3 – Efeito da warifteina na sinalização intracelular em células B ativadas 

 Após a caracterização do efeito inibitório da warifteina na ativação de células B, 

iniciamos a avaliação de um possível envolvimento deste alcalóide sobre as principais vias 

de sinalização em células B. Inicialmente analisamos o perfil de fosforilação de proteínas 

em células B purificadas estimuladas com LPS ou anti-IgM e tratadas com warifteina. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento não alterou o perfil de fosforilação em 

resíduos de tirosina em proteínas totais (Figura 25). Avaliamos, ainda, se haveria alteração 

na fosforilção da MAPK ERK. Nossos resultados indicam que células estimuladas com 

LPS e tratadas com warifteina apresentaram uma redução na fosforilação de ERK enquanto 

que esse efeito não foi observado em células estimuladas com anti-IgM e tratadas com 

warifteina (Figura 26). 

 Investigamos, finalmente, a translocação do fator NFκB para o núcleo em culturas 

tratadas com LPS na presença ou ausência de warifteina. Os lisados nucleares dessas 

culturas de células B foram obtidos e analisados pela técnica de EMSA. Observamos que o 

tratamento com warifteina bloqueou a translocação do NFκB para o núcleo das células 

ativadas com LPS quando comparamos com os níveis nucleares de culturas ativadas não 

tratadas com o alcalóide (Figura 27). 

 

 

4.3.4 – Efeito da warifteina na concentração intracelular de cAMP 

 Vários estudos anteriores mostraram que o extrato de C. cympodialis induz o 

aumento de cAMP intracelular em diferentes tipos celulares. Verificamos, então, se o 

aumento de cAMP poderia ser um possível mecanismo de ação 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 após 2 horas de cultura. Culturas 

controles foram tratadas com Rolipran e Forskolin. Observamos que a warifteina induz um 

aumento nos níveis intracelulares de cAMP (Figura 28), sugerindo que esse possa ser seu 

mecanismo de ação. 
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5 – FIGURAS 

 
PARTE I – Envolvimento de TAPP2 na modulação da ativação de células B 

 

 

 
 

 
 
 

 

Figura 1. Seleção de colônias positivas para a proteína TAPP2. A expressão de TAPP2 
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Figura 2. Avaliação da especificidade do anticorpo para a proteína TAPP2 em lisados 

e imunoprecipitados de células A20. (A) Células A20 (6x106 em 200 μl) foram 

estimuladas com IgM intacta de rato anti-imunoglobulina de camundongo (anti-IgM; 

5μg/ml), lisadas e analisadas por Western blotting. Membrana de PVDF foram incubadas 

com o anticorpo primário anti-TAPP2 e secundário anti-Ig de coelho ligado peroxidase. As 

amostras de número 1, 2 e 3 correspondem a cultura não estimulada, estimulada por 2 

minutos e estimulada por 5 minutos com anti-IgM, respectivamente. As amostras de 

número 4, 5, e 6 correspondem a mesma seqüência de estimulação, porém a membrana foi 

incubada apenas com o anticorpo secundário. (B) Células A20 foram estimuladas por 5 

minutos com anticorpo anti-IgM de camundongo e o lisado foi imunoprecipitado (IP) com 

anticorpo anti-TAPP2 ligado a esferas de sefarose. O material obtido foi submetido à 

corrida eletroforética e analisados pela técnica de Western blotting. Um resultado 

representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 3. Avaliação da eficiência da retirada de TAPP2 de lisados de células A20 

estimuladas utilizando esferas de sefarose ligadas ao anticorpo anti-TAPP2. Células 

A20 (6x106 em 200 μl) foram estimuladas com IgG intacta anti-IgM de camundongo 

(5μg/ml). O lisado total das células foi imunoprecipitado (IP) com anticorpo anti-TAPP2 

ligado a esferas de sefarose. Em seguida foram submetidas à corrida eletroforética e 

transferidas para uma membrana de PVDF. As análises por Western blotting foram 

realizadas com o anticorpo primário anti-TAPP2 e anticorpo secundário anti-Ig de coelho 

ligado a peroxidase. Um resultado representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 4. Proteínas ligadas a anticorpos anti-TAPP2 ligados a sefarose obtidas por 

eluição possuem peso molecular de aproximadamente 50kDa. Células A20 (6x106 em 

200 μl) foram estimuladas com IgG intacta anti-IgM de camundongo (5μg/ml). O lisado 

total foi imunoprecipitado com anti-TAPP2 ligado a sefarose. Após a imunoprecipitação as 

proteínas ligadas às esferas de sefarose foram eluídas com tampão ácido para a liberação 

das proteínas imunoprecipitadas. Essas proteínas foram submetidas à corrida eletroforética 

em gel SDS-PAGE e o gel foi corado com SYPRO Ruby Gel Stain. Um resultado 

representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 5. Fosforilação de TAPP2 em células A20 estimuladas. Células A20 (6x106 em 

200 μl) foram estimuladas com IgG intacta anti-IgM de camundongo (5μg/ml) ou IgG 

F(ab`)2 anti-camundongo (anti-IgM Fab; 7 μg/ml) por 5 minutos. O lisado total das células 

foi imunoprecipitado com anticorpo anti-TAPP2 ligado a esferas de sefarose. As amostras 

foram submetidas à corrida eletroforética e transferidas para uma membrana de PVDF. O 

nível de fosforilação em resíduos de fosfotirosina foi avaliado por Westrn blotting. (A) 

Lisado total marcado com anticorpo anti-fosfotirosina total (4G10). (B) Imunoprecipitado 

com anticorpo anti-TAPP2 ligado à esfera de sefarose marcado com 4G10. (C) Marcação 

controle com β-actina. Um resultado representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 6. Fosforilação de TAPP2 em animais deficientes de SHIP. Células B 

purificadas (6x106 em 200 μl) foram estimuladas com IgG intacto anti-imunoglobulina de 

camundongo (anti-IgM; 5 μg/ml) ou IgG F(ab`)2 de anticorpo anti-imunoglobulina de 

camundongo (anti-IgM Fab; 7 μg/ml) por 5 minutos. O lisado total foi imunoprecipitado 

com anticorpo anti-TAPP2 ligado a esferas de sefarose. As amostras foram submetidas à 

corrida eletroforética e transferidas para membrana de PVDF. Os Western blotting foram 

realizados com anticorpo anti-fosfotirosina total (4G10). Um resultado representativo de 

três experimentos semelhantes. 
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Figura 7. Fosforilação de TAPP2 em células B de animais anérgicos ARS após co-

agregação FcγRII/BCR. Células B purificadas (6x106 em 200 μl) foram estimuladas com 

IgG intacta anti-IgM de camundongo  (anti-IgM; 5μg/ml) ou F(ab`)2 de anti-IgM de 

camundongo (anti-IgM Fab; 7 μg/ml). O lisado total foi submetido a imunoprecipitação 

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 três experimentos 

semelhantes. 
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Figura 8. Recrutamento de TAPP2 para a membrana após co-agregação FcγRII/BCR. 

Células A20 (1x106/ml) foram estimuladas com anticorpo IgG de cabra anti-IgM de 

camundongo (2 μg/ml) por 30 minutos. As lâminas contendo as células foram, então, 

fixadas e marcadas com anticorpo anti-TAPP2. A localização do anticorpo anti-TAPP2 foi 

visualizada pela marcação com anticorpo secundário (Ig de burro anti-Ig de coelho) 

marcado com Cy3. Os campos mostrados indicam a localização de TAPP2 em uma célula 

representativa no aumento de 40 vezes. Um resultado representativo de três experimentos 

semelhantes. 
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PARTE II – Efeito imunomodulador da curcumina em células B ativadas 

 

 

 

 

Figura 9. Avaliação da citotoxicidade da curcumina em de células B. Células B 

purificadas foram cultivadas (1x106/ml) em meio, LPS (10 μg/ml), curcumina (10 μM) e 

LPS mais curcumina por 48 horas. Após este período as células foram marcadas com 

anticorpo anti-B220-FITC. No momento da leitura foram adicionados 3 μl de iodeto de 

propídio (na concentração final de 0,5 μg/ml) e as células foram analisadas por citometria 

de fluxo. Para realização do controle de células mortas, as culturas foram fixadas em PBS 

com 1% de formol antes da adição do iodeto de propídio (Mortas). Os dados mostram o 

percentual de células marcadas com PI na população de células B220+ obtidas no gate de 

linfócitos. Um resultado representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 10. Efeito da curcumina na resposta proliferativa de células B estimuladas por 

ativadores policlonais. Células B purificadas foram cultivadas (2x105 em 200 μl) por 72 

horas na presença de (A) LPS (10 μg/ml), (B) anti-delta-dextrana (10 ng/ml) ou (C)Ig de 

cabra anti-IgM de camundongo (10 μg/ml) e (D) LPS, Pam3Cys (1 μg/ml) e CpG (1 

μg/ml). As culturas foram tratadas ou não com as doses indicadas de curcumina. A 

proliferação foi medida pela incorporação de timidina tritiada após 18 horas de cultura. 

Culturas controle não tratadas apresentaram a incorporação de 2679 com. Os dados são 

representativos de três experimentos em triplicatas +
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Figura 12. Efeito da curcumina na expressão de moléculas co-estimulatórias em 

células B estimuladas por LPS ou anti-IgM. Células B purificadas foram cultivadas 

(1x106/ml) por 48 horas na presença de LPS (10 μg/ml), anti-IgM (10 μg/ml) e tratadas 

simultaneamente com curcumina (10 μM). Após a incubação, as células foram lavadas e 

marcadas com anticorpos anti-B220-FITC e anti-CD86-PE. As células foram analisadas por 

citometria de fluxo. Um resultado representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 13. Efeito da curcumina no perfil de fosforilação em resíduos de tirosina de 

proteínas totais de células B estimuladas com ligantes de receptores do tipo Toll e 

anticorpo anti-IgM. Células B purificadas (1x107/ml) por 30 minutos na presença de LPS 

(10 μg/ml), Pam3cys (1 µg/ml), oligodeoxinucleotídeos com seqüências CpG (1 µg/ml) ou 

por 5 minutos com anticorpo de cabra anti-IgM de camundongo (6 µg/ml), na presença ou 

não de curcumina (10 μM). Em seguida lisados destas células foram avaliados por western 

blotting utilizando o anticorpo anti-fosfotirosina total (4G10). Um resultado representativo 

de três experimentos semelhantes. 
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Figura 15. Efeito da curcumina na fosforilação de MAPKs em células B estimuladas 

com ligantes de receptores do tipo Toll e anticorpo anti-IgM. Células B purificadas 

(1x107/ml) foram incubadas por 30 minutos na presença de LPS (10 μg/ml), Pam3cys (1 

µg/ml), oligodeoxinucleotídeos com seqüências CpG (1 µg/ml) ou por 5 minutos com 

anticorpo anti-IgM de camundongo (6 µg/ml), e curcumina (10 mM) foi adicionada 

simultaneamente a algumas culturas curcumina. Em seguida os lisados destas células foram 

analisados por Western blotting utilizando os anticorpos anti-pERK, anti-ERK, anti-p-p38 e 

anti-p38. Um resultado representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 16. Efeito da curcumina na translocação do fator NFκB para o núcleo de 

células B estimuladas com LPS. Células B purificadas (1x107/ml) foram estimuladas com 

LPS (10 μg/ml) por 24 horas na presença ou ausência de curcumina (10 μM). As células 

foram lisadas para a obtenção do extrato nuclear que foi analisado por EMSA 

(Electrophoretic mobility shift assay). Para isso, esse extrato foi incubado com 40.000 cpm 

de 32P associado à seqüência dupla-fita consenso de oligonucleotídeo de NFκB. O 

complexo proteína-DNA foi separado das seqüências em gel de poliacrilamida nativa e foi 

visualizado por Phosphoimage analysis. Um oligonucleotídeo mutante foi utilizado para 

verificar a especificidade da ligação do DNA com o NFκB. Um resultado representativo de 

três experimentos semelhantes. 
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Figura 17. Efeito da curcumina na fosforilação de IκB em células B ativadas.  Células 

B purificadas (1x107/ml) foram incubadas por 30 minutos na presença de LPS (10 μg/ml), 

Pam3cys (1 µg/ml), oligodeoxinucleotídeos com seqüências CpG (1 µg/ml) ou por 5 

minutos com anticorpo anti-IgM de camundongo (6 µg/ml) e  curcumina (10 mM) foi 

adicionada simultaneamente a algumas culturas. Em seguida os lisados destas células foram 

analisados por Western blotting, utilizando os anticorpos anti-p IκB e anti-IκB. Um 

resultado representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 18. Avaliação da citotoxicidade da warifteina em células B. Células B 

purificadas foram cultivadas (1x106/ml) em meio, LPS (10 μg/ml) e warifteina nas doses 

indicadas por 24 horas. Após esse período as células foram marcadas com anticorpo anti-

B220-FITC. No momento da leitura foram adicionados 3 μl de iodeto de propídio (na 

concentração final de 0,5 μg/ml) e as células foram analisadas por citometria de fluxo. (A) 

Histogramas representativos da porcentagem de células B220+ marcadas com iodeto de 

propídio. (B) Valores percentuais representativos do número de células mortas (região M1) 

obtidos após os tratamentos indicados. Um resultado representativo de três experimentos 

semelhantes.Os grupos foram comparados através de teste estatístico t de Student não 

pareado e não foi observada diferença estatística significativa. 
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Figura 19. Avaliação da citotoxicidade da warifteina em células DAUDI. Culturas de 

células DAUDI (2x105 por poço) foram tratadas por (A) 24 horas ou (B) 48 horas com as 

doses indicadas de warifteina e as culturas controles (meio) não receberam warifteina. Após 

os períodos de tempos indicados a viabilidade celular foi determinada pela contagem do 

número de células utilizando microscópio óptico em culturas que receberam azul de 

Trypan. Os dados mostram o número de células mortas (que incorporaram azul de Trypan) 

e viáveis (não coradas). Os dados são representativos de dois experimentos independentes. 

Os grupos foram comparados pelo teste estatístico t de Student não pareado e não foi 

observada diferença estatística significativa. 
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Figura 20. Efeito da warifteina na resposta proliferativa de células B estimuladas com 

LPS. Células B purificadas (2x105 poço) foram estimuladas ou nãp com LPS (10 μg/ml) e 

incubadas com warifteina (war) nas concentrações indicadas por 72 horas. A proliferação 

foi medida pela incorporação de timidina tritiada após 18 horas de cultura. Culturas 

controles não estimuladas apresentaram a incorporação de 1.212 cpm. Todas as culturas 

foram feitas em triplicatas e as barras mostram média +

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SD. Um resultado representativo de 
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Figura 21. Efeito da warifteina na proliferação de células B estimuladas por ligantes 

de receptores do tipo Toll. Células B purificadas (2x105 por poço) foram estimuladas ou 

não com LPS (10 μg/ml), anticorpo anti-IgM de camundongo (10 μg/ml), Pam3cys (1 

μg/ml) e oligodeoxinucleotídeos com seqüências CpG (1 μg/ml) e tratadas ou não com 

warifteina (10 μg/ml) por 72 horas. A proliferação foi medida pela incorporação de 

timidina tritiada após pulso de 18 horas. Culturas controle não tratadas apresentaram a 

incorporação de 3446 cpm. Todas as culturas foram feitas em triplicatas e as barras 

mostram média +
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Figura 22. Cinética do efeito da warifteina na ativação de células B estimuladas por 

ativadores policlonais. Células B purificadas foram cultivadas (2x105 por poço) foram 

estimuladas ou não com LPS (10 μg/ml) (A), Pam3cys (1 μg/ml) (B), 

oligodeoxinucleotídeos com seqüências CpG  (1 μg/ml) (C) e anticorpo anti-IgM de 

camundongo (10 μg/ml) (D) e incubadas ou não com  warifteina (10 μg/ml) por 72 horas. 

As culturas receberam ativador policlonal no tempo zero e warifteina nos tempos indicados. 

A proliferação foi medida pela incorporação de timidina tritiada adicionada nas últimas 18 

horas. Todas as culturas foram feitas em triplicatas e os dados mostram media +
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Figura 23. Efeito da warifteina na expressão de moléculas co-estimulatórias em 

células B estimuladas por LPS ou anti-IgM. Células B purificadas (1x106/ml) foram 

cultivadas por 48 horas na presença de LPS (10 μg/ml) ou anticorpo anti-IgM de 

camundongo (10 μg/ml) e tratadas simultaneamente com warifteina (10 μg/ml). Após a 

incubação, as células foram lavadas e marcadas com anticorpos anti-B220-FITC e anti-

CD86-PE. As células foram analisadas por citometria de fluxo. Um resultado representativo 

de três experimentos semelhantes. 
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Figura 24. Efeito da warifteina na secreção de imunoglobulinas de células B 

estimuladas por ligantes de receptores do tipo Toll. Células B purificadas (5x104 por 

poço) foram estimuladas com Pam3Cys (1 μg/ml) (A) ou LPS (10 μg/ml) (B) na presença 

ou ausência de warifteina (10 μg/ml) por 7 dias. O sobrenadante das triplicatas foi reunido 

em pool para a medida dos níveis de imunoglobulinas M pelo método de ELISA. Um 

resultado representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 25. Efeito da warifteina no perfil de fosforilação em resíduos de tirosina de 

proteínas totais de células B estimuladas com LPS ou anti-IgM. Células B purificadas 

(1x107/ml) foram estimuladas por 30 minutos na presença de LPS (10 μg/ml) ou por 5 

minutos com anticorpo de cabra anti-IgM de camundongo (6 µg/ml) na presença ou não de  

warifteina (10 μg /ml). Em seguida lisados destas células foram analisados por Western 

blotting utilizando o anticorpo primário anti-fosfotirosina total (4G10). Um resultado 

representativo de três experimentos semelhantes. 
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Figura 26. Efeito da warifteina na fosforilação de ERK em células B estimuladas por 

LPS ou anti-IgM. Células B purificadas (1x107/ml) foram estimuladas por 30 minutos na 

presença de LPS (10 μg/ml) ou por 5 minutos com anticorpo anti-IgM de camundongo (6 

µg/ml) na presença ou não de warifteina (10 μg /ml). Em seguida os lisados destas células 

foram analisados por Western blotting utilizando os anticorpos primários: anti-pERK, anti-

ERK. Um resultado representativo de três experimentos semelhantes.  
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Figura 27. Efeito da warifteina na translocação de NFκB para o núcleo de células B 

estimuladas com LPS. Células B purificadas (1x107/ml) foram estimuladas com de LPS 

(10 μg/ml) por 24 horas na presença ou não de warifteina (10 μg/ml). As células foram 

lisadas para a obtenção do extrato nuclear que foi analisado por EMSA. Para isso, esse 

extrato foi incubado com 40.000 cpm de 32P associado à seqüência dupla-fita consenso de 

oligonucleotídeo de NFκB. O complexo proteína-DNA foi separado das seqüências livres 

através em gel de poliacrilamida nativa e, visualizado pelo Phosphoimage a

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NFκB

LPS
Warifteina + +

+ +
- -
- -

Mutante

NFκB

LPS
+ +

+ +
- -
- -

M
ei

o

-
-

Mutante

NFκB

LPS
Warifteina + +

+ +
- -
- -

Mutante

NFκB

LPS
+ +

+ +
- -
- -

M
ei

o

-
-

Mutante

nalysis. Um 

oligonucleotídeo mutante foi utilizado para verificar a especificidade da ligação do DNA 

com o NFκB. Um resultado representativo de dois experimentos semelhantes. 
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Figura 28. Análise dos níveis de cAMP em células B estimuladas com LPS e tratadas 

com warifteina.  Células B purificadas (2x105 em 0.2 ml) foram cultivadas por 2 horas na 

presença de LPS (10 μg/ml), Rolipran (10 μM) ou Fosfokolin (10 μM). Algumas culturas 

foram tratadas com warifteina nas doses indicadas. Após o período de cultura, o nível de 

cAMP foi medido utilizando o kit cAMP Enzimeimmunoassay BiotrakTM (EIA) System 

(dual range) (Amersham Biosciences, UK). Os dados são a média de três experimentos 

semelhantes +

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SD analisados pelo teste t de Student; * p < 0,05. 
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6 – DISCUSSÃO 

 

PARTE I – Envolvimento de TAPP2 na modulação da ativação de células B 

 

 A proteína TAPP2 foi descrita recentemente por dois grupos (Dowler et al., 2000 e 

Marshall et al., 2002). Sua caracterização foi feita a partir de seqüência de aminoácidos e 

homologia com a proteína adaptadora de peso molecular 32 kDa (Bam 32) (Marshall  et al.,  

2002) em estudos que procuravam identificar proteínas com domínios PH (Dowler et al., 

2000). TAPP é uma proteína adaptadora bastante conservada em diferentes espécies e 

expressa em diferentes populações celulares, inclusive em células de tecidos linfóides. Sua 

porção C terminal possui um domínio PH (domínio que se liga a PI(3,4)P2, que é o produto 

da hidrólise de PI(3,4,5)P3 a partir da ação da fosfatase SHIP) (Allam & Marshall, 2005). Já 

foi relatado que em células B humanas com expressão aumentada de TAPP2, esta proteína 

pode ser recrutada para a membrana após a co-agregação FcγRII/BCR, induzida pela 

estimulação com anticorpo anti-IgM (Marshall  et al.,  2002). Nessas células com TAPP2 

aumentada a estimulação produz uma mobilização de cálcio intracelular lenta e mais 

prolongada quando comparado com células controle não estimuladas. Outro fato importante 

é que o recrutamento de TAPP2 ocorre de forma dependente da via da PI3K, visto que esse 

recrutamento é abolido quando inibidores da via da PI3K são utilizados (Marshall et al., 

2002). Pouco se sabe, no entanto, sobre as funções biológicas dessa proteína adaptadora em 

células B. A maioria dos estudos que tentaram mostrar alguma função biológica de TAPP2 

foi realizada em modelos com expressão aumentada dessa proteína. Por esse motivo, nos 

propusemos neste trabalho a produzir um anticorpo que fosse útil na análise do 

envolvimento dessa proteína na cascata de fosforilação desencadeada pela ativação em 

células B. 

 A parte inicial do nosso trabalho foi dedicada à produção do anticorpo anti-TAPP2. 

Dessa maneira, bactérias E. coli foram transformadas para que passassem a expressar a 

proteína TAPP2 e testadas pela técnica de PCR quanto a eficiência da transformação 

(Figura 1), em seguida a colônia selecionada foi crescida em larga escala e a proteína 

TAPP2 foi purificada. Essa proteína foi, então, utilizada para a imunização de coelhos. 

Após três meses foram retiradas amostras de sangue para a purificação do anticorpo anti-
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TAPP2. Os anticorpos foram purficados e avaliados pela técnica de western blotting. 

Observamos que este anticorpo reconhece uma única banda de aproximadamente 50 kDa 

em lisados celulares totais (Figura 2a), o que está correlacionado com o peso molecular de 

TAPP2 previamente descrito (Kimber et al., 2003). Avaliamos também a utilização desse 

anticorpo em imunoprecipitados e observamos que o anticorpo anti-TAPP2 ligado a esferas 

de sefarose reconhece uma proteína com peso molecular de aproximadamente 50 kDa 

retirada de lisados de células A20 estimuladas (Figura 2b). Um fato importante foi que em 

nenhum dos testes houve ligação inespecífica do anticorpo anti-TAPP2 (Figura 2a,b). 

Imunoprecipitados utilizando anticorpo anti-TAPP2 ligados a esferas de sefarose retiraram 

a maior parte de TAPP2 existentes em lisados de células A20 estimuladas com anti-IgM 

(Figura 3). Para uma comprovação adicional de que o anticorpo produzido retirava dos 

lisados celulares apenas TAPP2, realizamos experimentos onde os imunoprecipitados 

foram eluídos para retirada da proteína TAPP2 obtida dos lisados celulares. Análise desse 

material em coloração direta por Sypro Ruby em gel nos revelou que nossos complexos 

retiravam dos lisados uma única proteína de aproximadamente 50 kDa (Figura 4). 

De posse do anticorpo anti-TAPP2 que se mostrava eficiente para o reconhecimento 

da proteína TAPP2 em lisados celulares e imunoprecpitados, iniciamos uma investigação 

do potencial de fosforilação dessa proteína. A estimulação de células B pela ocupação do 

BCR leva a uma cascata de fosforilação de diversas proteínas (Nimmerjahn & Racetch, 

2007). A proteína TAPP2 já foi sequenciada (Gene Bank código de acesso para a seqüência 

de TAPP2 humana é BU429648 e para a seqüência de TAPP2 murina é Q9ERS5) e foi 

demonstrada a presença de três resíduos (Ser-Asp-Val) que são correspondentes a resíduos 

existentes em domínios PDZ, sugerindo uma possível interação com alvos comuns como 

proteínas de citoesqueleto e scaffolding protein (Allan & Marshall, 2005). Apesar de 

nenhum relato da literatura ter demonstrado ainda a capacidade fosforilativa de TAPP2, e 

por esse ser um evento possível na interação entre proteínas adaptadoras, fomos avaliar essa 

possibilidade. Nossos resultados mostraram pela primeira vez, que as proteínas TAPP2 são 

fosforiladas quando ocorre estimulação com co-agregação FcγRII/BCR (Figura 5b).  

A molécula TAPP2 liga através de seu domínio PH o produto gerado pela ação da 

lipídio fosfatase SHIP, o PI(3,4)P2 (Allam & Marshall, 2005). Assim, seria importante 

caracterizar o papel fisiológico de TAPP2 em animais deficientes na molécula SHIP. Não 
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há nenhuma evidência direta de que o nível de PI(3,4)P2 esteja reduzido nesses animais. No 

entanto, é possível que haja diminuição nos níveis desta molécula, já que na ausência de 

SHIP pode ocorrer uma diminuição da hidrólise de PI(3,4,5)P3 em PI(3,4)P2 (Brauweiler et 

al., 2000b). Nossos resultados mostraram que a fosforilação de TAPP2 está 

significantemente reduzida em animais deficientes de SHIP (Figura 6), sugerindo de forma 

indireta uma possível relação entre a presença de SHIP e a geração de seu produto 

PI(3,4)P2. O mecanismo desta diminuição de fosforilação de TAPP2 na ausência de SHIP 

não foi por nós caracterizado, mas é possível que a localização de TAPP2 na membrana 

seja essencial para que esta proteína venha a ser fosforilada por proteínas tirosina quinases 

ou, ainda que a ligação a PI(3,4)P2 modifique a conformação de TAPP2 de forma que ela 

passe a ser susceptível a fosforilação. Podemos sugerir ainda, que o fato de TAPP2 ser 

fosforilada após co-agregação do FcγRII/BCR e que esta fosforilação é dependente de 

SHIP, indica que esta proteína participa na via de sinalização induzida por esta fosfatase. 

Foi sugerido que o aumento de PI(3,4)P2 poderia estar relacionado a desativação da via da 

PI3K, já que o precursor deste fosfolipídio, o PI(3,4,5)P3 produto da PIK, é essencial para a 

ligação da Tec quinase BTK à membrana (Kimber et al., 2003; Freebum et al., 2002). 

Nosso achado de que TAPP2 liga ao produto da quebra de PIP3 feita por SHIP sugere que 

uma nova via de sinalização é induzida pela quebra do produto gerado por PI3K, o que 

indica que a geração PI(3,4,5)P3 por PI3K pode levar a indução de, pelo menos, duas vias 

de sinalização diferentes.  

A importância da via da PI3K na ativação e diferenciação de células B está bem 

caracterizada. Vários estudos sobre os efeitos de inibidores da PI3K mostraram que esta via 

está relacionada à produção de imunoglobulinas induzida pela ligação do CD40 ao seu 

ligante em células B humanas (Aagaard-Tillery & Jelink, 1996) e proliferação de induzida 

por LPS em células B murinas (Venkataraman et al., 1999). Células B humanas tratadas 

com wortmanina, um inibidor clássico da PI3K, apresentaram diminuição da resposta 

proliferativa induzida por anti-IgM e indução de apoptose, sugerindo que esta via de 

sinalização envolve componentes de fundamental importância para a sobrevivência e 

resposta a mitógenos via BCR. É possível sugerir que a participação de TAPP2 

consumindo PI(3,4)P2 pode contribuir para a regulação da ativação da via da PI3K. 
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Investigamos neste trabalho a fosforilação de TAPP2 em outro modelo murino, os 

camundongos ARS. Nesses animais são geradas células anérgicas pelo fato de possuírem 

imunoglobulinas específicas para o hapteno azofenil-arsonato e que reagem por reação 

cruzada com fitas simples de DNA desses animais, mantendo as células B em estado de 

anergia. As células B desses animais apresentam naturalmente uma mobilização de cálcio 

intracelular elevada, que é uma das carcterísticas de células anérgicas (Cambier et al., 

2007). Estudos prévios já haviam demonstrado que em células com expressão aumentada 

de TAPP2 a mobilização de cálcio era duradoura (Marshall et al., 2002). Baseados nos 

dados que indicam aumento dos níveis de cálcio tanto em células B anérgicas quanto em 

células B com expressão aumentada de TAPP2, investigamos no modelo ARS o estado de 

ativação da proteína TAPP2. Observamos que, em células B de animais ARS ocorre uma 

fosforilaçõa aumentada de TAPP2 (Figura 7). Esses resultados sugerem um possível 

envolvimento de TAPP2 nos níveis aumentados de cálcio nas células desses animais, o que 

sugere tanto que o aumento desta proteína estaria envolvido em estados de anergia quanto 

que a mesma pode ter um papel importante na regulação dos níveis intracelulares de cálcio. 

Os dados obtidos com a utilização do anticorpo anti-TAPP2 (Figura 8) confirmam 

relatos anteriores feitos em células com expressão aumentada de TAPP2, que mostraram 

que a co-agregação FcγRII/BCR leva ao recrutamento de TAPP2 para a membrana 

(Marshall et al., 2002). Demonstramos aqui, em células com níveis normais de TAPP2, que 

esse fenômeno se repete. 

Nossos resultados tomados em conjunto indicam que TAPP2 é recrutada para a 

membrana de células onde há a co-agregação de FcγRII/BCR, provavelmente para ligar-se 

a PI(3,4)P2. Demonstramos pela primeira vez que a proteína TAPP2 é fosforilada quando as 

células B são estimuladas pela co-agregação de FcγRII/BCR. Em células de animais 

deficiente de SHIP a fosforilação de TAPP2 esta diminuída possivelmente pela falta ou 

diminuição de PI(3,4)P2 nesse sistema. Em células de animais ARS o aumento da 

fosforilação de TAPP2 pode ter alguma relação com a manutenção dos elevados níveis de 

cálcio. Desse modo, com base nesses dados, podemos sugerir que a proteína TAPP2 estaria 

envolvida com regulação da ativação de células B. O papel exato da proteína TAPP2 na 

ativação de células B dependerá de estudos futuros com o objetivo de caracterizar sua 
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função biológica e as proteínas e/ou componentes celulares que funcionam como alvo ou se 

ligam a esta proteína após sua ativação. 

 

 

PARTE II – Estudo dos efeitos imunomoduladores da curcumina em células B 

 
A curcumina é um diferuloilmetano e é o principal composto retirado das raízes da 

Curcuma longa (Aggarwal et al., 2003). A utilização da curcumina como fitoterápico esta 

baseada no seu efeito terapêutico em doenças com características inflamatórias agudas ou 

crônicas. A curcumina induz diminuição da produção de uma série de fatores pró-

inflamatórios em uma variedade de células que participam desse processo (Jagetia & 

Aggarwal 2007).  

 Outro campo de estudos dos efeitos da curcumina tem sido o tratamento do câncer. 

Já foi descrito que esta substância inibe o crescimento de células tumorais, pela indução de 

apoptose e bloqueio da fosforilação de proteínas envolvidas na sobrevivência celular (Han 

et al., 1999 e Guarurajan et al., 2007). 

A curcumina parece ter como alvo várias moléculas intracelulares levando ao 

bloqueio ou diminuição da atividade de várias vias de sinalização. Por exemplo, o fator 

nuclear NFκB, tem sua translocação para o núcleo bloqueada após o tratamento com 

curcumina em diferentes modelos (Bengmark, 2006). 

A maioria dos estudos feitos com o objetivo de avaliar os efeitos da curcumina em 

células linfóides foi realizada em células T. Esses estudos sugerem que a curcumina atua 

modulando a ativação e proliferação dessas células induzida por diferentes ativadores 

(Rajan et al., 2004). Em relação às células B, pouco se sabe sobre os efeitos da curcumina 

em células primárias, já que a grande maioria dos estudos foram feitos utilizando células 

tumorais. Foi observado que a curcumina inibe o crescimento celular pelo bloqueio de 

algumas moléculas alvo como erg-1, c-myc, bcl-XL, gene supressor de tumor p53, NFκB e 

Syk (Han et al., 1999 e Guarurajan et al., 2007).  

Neste trabalho, investigamos o efeito da curcumina sobre células B normais. Na 

primeira etapa do nosso trabalho avaliamos se a curcumina apresentaria algum efeito na 

viabilidade de células B purificadas de camundongos BALB/c, ativadas ou não pelo LPS e 
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anti-IgM. Nossos resultados (Figura 9) mostraram que a curcumina não apresentou efeito 

citotóxico sobre células normais ou ativadas com LPS ou anti-IgM, ativadores policlonais 

clássicos de células B. Este achado está de acordo com dados da literatura que mostram que 

a curcumina, usada em diferentes tipos celulares, não afeta a viabilidade celular (Wang et 

al., 1997). Além disso, trabalhos anteriores já haviam mostrado que a concentração 

utilizada por nós de curcumina não exerce efeito tóxico em linfócitos T murinos (Natarajan 

& Bright, 2002). 

A proliferação é um dos eventos iniciais do processo de ativação de células B e 

envolve inúmeras moléculas e diferentes vias de sinalização. Nossa análise da proliferação 

de células B induzidas por ativadores policlonais e tratadas com diferentes doses de 

curcumina (Figura 10), mostraram um efeito inibitório da proliferação induzida 

especialmente por LPS na dose de 10 μM. Já as culturas estimuladas com anti-IgM 

apresentaram discreta diminuição e nas ativadas com anti-delta-dextrana nenhuma alteração 

da resposta proliferativa foi observada.  Esses dados sugerem que esses ativadores que 

ligam à Ig de superfície levam ao engajamento de vias de ativação distintas das induzidas 

por LPS e que são refratárias à ação da curcumina. A ativação via Ig de superfície, assim 

como a resposta ativada por LPS, é capaz de induzir a migração do NFκB para o núcleo 

(Sen, 2006 e Kawai & Akira, 2007). Entretanto o perfil de resposta é diferente, e já foi 

relatado que essas respostas possuem sensibilidade diferente a ação de drogas capazes de 

interferir na via de ativação da PI3K (Bone & Williams, 2001). Estudos anteriores 

mostrar1 
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Apesar da curcumina ter um efeito inibitório marcante na proliferação e secreção de 

imunoglobulinas em células estimuladas por LPS (Figuras 10 e 11), não interfere na 

expressão da molécula co-estimulatória CD86 (Figura 12). A expressão dessa molécula é 

um evento precoce durante a ativação e pode ser observada 24 horas após a estimulação 

com LPS (Galdiero et al., 2003). Nossos achados que mostram que a curcumina não inibe a 

expressão de CD86 induzida pelo LPS sugerem que a combinação de sinais que levam a 

proliferação e secreção de imunoglobulinas envolve moléculas diferentes das que induzem 

expressão de CD86 e que estas últimas não seriam alvos da curcumina. 

Após a ligação do antígeno ao BCR, ocorre a indução de sinalização intracelular. 

Um dos eventos iniciais é a fosforilação de seqüências ITAM localizadas nas moléculas 

Igα e Igβ pelas quinases da família Src. Em seguida ocorre o recrutamento e ativação da 

proteína tirosina quinase Syk. Esta quinase leva a ativação de inúmeras outras moléculas 

envolvidas na transdução de sinais intracelulares (Latour & Veillette, 2001). 

Após caracterizarmos que a curcumina inibia a resposta induzida pelo LPS, 

iniciamos uma avaliação de vias de sinalização que seriam afetadas pela ação da 

curcumina. A fosforilação de diversas proteínas é um evento indispensável para a ativação 

celular. Assim, avaliamos se a fosforilação total de proteínas poderia ser afetada pelo 

tratamento com curcumina. Células B estimuladas com anti-IgM não apresentaram 

diminuição da fosforilação de proteínas com resíduos de tirosinas após tratamento com 

curcumina (Figura 13). Estudos anteriores mostraram que em células de linfoma a 

curcumina induz uma redução da fosforilação da proteína tirosina quinase Syk (Gururajan 

et al., 2007). Entretanto, nossos resultados sugerem que em células primárias esse efeito 

não se repete.   

Nós observamos que o perfil de fosforilação sofreu uma discreta diminuição em 

células estimuladas com LPS ou outros ligantes de receptores do tipo Toll (Figura13). 

Assim, passamos a investigar especificamente o nível de fosforilação em proteínas 

importantes para a ativação. Analisamos inicialmente a fosforilação de MAPK e 

verificamos uma significante redução de fosforilação em células estimuladas com ligantes 

de Toll e tratadas com curcumina (Figura 15). As MAPK ERK e p-38 se mostraram 

bastante sensíveis à ação da curcumina. Nossos resultados sugerem que as MAPK ERK e 

P-38 sejam também possíveis alvos da curcumina.   
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Uma molécula que possui um envolvimento clássico com a ativação via TLR4 

(molécula alvo de ligação do LPS) e o fator nuclear NFκB, que sofre translocação para o 

núcleo após ativação (Mitchell et al., 2007). Nossos resultados confirmaram esse 

envolvimento mostrando que a estimulação com LPS leva a translocação desse fator e que 

nas células tratadas com curcumina a translocação deste fator nuclear estava bloqueada 

(Figura 16). Observamos, ainda, que a fosforilação do IκB estava dimunuída (Figura 17).  

A translocação do NFκB para núcleo é posterior a fosforilação da molécula inibitória IκB. 

Esta proteína, após ser fosforilada, é degradada, possibilitando a migração do NFκB para o 

núcleo. Nossa análise da fosforilação de IκB em células estimuladas por diferentes ligantes 

de receptores do tipo Toll (Figura17) revelou que a curcumina inibe a fosforilação dessa 

molécula impedindo, assim, a translocação do NFκB para o núcleo. Nossos dados sugerem 

que o a molécula IκB seja um dos alvos da curcumina em células B ativadas por ligantes de 

Toll. 

Estudos recentes sugerem que a sinalização via receptores do tipo Toll pode mediar 

a ativação de células B autoimunes presentes no repertório normal (Toubi & Shoenfeld, 

2004). Foi sugerido, também, que estímulos inatos induzidos por ligantes de receptores do 

tipo Toll seriam essenciais para a indução da resposta mediada pelo BCR em células não 

ativadas (Ruprecht & Lanzavecchia, 2006). Esse efeito de ligação ao TLR pode estar 

relacionado a indução de vias alternativas de sinalização em células B co-estimuladas por 

imunoglobulinas de superfície ligadas a LPS (Dye et al., 2007). Já foi mostrado que uma 

doença semelhante ao lupus pode ser induzida em animais que apresentam expressão 

aumentada de BAFF quando estimulados via TLR (Groom et al., 2007). Com base nos 

efeitos seletivos da curcumina em células B ativadas por ligantes de receptores do tipo Toll 

(mostrados nesse trabalho), sugerimos que a curcumina possa exercer uma ação 

moduladora na ativação de células B autoimunes. Relatos anteriores mostraram que o 

tratamento de camundongos com encefalomielite experimental com curcumina leva a 

diminuição dos sintomas e da severidade da doença (Natarajan & Bright, 2002). Finalmente 

nossos dados sobre os efeitos da curcumina em células B ativadas por ligantes de 

receptores do tipo Toll abre a possibilidade do uso dessa substância no tratamento de 

doenças autoimunes onde ocorra uma ativação anormal de células B. 
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Parte III – Caracterização dos efeitos imunomoduladores da warifteina em células B 

 

 A Cissampelos sympodialis é uma planta encontrada no nordeste e sudeste do 

Brasil, onde a infusão preparada com suas folhas e raízes é popularmente utilizada no 

tratamento de doenças inflamatórias e asma (Barbosa-Filho et al., 1997). A análise 

fitoquímica dessa planta levou ao isolamento de diversos alcalóides (Lira et al., 2002), 

dentre eles a warifteina. A warifteina é o composto encontrado em maior quantidade na 

infusão da Cissampelos sympodialis (Agra & Thomas, 1997). Estudos realizados com 

hepatócitos e fibroblastos V79 demonstraram que o IC50 varia entre 10 μM a 35 μM, que 

convertido para microgramas por mililitro equivaleria a 52,4 μg/ml a 180 μg/ml. Com base 

nesses estudos, estabelecemos como maior dose utilizada em nossos experimentos 10 

μg/ml, para que nossas doses não produzissem toxicidade nas células utilizadas. Para 

confirmar que a warifteina não teria efeito tóxico em nosso sistema, nossa primeira 

abordagem foi a avaliação da viabilidade celular após o tratamento com warifteina. 

Observamos a ausência de efeito tóxico em células B purificadas de camundongos (Figura 

18) ou na linhagem humana DAUDI (Figura 19). 

 Em seguida iniciamos estudos a fim de avaliar os efeitos da warifteina em células B 

ativadas. Inicialmente avaliamos o efeito da warifteina na resposta proliferativa de células 

B induzida por ativadores policlonais. Uma significante redução da resposta proliferativa 

foi observada em células estimuladas por LPS (Figura 20), oligodeoxinucleotídeos com 

seqüências CpG, Pam3cys e anti-IgM (Figura21). Nossos resultados sugerem que a 

warifteina atua inibindo a proliferação induzida por ligantes de receptores do tipo Toll e 

pela ligação ao BCR. 

 A inibição da resposta proliferativa produzida pela warifteina foi observada também 

em momentos tardios de cultura (após 48 horas), sugerindo sua atuação tambémem etapas 

tardias da ativação celular (Figura 22).  

 A secreção de imunoglobulinas é um evento dependente de diversas etapas 

anteriores, entre elas a proliferação (Borguesi & Milcarek, 2006). Por esse motivo, 

avaliamos se a secreção de imunoglobulinas também poderia estar sendo afetada pelo 

tratamento com warifteina. Constatamos que a warifteina, além de bloquear a proliferação, 
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inibiu a secreção de imunoglobulinas em células ativadas por Pam3cys (Figura 24a) ou LPS 

(Figura 24b). 

Apesar da warifteina ter efeito inibitório na proliferação e secreção de 

imunoglobulinas, não houve alteração em todas as etapas de ativação, visto que a expressão 

de moléculas co-estimulatórias CD86 não foi afetada pelo tratamento com warifteina 

(Figura 23). 

Avaliamos, adicionalmente, qual seria o possível mecanismo de ação da warifteina 

nesse sistema de ativação de células B induzida por ativadores policlonais. Inicialmente 

avaliamos o efeito da warifteina na fosforilação total de proteínas em células ativadas por 

LPS ou anti-IgM.  Nenhuma alteração foi observada (Figura 25). Entretanto, quando 

avaliamos a fosforilação da MAPK ERK observamos uma inibição da fosforilação dessa 

proteína em células ativadas por LPS, o que não ocorreu em células ativadas por anti-IgM 

(Figura 26). Avaliamos, também, se a warifteina teria algum efeito na translocação do fator 

nuclear NFκB. Este fator é uma molécula envolvida na sinalização via receptores do tipo 

Toll. Observamos que nas culturas tratadas com warifteina a translocação do NFκB foi 

bloqueda (figura 27). 

A ação moduladora do cAMP tem sido descrita em diferentes tipos celulares, 

incluindo células B (Whisler  et al., 1992; Apasov & Sitkovsky, 1999). Entretanto, apenas 

alguns mecanismos moleculares que envolvem o acúmulo intracelular de cAMP foram 

descritos (Miguet et al., 2005). Um trabalho anterior realizado pelo nosso grupo já havia 

demonstrado um aumento na concentração de cAMP em células B tratadas com o extrato 

de Cissampelos sympodialis (Alexandre-Moreira et al., 2003). Para demonstrar se o efeito 

inibitório da warifteina estaria relacionado ao aumento de cAMP, avaliamos a concentração 

dessa molécula em culturas de células B estimuladas por LPS e tratadas com warifteina. 

Como controle utilizamos as drogas Forskolin (ativador da adenilato ciclase) e Rolipran 

(inibidor de fosfodiesterases), que levam ao aumento dos níveis intracelulares de cAMP. 

Nossos resultados mostraram que os níveis de cAMP estavam aumentados em culturas 

tratadas com warifteina  estimuladas ou não com LPS, na presença ou não de Rolipran 

(Figura 28). 

Estudos anteriores mostraram que o acúmulo de cAMP pode levar a inibição da 

resposta proliferativa em células estimuladas via BCR (Whisler  et al., 1992). Além disso, 
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este nucleotídio cíclico induz inibição da sinalização via TLR4 (Miguet et al., 2005). Esses 

achados estão de acordo com a ação da warifteina em nosso modelo, já que observamos que 

a mesma parece atuar em vias de sinalização que levaraiam ao aumento de cAMP.  

Já foi demonstrado que a inibição da fosforilação de ERK 1 e 2 pode ser induzida 

pelo acúmulo de cAMP mediado pela adição de IBMX (inibidor de fosfodiesterases) e 

Forskolin (ativador da adenilato ciclase). Além disso, essa inibição pode ser revertida pela 

adição de H-89 (inibidor de PKA) (Miguet et al., 2005). Esses estudos apontam para uma 

inibição da via MEK-ERK como resultado do aumento do cAMP (Miguet et al., 2005). 

Com base nesses dados, avaliamos no nosso modelo, se o tratamento com a warifteina 

alteraria a fosforilação da proteína ERK. Nossos resultados mostraram que o aumento do 

cAMP produzido pelo tratamento com warifteina resulta na diminuição da fosforilação de 

ERK. 

O aumento na concentração de cAMP parece ser capaz de levar a inibição do fator 

de transcrição NFκB em células ativadas via BCR ou via TLR4 (Neumann et al., 2004; 

Miguet et al., 2005). Além disso, postula-se que, em células ativadas via BCR ou via TLR a 

PKA exerça efeito inibitório sobre o NFκB. Esse efeito pode ser revertido pela adição do 

inibidor de PKA H-89 (Miguet et al., 2005). Com base nesses relatos não nos surpreendeu 

que em nosso modelo o aumento do cAMP resultante do tratamento com warifteina tenha 

diminuído a translocação do  NFκB para o núcleo. 

Nossos resultados, tomados em conjunto, sugerem que o mecanismo de ação da 

warifteina em nosso sistema seria mediado pelo aumento dos níveis intracitoplasmáticos de 

cAMP, levando a ativação da proteína quinase A. Este processo levaria a inibição da 

atividade do NFκB e conseqüente inibição da proliferação e secreção de imunoglobulinas. 

Nossos resultados caracterizam, adicionalmente, a warifteina como um potente inidor da 

resposta de células B. Estudos recentes (Bezerra-Santos et al., 2006) mostraram que a 

warifteina teria efeito antialérgico importante pelo fato de bloquear a produção de 

leucotrienos e diminuir a eosinofilia. Nossos resultados sugerem mais um possível efeito 

benéfico da warifteina em modelos de alergia, que seria o bloqueio da produção de 

imunoglobulinas, entre elas a IgE, por células B. 
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7 – CONCLUSÕES 

 

PARTE I – Caracterização do envolvimento de TAPP2 na modulação da ativação de 

células B 

 

1- Produzimos um anticorpo anti-TAPP2 que reconhece uma única banda de 

aproximadamente 50 kDa, podendo ser utilizado para estudos de lisados totais e 

imunoprecipitação. Este anticorpo não apresentou ligação inespecíficada em 

nenhum dos testes realizados. 

2- Demonstramos, pela primeira vez, a indução de fosforilação da proteína TAPP2 

após co-agregação de FcγRII/BCR. 

3- A fosforilação de TAPP2 está diminuída em células B de animais deficientes de 

SHIP, o que sugere seu envolvimento com a regulação da atividade dessa molécula. 

4- A fosforilação de TAPP2 está aumentada em células B de animais anérgicos 

(ARS), sugerindo sua participação na manutenção dos níveis elevados de cálcio 

dessas células. 

5- A proteína TAPP2 é recrutada para a membrana após co-agregação de 

FcγRII/BCR. 

6- Em conjunto nossos dados sugerem o envolvimento de TAPP2 na fina rede que 

regula a ativação de células B. 

 

 

PARTE II – Estudo dos efeitos imunomoduladores da curcumina em células B 

ativadas 

 
1- A curcumina não apresenta toxicidade sobre células B. 

2-  O tratamento com curcumina inibiu a resposta proliferativa e secreção de 

imunoglobulinas por células B estimuladas com LPS. No entanto, não detectamos 

efeito desta substância na resposta induzida por ligação a Ig de superfície. 

3- A curcumina não alterou a expressão da molécula co-estimulatória CD86 em células 

B ativadas por LPS. 
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4- A curcumina impediu a translocação do fator de transcrição NFκB em células B 

ativadas por LPS. Este efeito pode estar relacionado à alteração da fosforilação de 

IκB, já que esta proteína tem sua fosforilação reduzida em células B ativadas por 

ligantes de receptores do tipo Toll  tratadas com curcumina. 

5- O perfil de fosforilação total de proteínas em resíduos de tirosinas apresentou uma 

discreta diminuição em células ativadas e tratadas com curcumina. 

6- As MAPK ERK e p-38 tiveram sua fosforilação reduzida em células ativadas e 

tratadas com curcumina. 

7- Nossos dados sugerem que IκB, ERK e p-38 seriam possíveis alvos da curcumina 

em células B. Sendo assim, por estas moléculas estarem envolvidas na ativação e 

síntese de proteínas, a resposta proliferativa e a secreção de imunoblobulinas 

estariam comprometidas em nosso modelo. 

 

 

Parte III – Caracterização dos efeitos imunomoduladores da warifteina em células B 

 

1- A warifteina não afeta a viabilidade de células B murinas frescas e da linhagem 

DAUDI. 

2- O tratamento com warifteina inibiu a resposta proliferativa e secreção de 

imunoglobulinas por células B ativadas por ligantes de receptores do tipo Toll e 

anti-IgM. 

3- A expressão da molécula co-estimulatória CD86 não foi afetada em células 

estimuladas com LPS e tratadas com warifteina. 

4- A warifteina não altera o perfil de fosforilação de proteínas com resíduos de 

tirosinas totais em células estimuladas por LPS e anti-IgM. Entretanto, a 

fosforilação de ERK apresentou-se reduzida, indicando que a inibição da via das 

MAPK seja um dos alvos da warifteina. 

5- A translocação do fator de transcrição NFκB para o núcleo foi bloqueada em células 

ativadas por LPS e tratadas com warifteina. 

6- A warifteina induziu um aumento nos níveis intracelulares de cAMP. 
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7- Em conjunto, nossos dados sugerem que a warifteina atuaria sobre células B por 

induzir a elevação dos níveis intracelulares de cAMP, o que afetaria a sinalização 

nestas células . 
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Abstract 

Curcumin is a phenolic natural product isolated from the rhizome of Curcuma longa 

(tumeric). It was previously described that curcumin had a potent anti-inflammatory effect 

and inhibited the proliferation of a variety of tumor cells. In the present study, we 

investigated the inhibitory effects of curcumin and previously characterized synthetic 

analogs on the response of normal murine splenic B cells. Curcumin inhibited the 

proliferative response of purified splenic B cells from BALB/c mice stimulated with the 

Toll-like receptor ligands LPS and CpG oligodeoxynucleotides. LPS-induced IgM 

secretion was also inhibited by curcumin. The LPS-induced proliferative response was 

similarly inhibited by the curcumin synthetic analogs. The proliferative response induced 

by either the T-independent type 2 stimuli anti-delta-dextran or anti-IgM antibodies was 

relatively resistant to the effect of curcumin and its analogs when compared with the 

inhibition detected in LPS-induced responses. Curcumin did not modify the expression of 

CD86 induced by stimulation with LPS. We investigated the intracellular signaling events 

involved in the inhibitory effects of curcumin on murine B cells. Curcumin did not 

significantly inhibit the increase in calcium levels induced by anti-IgM antibody. Western 

blotting analysis showed that curcumin inhibited TLR ligands and anti-IgM-induced 

phosphorylation of ERK, IκB and p38. Curcumin also decreased the nuclear levels of 

NFκB. Our results suggested that curcumin is an important inhibitor of signaling pathways 

activated upon B cell stimulation by TLR ligands. These data indicate that curcumin could 

be a potent pharmacological inhibitor of B cell activation. 

Key words:  B lymphocyte, Curcumin, Immunoglobulin, Signal transduction, TLR 
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ABSTRACT 

The aqueous fraction of the ethanolic extract obtained from the plant Cissampelos 

sympoidalis (Menispermaceae) was previously described to inhibit both T cell and B cell 

function. The alkaloid warifteine is one of the major components of this extract. In the 

present study we investigated the effect of warifteine on B lymphocyte function and 

characterized its mechanism of action. Purified splenic murine B lymphocytes were 

stimulated with either Toll-like receptor (TLR) ligands (LPS, Pam3Cys and CpG 

oligodeoxynucleotides) or anti-IgM antibody. Warifteine inhibited the proliferative 

response and immunoglobulin (Ig) secretion induced by these stimuli. This alkaloid did not 

inhibit, however, LPS and anti-IgM-induced CD86 expression. Kinetics studies 

demonstrated that warifteine blocks B cell function even when added after 48hs of a 72 hs 

culture. Warifteine also inhibited the proliferative response induced by phorbol myristate 

acetate and the calcium ionophore A23187. In order to characterize the mechanism of 

action of warifteine, we investigated the signal transduction pathways that would be 

blocked by this alkaloid. Warifteine did not modify total protein phosphorylation in LPS 

and anti-IgM-activated B cells. However, this alkaloid decreased the phosphorylation of the 

mitogen activated protein kinase (MAPK) ERK and decreased the intranuclear levels of the 

transcription factor NFκB. Warifteine induced an increase in cAMP. Taking together, our 

data suggest that warifteine is a potent inhibitor of B cell response in vitro and that this 

effect may be due to the induction of increased intracellular cAMP levels, suggesting that 

this substance may be useful as a modulator of B cell function.   

Key words:  B lymphocyte, Cissampelos sympodialis, warifteine, Immunoglobulin, 

Signal transduction, TLR 
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