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RESUMO

A espécie vegetal Bowdichia virgilioides Kunth, popularmente conhecida como
“sucupira”, € usada pela medicina popular regional como tratamento para gota,
inflamacdo e doencgas auto-imune. No entanto, poucos estudos cientificos
tratam da sua atividade biolégica, principalmente no que diz respeito ao
sistema imunolégico, o que torna essa espécie um alvo em potencial de
investigacdes cientificas. O objetivo desse trabalho foi avaliar in vivo a acdo do
extrato aquoso da casca do caule de B. virgilioides (EABV) sobre o timo. Para
esse estudo, foram utilizados camundongos C57BL6 (4-5 semanas) machos,
aos quais foi administrado por via oral o EABv durante 7 dias consecutivos.
Inicialmente, por analise histolégica demonstrou-se que o tratamento com
EABvV alterou a morfologia do timo, além de reduzir significativamente o peso
do 6rgédo e o numero total de timécitos. Verificou-se por citometria de fluxo que
essa reducdo ocorreu nos timdcitos de fendtipo duplo-positivo (CD4'CD8") e
simples positivo para CD4 (CD4'CD8) e CD8 (CD4'CD8%). Além disso, por
imunofluorescéncia indireta, foi observada a presenca de moléculas da matriz
extracelular no timo, onde se evidenciou um aumento na deposi¢édo de laminina
e fibronectina nos animais tratados com o EABv quando comparado ao grupo
controle. No entanto, a andlise por citometria demonstrou que o EABv nao foi
capaz de interferir na expressdo das integrinas VLA-5 e VLA-6 na superficie
dos timdcitos. Ainda, o EABv diminuiu a adesao dos timécitos frente & laminina
e essa reducdo ocorreu tanto nas subpopulagbes imaturas (CD4CD8 e
CD4"CD8") como nas maduras (CD4°CD8 e CD4'CD8"). Ensaios de migracdo
em camaras de transwell revelaram que esse extrato reduziu a migragdo dos
timocitos frente a laminina e, por citometria de fluxo, verificou-se que essa
diminuicdo ocorreu principalmente nas células duplo-positivas. Em conjunto, 0s
resultados mostram que o EABV interfere no sistema imunoldgico reduzindo o
peso do timo e o numero total de timocitos, além de modular negativamente a
adesao e a migracao dessas células, sugerindo assim sua atuagcdo como uma

substancia imunossupressora.

Palavras-chaves: Bowdichia virgilioides, timo, matriz extracelular, imunossupressao.



ABSTRACT

The plant species Bowdichia virgilioides Kunth, popularly known as "sucupira”,
iIs used by regional folk medicine as a treatment for gout, inflammation and
autoimmune diseases. However, few scientific studies dealing with its biological
activity, especially with regard to the immune system, making this species a
potential target for scientific investigation. The aim of this study was to evaluate
in vivo the action of aqueous extract of the stem bark of B. virgilioides (EABV)
on the thymus. For that, male C57BL6 mice (4-5 weeks) were used and treated
orally for 7 days with EABv. Initially, histological examination revealed that
treatment with EABv change the morphology of the thymus, and significantly
reduces organ weight and total thymocyte numbers. It was found by flow
cytometry that this reduction occurred in double-positive thymocyte (CD4"CD8")
and single positive thymocyte (CD4'CD8 and CD4°CD8"). Furthermore, by
indirect immunofluorescence, we observed an enhancement in laminin and
fibronectin deposition in the thymus of EABv-treated animals compared with
control group. However, cytometric analysis showed that EABv was not able to
influence the expression of integrin receptors VLA-5 and VLA-6 on the surface
of thymocytes. Moreover, thymocyte adhesion to laminin was diminished in
EABv-treated animals and this reduction occurred in immature (CD4 CD8" and
CD4'CD8") cells and mature (CD4°CD8 and CD4CD8") cells. Lastly,
thymocyte migration was measured using transwell chambers and revealed that
this extract reduced thymocytes migration driven by laminin and that this decline
occurred mainly in CD4"CD8" cells. These results show that the EABV interfere
in the immune system by reducing the weight of the thymus and the total
thymocyte numbers, in addition to negatively modulate the adhesion and
migration of these cells, suggesting its role as an immunosuppressive

substance.

Keywords: Bowdichia virgilioides, thymus, extracellular matrix, immunosuppression.
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O timo € um o6rgéo linféide primério onde os precursores de células T,
derivados da medula 6ssea, sofrem um complexo processo de diferenciacéo e
migracdo. Ao terminarem seu processo de diferenciacdo, tais células migram
para é&reas de células-T dependentes dos oOrgdos linféides periféricos
(ANDERSON & JENKINSON, 2001; AHAMED & MADHIVADHANI, 2010).

Entre os principais componentes do timo, os elementos da matriz
extracelular atuam em conjunto com as células do microambiente timico,
definindo os distintos nichos intratimicos e proporcionando 0s sinais
necessarios para a migracao direcionada e consequente maturacdo dos
timécitos (CIOFANI & ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; PETRIE & ZUNIGA-
PFLUCKER, 2007).

Acredita-se que falhas no processo de migracdo e maturacdo dos
timocitos possam levar ao aparecimento de deficiéncias na atividade
imunologica e um desequilibrio da homeostasia, favorecendo, portanto, o
desenvolvimento e/ou a amplificacdo de diversas doencas, incluindo as
infecciosas, auto-imunes e cancer (SAVINO & DARDENNE, 2000; SAVINO et
al., 2004). No tratamento dessas imunodeficiéncias estdo formas de
imunoterapia que visam o desenvolvimento de substancias capazes de ativar
as células do sistema imune. Em contrapartida, a capacidade técnica de
efetuar transplantes bem sucedidos de o6rgdos, criou um forte impeto pelo
desenvolvimento de esquemas imunossupressores eficazes e que permitam
evitar a rejeicdo ao enxerto. Além disso, varias doencas consideradas
decorrentes de respostas imunologicas aberrantes séo passiveis de tratamento
com agentes capazes de inibir a resposta imunologica, o que tem estimulado a

pesquisa de novos farmacos (STITES et al., 2000).

As plantas sdo uma fonte potencial de medicamentos e substancias
quimicas com propriedades uteis na modulagcdo do sistema imune. Atividades
imunoestimuladoras ou imunossupressoras vem sendo investigadas nas
plantas e em seus constituintes isolados, principalmente devido ao grande

namero de espécies vegetais utilizadas na medicina popular para o tratamento
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de doencas que comprometem o sistema imunolégico (PATWARDHAN &
GAUTAM, 2005).

Nesse contexto, destaca-se a Bowdichia virgilioides Kunth, espécie
amplamente utilizada pela medicina popular, para o tratamento de diversas
enfermidades, a exemplo de doencas auto-imunes, inflamacdes, artrite,
diarréia, gota e como cicatrizante (ALMEIDA et al., 2006; BARROS et al.,
2010). No entanto, poucos estudos cientificos tratam da sua atividade
biolégica, principalmente no que diz respeito ao sistema imunoldgico, o que

torna essa espécie um alvo em potencial de investigacdes cientificas.
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar in vivo os efeitos do extrato aquoso da casca do caule de

Bowdichia virgilioides sobre o timo de camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a influéncia do extrato aquoso de B. virgilioides sobre o peso, a

morfologia e a celularidade do timo de camundongos;

2. Verificar o efeito do extrato aquoso de B. virgilioides na producdo de

moléculas da matriz extracelular no microambiente timico de camundongos;

3. Investigar a influéncia do extrato aquoso de B. virgilioides no fenétipo
CD4/CD8 dos timocitos;

4. Verificar o efeito do extrato de B. virgilioides na expressdo de

receptores de moléculas da matriz extracelular nos timdcitos de camundongos;

5. Avaliar a influéncia do extrato de B. virgilioides na capacidade de

adesao dos timécitos frente a moléculas da matriz extracelular;

6. Analisar o efeito do extrato de B. virgilioides na capacidade migratéria

de timécitos, frente a moléculas da matriz extracelular;

7. Verificar o potencial toxico do extrato de B. virgilioides.
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3.1 Sistema imunoldgico

O sistema imunoldgico € composto por 6rgaos, células especializadas e
moléculas soluveis que tém a finalidade de reconhecer os elementos estranhos
ao organismo e elaborar uma reacdo dirigida a esses antigenos, com a
finalidade de elimina-los do organismo e preservar a saude (LIMA &
CARNEIRO-SAMPAIO, 2007).

O desenvolvimento fisiologico do sistema imune tem inicio ainda na vida
intra-uterina com a hematopoiese ocorrendo no saco vitelino, seguido do figado
fetal e, posteriormente, durante a vida pods-natal, com a medula éssea
assumindo a producéao das células. A divisdo celular em precursores linfoides e
mieldides constitui o primeiro passo na diferenciacdo das células do sistema
imunolégico. Os precursores linféides originam os linfécitos T e B e as células
natural killers (NK), enquanto os precursores mieldides originam os eritrocitos,
plaguetas, mondcitos, células dendriticas, neutréfilos, basoéfilos e eosindfilos.
Os linfécitos T e B sd@o as células responsaveis pela resposta imune adaptativa,
enquanto que as demais populacdes celulares participam tanto da resposta
imune inata quanto da adaptativa (HERZYK & GORE, 2004).

A resposta imune inata é a resposta inicial aos microrganismos, e inclui
barreiras fisicas (epitélio) e quimicas (saliva, lagrima), células fagocitarias
(neutrdfilos, macréfagos) e proteinas presentes no sangue, tais como
elementos do sistema complemento e as citocinas. As células envolvidas na
imunidade inata reconhecem padrdes moleculares altamente conservados nos
patogenos (PAMPS). As bactérias e protozoarios sdo combatidos pela resposta
imune inata via ativacdo de células fagociticas, que capturam 0s organismos
extracelulares e os digerem pela acdo de mieloperoxidase, lisozimas,
defensinas, lactoferrina e a producéo dos reativos intermediarios de oxigénio e
nitrogénio. Os microrganismos também ativam a via alternativa do sistema
complemento, que é capaz de estimular a fagocitose, quimiotaxia das células
imunes, producao e liberacdo de mediadores farmacoldgicos dos mastocitos e

lise direta do organismo invasor. Os microrganismos intracelulares também séo
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destruidos por inUmeros mecanismos, uma vez que, a infeccdo viral de uma
célula induz a producédo de interferon, tornando as células vizinhas resistentes
a infeccdo. (HOWARD et al.,, 1992; TURVEY & BROIDE, 2010). Ap6s o
reconhecimento dos PAMPs, os macréfagos e as células NK secretam
citocinas que ativam os fagocitos e estimulam a inflamacéo, recrutando outras
células para o sitio da infeccdo e também iniciando a resposta imune
adaptativa (BOEHM & BLEUL, 2007;).

A imunidade decorrente da resposta imune adaptativa pode ser
subdividida em duas: celular e humoral. A imunidade celular é mediada pelos
linfécitos T, que sao capazes de destruir células infectadas por virus ou
bactérias intracelulares, nesse caso a resposta imune é realizada pelos
linfécitos T CD8, os linfocitos citotoxicos, cujos receptores reconhecem
especificamente as proteinas virais produzidas na célula infectada e em
associacdo com moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
(MHC) de classe | do hospedeiro (HOWARD et al., 1992). Os microrganismos
intracelulares, quando no interior de células apresentadoras de antigeno,
também podem ser destruidos por linfocitos T CD4, os linfécitos T auxiliares,
cujos receptores reconhecem antigenos estranhos apresentados pelas
moléculas MHC de classe Il das células de defesa do hospedeiro (ANDERSON
et al.,, 1996). A imunidade humoral é mediada pelos anticorpos produzidos
pelos linfécitos B que reconhecem especificamente os antigenos microbianos,
marcando-os para eliminacdo (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

Os orgaos linféides desempenham um papel fundamental na imunidade,
pois sdo nestes locais onde os linfocitos interagem com células néo linféides
importantes para 0 seu processo de maturagdo, para iniciar a resposta imune
adaptativa ou para sua sobrevivéncia e manutencdo. Tais 6rgdos podem ser
divididos em 6rgéos linféides centrais ou primarios, nos quais sao gerados ou
amadurecidos os linfécitos, e orgaos linféides periféricos ou secundarios, que
iniciam as respostas adaptativas e onde sdo mantidos os linfécitos. Nos
mamiferos, os O6rgaos linféides primarios sdo a medula dssea e o timo. Tanto
os precursores de células B como os precursores de células T originam-se na

medula Ossea, mas apenas as células pré-B amadurecem nesse 06rgao,
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engquanto que, os precursores de células T migram para o timo, onde sofrem o
processo de maturagao (JANEWAY et al., 2007).

3.2 Timo

O timo é o primeiro 6rgéo linféide a aparecer durante a ontogénese e, no
ser humano, os dois primordios laterais de tecido timico surgem no final da
guarta semana de vida embrionaria (LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO, 2007).

Durante a embriogénese em camundongos, no 10° dia do
desenvolvimento embrionario (E10), o primérdio timico é formado do
endoderma derivado da terceira bolsa faringea, um processo que depende da
interacdo com as células mesenquimais derivadas da crista neural (GORDON
et al., 2004; ZHANG et al., 2007). Aproximadamente no dia E11.5, o rudimento
timico comeca a brotar e crescer. No dia E12.5, surgem as primeiras células
epiteliais timicas (TECs), em um processo independente de timécitos (GRAY et
al., 2005). A colonizacdo do rudimento timico pelos precursores
hematopoiéticos acontece antes da vasculariza¢éo, por volta do dia E13.5, pois
o primérdio timico produz fatores quimioatraentes capazes de atrair essas
células, que penetram no rudimento timico via transmigracdo através das
camadas mesenquimais adjacentes. Apenas no 14° dia de gestagcédo, 0s vasos
sanguineos sao formados, o que permite que as células progenitoras
hematopoiéticas entrem no primérdio timico via corrente sanguinea
(BARTHLOTT, et al., 2006). Posteriormente, os tecidos timicos perdem sua
conexdo com a faringe e migram para sua localizacdo definitiva, onde se
fundem para formar um Unico 6rgao bilobado (LIMA & CARNEIRO-SAMPAIO,
2007).

O timo esta situado no mediastino antero-superior na altura dos grandes
vasos do coracdo (SONE et al., 1980), € constituido de dois lobos
encapsulados que sdo parcialmente subdivididos em multiplos |6bulos, por

septos fibrosos. Morfologicamente, cada lobulo é dividido em regido cortical e
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medular, separadas pela juncdo cortico-medular (OHL et al., 2003). A regido
cortical abriga as células pré-T nos estagios mais precoces de maturacao,
sendo intensamente corada por possuir uma grande densidade linfocitaria. Ja a
regido medular, localizada na por¢cdo mais interna no Iébulo, € o local onde as
células T encontram-se em menor numero, porém nos estagios finais de
maturacado, capazes de sair desse 6rgao como linfécitos T imunocompetentes e
povoar regides especificas nos orgaos linfoides periféricos (PETRIE &
ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; SAVINO & DARDENE, 2010).

Ainda que o timo seja um 6rgdo linféide primario, capaz de gerar célula T
madura, funcional e auto-tolerante durante toda a vida adulta, esse 6rgdo nao
possui células auto-renovaveis, o que torna a producdo de células T
imunocompetentes, um processo dependente do recrutamento continuo de
precursores linféides derivados da medula 6ssea (CIOFANI & ZUNIGA-
PFLUCKER, 2007).

A arquitetura timica, com diferentes microambientes, € essencial para a
maturacdo e diferenciacdo de timdcitos, uma vez que as subpopulacdes
localizam-se em nichos distintos no érgéo, recebendo sinais diferenciados em
cada regigo (PETRIE & ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).

3.2.1 Microambiente timico

No timo ocorrem o0s eventos celulares responsaveis pela diferenciagéo
das células T. Este processo é dinamico, ordenado e compartimentalizado em
diferentes regides do microambiente que, devido a sua composi¢cao especifica,
fornece sinais essenciais para o0 direcionamento das células em
desenvolvimento (PETRIE & ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).

O microambiente timico é formado por uma rede tridimensional composta
por tipos celulares distintos, por timdcitos em diferentes estagios de

desenvolvimento e por componentes moleculares. Os constituintes néao
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linféides, como as células epiteliais timicas (TEC), células dendriticas,
macrofagos, fibroblastos e também os componentes moleculares, como
quimiocinas, citocinas, hormoénios e moléculas da matriz extracelular (MEC)
constituem o estroma timico. Essa microarquitetura especializada abriga,
estimula e direciona os timdcitos, distribuindo-os diferencialmente pelos
compartimentos timicos (Figura 1) (ANDERSON & JENKINSON, 2001).

Os principais componentes néo linféides do timo sdo as células epiteliais
timicas (TEC), que se organizam numa rede interconectada de modo a
percorrer todo o 6rgdo. No entanto, este epitélio é heterogéneo, pois, as TEC
das regides cortical e medular apresentam caracteristicas morfolégicas e
fenotipicas distintas (DE SOUZA et al., 1993).

Figura 1. Microambiente timico. Micrografia eletrénica de varredura do timo, onde se
pode observar timécitos em desenvolvimento (células esféricas) ocupando os
intersticios de uma extensa rede de células e matriz extracelular do microambiente
timico. Fonte: JANEWAY et al., 2007.

Na regido cortical timica, encontram-se complexos linfoepiteliais
multicelulares denominados TNC (Thymic Nurse Cell), formados por TEC
envolvendo de 2 a 200 timécitos em diferentes estagios de diferenciacao
(PEZZANO et al.,, 2001). As TNCs fornecem um ambiente propicio para
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sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacéo intratimica dos timacitos, pois séo
capazes de secretar hormoénios timicos, como a timulina, e moléculas da MEC,
além de expressarem na superficie celular, moléculas que participam da
maturacdo dos timécitos, como o MHC de classe | e classe Il (VILLA-VERDE et
al., 1995).

As interacfes entre o epitélio timico e os timdcitos sdo fundamentais para
a diferenciacdo dos linfocitos T. As TEC influenciam esse processo de modo
pleiotrépico através da interacdo direta com os timdcitos mediada por
moléculas de adesao célula-célula e moléculas de MHC classe | e Il. E ainda,
através da secrecao de citocinas que, dentre outros efeitos, podem aumentar a
sobrevivéncia e estimular a proliferacdo, assim como quimiocinas, moléculas
de MEC e metaloproteinases de matriz, que direcionam os timdcitos para as
diferentes regi6es do microambiente de acordo com o estagio de maturacdo
em que se encontram ao longo das diferentes etapas do processo de
diferenciagdo (SAVINO et al., 2004; JENKINSON et al., 2008). A importancia
das TECs no processo de desenvolvimento dos timdcitos pode ser evidenciada
em estudos envolvendo camundongos nude, nos quais ocorre mutacdo no
gene que codifica o fator de transcricdo FoxN1, o que prejudica a diferenciacao
das TECs, levando ao completo bloqueio da timopoiese, causando
imunodeficiéncia severa (SU et al., 2003; BLEUL et al., 2006).

Distribuindo-se pelas regides do microambiente timico também sédo
encontradas células ndo epiteliais, como células fagociticas e apresentadoras
de antigenos. Os macroéfagos residentes no cortex timico realizam a fagocitose
das células T apoptoéticas (PAESSENS et al., 2008). As células dendriticas
(DC) encontram-se distribuidas na juncdo cortico-medular e na medula,
possuem a capacidade de apresentar uma gama de peptideos tecido-
especificos as células T em desenvolvimento, através das moléculas do MHC
de classe | e Il, sendo responsaveis pelo fenbmeno da selecdo negativa
(PROIETTO et al., 2009).

Outro componente timico, os fibroblastos, estdo localizados

principalmente em regides ricas em tecido conjuntivo, como a cépsula e o



Revisdo-de Literatuwror | 26

septo. Sao células essenciais na proliferacdo das TECs devido a producéo dos
fatores de crescimento de fibroblasto (FGF) (SAVINO et al., 2000; JENKINSON
et al., 2008).

As células do microambiente timico também modulam a diferenciacdo dos
timécitos através de polipeptidios sollveis, pois essas células secretam
citocinas, quimiocinas e horménios timicos. Os timdécitos, ainda podem ser
influenciados pelo microambiente timico via interacdo mediada pela MEC
(SAVINO et al., 2004).

3.2.2 Diferenciacdo e migracdao intratimica de células T

Os precursores de células T, derivados da medula éssea, chegam ao timo
através das vénulas pos-capilares localizadas proximas a juncdo cortico-
medular, onde encontram-se a maioria dos vasos sanguineos capazes de
suportar o extravasamento das células precursoras (ANDERSON &
JENKINSON, 2001; GILL et al., 2003). Este recrutamento envolve varios
passos, incluindo a adeséo inicial com baixa afinidade através das selectinas, a
rolagem das células sobre o endotélio, a adesado de alta afinidade mediada por
integrinas, e a transmigracdo através do endotélio (MADRI & GRAESSER,
2000). Acredita-se que a migracdo dos progenitores linféides para o timo,
aconteca em resposta a estimulos quimioatraentes liberados pelo estroma
timico (GILL et al., 2003; JENKINSON et al., 2008).

A diferenciacdo dos timdécitos pode ser monitorada pela expressdo de
alguns marcadores de membrana, como o receptor de célula T (TCR) e as
moléculas CD4 e CD8. Essa diferenciacdo é dependente dos sinais derivados
do microambiente, tanto diretamente, na forma de contato célula:célula, como
indiretamente, através de fatores sollveis (SAVINO & DARDENNE, 2010).

Os precursores de células T, quando entram no timo, ndo expressam o0
complexo TCR nem os co-receptores CD4 ou CD8 (TCR'CD4CDS8). Estas
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células sdo denominadas duplo-negativas (DN) e representam 3-5% do total de
timocitos. Em camundongos, as células DN podem ainda ser subdividida em
quatro sub-etapas de desenvolvimento, DN1, DN2, DN3 e DN4, baseadas,
principalmente, na expressdo de duas moléculas de superficie celular: o CD25
(IL-2Ra), cadeia a do receptor para IL-2, e 0 CD44 (Pgp-1), receptor para &cido
hialurénico e fibronectina. Com o0 progresso da maturacdo, essas células
migram da regido subcapsular para o cértex, onde ocorre regulacéo positiva da
molécula CD3 e o rearranjo génico das cadeias que formam o TCR, onde
passam entdo a expressar o TCR e as moléculas CD4 e CD8
(TCR'CD4'CD8") sendo denominadas células duplo positivas, as quais
constituem cerca de 75-85% da populacdo de timécitos. As células que néo
séo capazes de expressar um TCR funcional morrem por apoptose, enquanto
as que o expressam sdo expostas aos peptideos enddégenos apresentados
pelo MHC presentes nas células do microambiente timico. Essas interacfes
determinam a selecdo positiva e negativa, evento decisivo para a selecdo do
repertdrio de célula T madura (CIOFANI & ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; PETRIE
& ZUNIGA-PFLUCKER, 2007; GAMEIRO et al., 2010).

Na selecdo positiva, os timocitos CD4"CD8" interagem fracamente com
as moléculas do MHC presentes no epitélio cortical e este evento direciona as
células a perder um dos co-receptores CD4 ou CD8 e a migrarem para regido
medular, dando origem aos timécitos simples positivo (TCR'CD4"'CD8” ou
TCR'CD4'CD8"), compreendendo cerca de 10 % e 5 % dos timdcitos,
respectivamente. Em seguida, os timécitos simples positivos sofrem selegéo
negativa, e agueles que possuem TCR que se liga fortemente aos peptideos
proprios, presentes no microambiente timico, sdo eliminados. As células que
nao sofrem rearranjo produtivo do TCR, assim como aquelas que foram
selecionadas negativamente apoés interacdo TCR-MHC, morrem por apoptose.
De fato, apenas 3-5% dos timdcitos gerados serdo exportados para a periferia
do sistema imune, onde irdo formar a grande maioria do repertério de células T
(Figura 2) (GRAHAM et al., 2000; ANDERSON & JENKINSON, 2001; CIOFANI
& ZUNIGA-PFLUCKER, 2007).
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Vale ressaltar, que essa migracao direcionada dos timocitos rumo a sua
diferenciacdo necessita de eventos sequenciais de adesdo e de-adesdo da
célula migrante sobre um substrato biologico, fornecido pelas moléculas de
MEC, organizadas de formas distintas no cértex e na medula (SAVINO et al.,
2004).

CD3/TCR- CD3/TCRlow
CD4- =3 CD4+ :
CcD8- CcD8+ CDa/TCRhigh

. &

Epitéiio Céiulaepitefial cortical ~ Céiulaepitefial Ciuladocomplexo OO0 Macrafazo Céiula dendritica Fibroblasto
subcapsular medular nurse timico

Figura 2. Diferenciagao intratimica de células T e microambiente timico. O painel
da esquerda esquematiza a migracdo dos timécitos, mostrando a entrada de
precursores de células T através de vasos sanguineos localizados na jungdo cortico-
medular. ApGs entrarem no timo, durante o processo de diferenciacdo, os timécitos
migram para o coértex e, posteriormente, para a medula. O painel a direita mostra um
I6bulo timico onde estéo ilustrados os varios componentes celulares do microambiente
timico que interagem com os timdcitos. Modificado de SAVINO & DARDENNE, 2010.
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3.2.3 Matriz extracelular timica e integrinas

A matriz extracelular (MEC) é uma rede acelular formada por proteinas e
polissacarideos, (Figura 3) que além de interagir entre sim formando um
arcabouco fisico para a sustentacdo do tecido, ainda estd em continua
interacdo com as ceélulas ao seu redor, modulando eventos de proliferacéo,
adesdo, migracdo e sobrevivéncia dessas células (VAKONAKIS & CAMPBELL,
2007). No timo, os principais componentes da MEC sdo as glicoproteinas,
fibronectina e laminina, e colagenos tipo I, lll e IV (MEIRELES DE SOUZA et
al., 1993; SAVINO et al., 2004).

A fibronectina € uma glicoproteina de adesao celular, que pode ser
sintetizada por fibroblastos e células epiteliais, apresenta-se como uma
estrutura heterodimérica e esta envolvida em véarios processos bioldgicos como
embriogénese, crescimento, proliferacdo, migracdo, além da adesdo celular
(INGHAM, 2004).

Duas isoformas de fibronectina sdo encontradas no timo, sendo
reconhecidas por receptores diferentes. A isoforma que esta distribuida por
todo o microambiente timico se liga ao VLA-5 (CD49e - receptor classico da
fibronectina) através da sequéncia RGD (arginina-glicina-acido aspartico), e a
isoforma com distribuicdo aparentemente restrita a medula, é reconhecida pelo
receptor VLA-4 (CD49d), formada através de um splicing alternativo do mRNA
de fibronectina através da sequéncia de &acido aspartico-arginina-glutamina-
valina (SAVINO et al., 2004).

Outro importante componente da matriz extracelular € a laminina, uma
glicoproteina de adesdo celular que, estruturalmente se apresenta como um
heterotrimero de conformacgéo cruciforme, formada por trés cadeias peptidicas
a, B e y. Atualmente, existem pelo menos 16 isoformas de laminina que exibem
expressédo diferencial nos tecidos (ARENAS & ZURBARAN, 2002; OCAMPO,
2008).
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No timo, a laminina é secretada pelas células epiteliais e encontra-se
distribuida por todo estroma. Em 2008 Ocampo e colaboradores,
demonstraram que a laminina-211 controla a entrada e a saida dos timocitos
no interior do complexo linfoepitelial TNC e que a presenca de laminina fornece
um microambiente propicio para a proliferagéo e diferenciacéo dos timocitos. A
interacdo de diferentes isoformas de laminina com seus receptores
correspondentes, presentes na superficie dos timdécitos é relevante para os

eventos de adesao, migracao e sobrevivéncia dessas células (KIM et al., 2000).
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Figura 3. Organizacdo da matriz extracelular (MEC). A MEC é formada por
varias proteinas e polissacarideos, organizados de maneira a formar uma
rede complexa, fundamental para a manutencéo tecidual e a interacdo célula-
célula e célula-MEC. Extraido e modificado de

http://219.221.200.61/ywwy/zbsw(E)/edetail4.htm.

Um evento essencial para varios processos biolégicos € a interacéo
célula-MEC, viabilizada por receptores especificos de superficie celular
denominado integrinas (VACCA et al., 2001; TIMOTHY et al., 2004). Estas
moléculas foram assim chamadas por integrarem os compartimentos intra e
extracelular, possuem um dominio citoplasmatico capaz de se ligar a
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elementos do citoesqueleto e um dominio extracelular de interacdo com as
moléculas presentes no microambiente, como as proteinas da MEC ou outras
células. Assim, sdo consideradas receptores de sinalizacdo bidirecional visto
que, transmitem informacgéo tanto dentro como fora da célula (HYNES, 2006;
IMAI et al., 2010).

As integrinas pertencem a uma familia de glicoproteinas que formam
receptores heterodiméricos constituidos de uma subunidade a e outra 3. Até o
momento, foram descritas dezoito subunidades a e oito B, formando pelo
menos vinte e quatro integrinas diferentes, constituindo a familia mais diversa
de moléculas de adesao celular (TIMOTHY et al., 2004).

Os timocitos expressam, principalmente, as integrinas denominadas
VLAs (very late antigens) da familia 31, como por exemplo, os receptores VLA-
5 (a5B81 ou CD49e) para fibronectina, e o receptor VLA-6 (a681 ou CD49f) para
laminina. No entanto, a distribuicdo destas moléculas é modificada segundo o
estagio de maturacdo, refletindo uma influéncia diferencial dos ligantes e
receptores em cada etapa do desenvolvimento (SAVINO et al., 2000, 2004).

A migracdo intratimica de timdécitos, durante 0 processo de
diferenciacéo, € um sistema complexo e de natureza multivetorial em que cada
vetor representa uma dada interacdo ligante/receptor (SAVINO, 2007). O
microambiente timico é formado por uma rede tridimensional de glicoproteinas
que compdem a MEC. Estas glicoproteinas formam um complexo
macromolecular que contribui como pontos de ancoragem para as células
estromais e timdcitos, sendo importantes moléculas sinalizadoras
intervenientes no desenvolvimento dos timécitos através de sua participacao
nos eventos de diferenciacdo, migracao, proliferacdo e ativacdo celular
(SAVINO et al, 2004). Além disso, diferentes fatores de crescimento,
guimiocinas e hormonios estdo associados com a MEC, representando um
importante fator na regulacéo da resposta imune celular (SAVINO et al., 2004;
SMANIOTTO et al., 2005; MENDES-DA-CRUZ et al., 2008).

No entanto, apesar da importancia dessas interacdes na fisiologia do

orgao, a acao de produtos naturais sobre as mesmas no microambiente timico
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ainda é pouco conhecida. Nesse contexto, as plantas medicinais poderdo ser
mais um dos fatores capazes de modular os eventos relacionados a migracao

durante a diferenciacdo dos timacitos.

3.3 O Uso de plantas medicinais

As plantas com propriedades terapéuticas utilizadas no cuidado a saude
constituem uma importante fonte de novos compostos biologicamente ativos.
Elas aparecem como parte do cuidado a saude em muitas partes do mundo ao
longo de décadas e tém despertado o interesse de varios pesquisadores. O
crescente interesse da comunidade cientifica pela fitoterapia nas duas ultimas
décadas levou ao desenvolvimento de varias pesquisas baseadas em praticas
populares (SANTOS & AMORIM, 2002; GUERRA et al., 2006).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 65-80% da
populacdo do planeta, de algum modo, utilizam plantas medicinais como
medicamentos e que 25 mil espécies de plantas sejam usadas nas
preparacdes medicinais. Essa mesma organizacdo tem divulgado a
importancia do uso de plantas medicinais como recurso terapéutico viavel, uma
vez que cerca de 25% dos farmacos atualmente disponiveis no mercado sédo
direta ou indiretamente derivados de plantas (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2008).

Atualmente, as atividades farmacolégicas e em particular a agéo
imunobiolégica das plantas, tem sido o foco da medicina alternativa. Alguns
constituintes isolados como os polissacarideos, lecitinas (HAIJTO et al., 1989),
proteinas e peptideos (KUTTAN & KUTTAN, 1992) foram encontrados,
interferindo nas diferentes fungbes do sistema imunoldgico, incluindo a

ativacdo da imunidade mediada por células (ELHABAZI et al., 2006).

Algumas plantas sdo apontadas como potentes imunomoduladores
(SINGH & ATAL, 1986; THATTE, 1996), a exemplo do que foi demonstrado
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com o extrato etandlico de Plumbago rosea que apresenta efeitos supressivos
sobre peso do timo (SOLOMON et al., 1993). Em contraste, 0 extrato aquoso
de Trigonella foenum aumenta o peso do timo e o nimero de timécitos (BIN-
HAFEEZ et al., 2003). Ainda, o extrato de Epimedium alpinum produz um efeito
estimulatério na proliferacdo de timdcitos e producéo de IL-2 (KOVACEVIC et
al., 2006).

Os problemas de saude ocasionados pelo uso incorreto de plantas
medicinais, muitas vezes ocorridos de forma indiscriminada e sem nenhuma
base cientifica, levaram a OMS a adotar algumas estratégias para
regulamentacdo dos medicamentos de uso popular tornando-os mais seguros
e acessiveis a populacdo. Uma destas estratégias € a disponibilizacdo de um
guia de informacdes para o uso apropriado da medicina alternativa, fornecendo
as informagBes necessarias para 0 uso correto e seguro das plantas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; GUERRA et al., 2006).

Assim, torna-se necessdria e de grande importancia a pesquisa cientifica
para a comprovacao das atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas das plantas
medicinais utilizadas popularmente. Nesse contexto, o Brasil, com sua enorme
biodiversidade, apresenta-se com um grande potencial para pesquisa e
exploracdo na area de plantas medicinais, podendo contribuir para o
desenvolvimento de novos medicamentos (ALVES et al., 2000). Dentre esta
imensa variedade de espécies vegetais encontram-se as plantas da Familia
Fabaceae conhecida popularmente pela diversidade de aplicacdes e

importancia econémica.

3.3.1 ConsideracOes sobre a Familia Fabaceae, o género Bowdichia e a
espécie Bowdichia virgilioides

A Fabaceae &€ uma das maiores familias botanicas com cerca de 750
géneros e mais de 18.000 espécies, distribuidas em diferentes tipos de

habitats, incluindo as areas tropicais, subtropicais e temperadas (WINK, 2003).
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E considerada a segunda maior familia de plantas medicinais, contendo mais
de 490 espécies utilizadas para fins terapéuticos, como a Glycyrrhiza uralensis
que apresenta efeito inibitério na replicagdo in vitro do HIV e nos niveis de
anticorpos na hepatite auto-imune, a Trigonella foenum capaz de reduzir
significativamente os niveis de glicose no sangue e a Erythrina falcata utilizada
como sedativo e ansiolitico (ALMEIDA, 2010; GAO et al., 2010).

Foram reconhecidas trés subfamilias dentro da familia Fabaceae, sendo
elas Caesalpinioideae, Mimosoideae e Faboideae. A subfamilia
Caesalpinioideae, compreende 170 géneros e cerca de 3.000 espécies, € tipica
na flora amazbnica e escassa no nordeste brasileiro. A Mimosoideae é
bastante rica em espécies no nordeste brasileiro, compreendendo 65 géneros e
cerca de 3.000 espécies. A Faboideae é a maior das trés subfamilias, com 455
géneros e cerca de 12.000 espécies. Alguns géneros sdo caracteristicos da
flora Amazbnica e outros do Nordeste brasileiro (TUCKER, 2003; VEITCH,
2007).

Plantas do género Bowdichia pertencentes a subfamilia Faboideae,
possuem 19 espécies, porém, apenas duas tiveram seus constituintes quimicos
e suas propriedades farmacoldgicas investigadas cientificamente, a Bowdichia
nitida e Bowdichia virgilioides. Estudos fitoquimicos recentes apontaram a
presenca de alcalbides, triterpenos e isoflavonéides em plantas pertencentes a
esse género (MATSUNO et al., 2008; MATSUNO et al., 2009; THOMAZZI et
al., 2010).

A Bowdichia nitida é usada para o tratamento de reumatismo, febre e
gota. Experimentos in vitro realizados com um isolado dessa espécie
apresentaram citotoxicidade contra células tumorais, além de atividade contra
Plasmodium falciparum (MATSUNO et al., 2009).

Bowdichia virgilioides Kunth € uma arvore de tamanho médio, nativa das
florestas tropicais da América do Sul, distribuindo-se desde a Venezuela até o
Nordeste do Brasil (Figura 4). No Brasil é conhecida popularmente como
sucupira, sucupira-preta e sucupira-acu (JUCK et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2009; THOMAZZI et al., 2010).
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Suas sementes e cascas sdo amplamente empregadas na medicina
popular, na forma de infusdo, para o tratamento de diarréia, gota, diabetes,
bronquite, hipertermia, inflamacao, reumatismo, artrite, doencas auto-imunes e
na cicatrizagéo de feridas. A importancia desta planta promoveu sua inclusao
na primeira Farmacopéia Brasileira (VELOZO et al., 1999; ALMEIDA et al.,
2006; BARROS et al., 2010).

Estudos fitoquimicos realizados com essa espécie revelaram a presenca
de flavondides, antocianina, benzofuranos, O6leo essencial, triterpendides,
resinas e alcal6ides (TORRENEGRA et al., 1989; VELOZO et al., 1999; MELO
et al., 2001). Algumas atividades biolégicas relacionadas ao extrato bruto da
Bowdichia virgilioides, foram comprovadas cientificamente nos ultimos anos,
entre elas: acdo antimalarica, confirmada em estudos in vitro e in vivo, nos
quais, o extrato etandlico se mostrou ativo contra cepas de Plasmodium
falciparum e P. berghei (DEHARO et al., 2001); atividade antiinflamatoria,
sugerida apos reducdo da formacdo do edema induzido por carragenina e
diminuicdo da migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal em
decorréncia da administracdo do extrato aquoso em ratos Wistar (THOMAZZI
et al.,, 2010); além do efeito antinociceptivo, demonstrados na reducdo do
namero de contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético apés tratamento

com extrato aquoso em camundongos Swiss (SILVA et al., 2010).
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Figura 4: Bowdichia virgilioides
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4. Materiold e Métodos
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41 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, adultos
jovens, com idade média de 4 a 5 semanas, provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os animais foram mantidos em
condicbes controladas de temperatura (22 = 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a racdo e agua. Os animais
permaneceram no laboratério para sua adaptacdo por pelo menos 24 horas
antes da realizacdo dos experimentos. Todos os procedimentos foram
aprovados e estdo de acordo com as normas do Comité de Etica Institucional
da UFAL (Protocolo n°: 010095/2009-67).

4.2 Material vegetal

Amostras de Bowdichia virgilioides foram coletadas no Arboretum da
UFAL, Campus A. C. Simdes no més de marco de 2008. A espécie foi
taxonomicamente identificada pela Botanica Roséangela P. Lyra Lemos, sendo
a exsicata da espécie depositada no Herbario do Instituto do Meio Ambiente de
Alagoas (IMA) sob n°. MAC29914.

4.3 Preparo do extrato

A obtencdo do extrato aquoso da casca do caule de B. virgilioides,
denominado de EABv, seguiu o preparo utilizado na medicina popular. As
cascas de B. virgilioides foram secas a temperatura ambiente e depois
trituradas, o po (30 gramas) foi colocado em um recipiente contendo 500 mL de
agua a temperatura de 100 °C, que posteriormente foi fechado permanecendo
em repouso para resfriar a temperatura ambiente por 6 h. A seguir, a solucéo

foi filtrada e depois liofilizada.
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4.4  Tratamento in vivo com B. virgilioides

Os animais foram distribuidos randomicamente em grupos com 3-4
animais cada, aos quais foi administratados por via oral o EABv nas doses de
20 mg/kg ou 200 mg/kg de peso corporeo, reconstituidos em 200 uL de solugéo
salina (NaCl 0,9%), e ao grupo controle foi administrado apenas o veiculo (200
ML de sol. salina) utilizando a mesma via de administragdo. Todos os grupos
receberam o tratamento uma vez ao dia e por sete dias consecutivos. Esses
animais foram eutanasiados, por deslocamento cervical, 24 h apods a
administracdo da ultima dose. Durante o tratamento todos os animais foram

pesados diariamente.

4.5 Histologia convencional

ApOs a eutanasia, o timo dos animais foi retirado e fixado em liquido de
Bouin por 48 horas, em seguida foi submetido a um processo de desidratacéo,
em solucbes crescentes de alcool etilico, permanecendo 72 horas em alcool
70%, 1 hora no alcool 90% para em seguida, ser colocado no alcool absoluto
(100%) por 2 horas. A peca timica foi, entdo, submetida a duas passagens de 1
hora em xilol P.A. Posteriormente, foram realizados dois banhos de parafina,
de 2 horas, em estufa a 60°C, que depois foram emblocados. Uma vez em
blocos de parafina, o material foi processado manualmente em microtomo
Leica 818, em cortes histologicos seriados com 6 pum de espessura e corados
com hematoxilina-eosina (HE). A analise foi realizada na sequéncia dos cortes
seriados para se determinar possiveis alteracfes no espessamento das regides

corticais e medulares.
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4.6 Peso e celularidade do timo

Para avaliar o efeito do extrato sobre o peso relativo do timo e o nimero
de timécitos presentes no 6rgdo, o timo dos animais dos grupos tratados e do
grupo controle, foi removido, pesado e posteriormente macerado em placas de
24 pocos contendo uma solucdo de PBS-SBF 4%, para a obtencdo dos
timécitos. Essas células em suspensdo foram recolhidas e contadas em
camara de Neubauer ao microscopio de luz. Nessa contagem foram
consideradas apenas as células viaveis, e para isso foi utilizada a técnica de

exclusédo pelo corante vital azul de tripan.

4.7 Andlise por citometria de fluxo

Foram realizadas analises por citometria de fluxo para determinar o
fendtipo dos timacitos quanto a expressao das moléculas de superficie celular
CD4/CD8 e quanto a expressao das integrinas VLA-5 (a5B1 ou CD49e) e VLA-
6 (a6B1 ou CD49f) na superficie dessas células. Foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-CD4 marcados com APC (Allophycocyanin) e anti-CD8
acoplado a PerCP (Peridin Chlorophyli Protein) para identificar o fenotipo
CD4/CDS8 dos timocitos e anticorpos anti-CD49e (VLA-5) e anti-CD49f (VLA-6)
marcados com PE (Phycoerythrin) para avaliar a expresséo de receptores para
moléculas da matriz extracelular, fibronectina e laminina, respectivamente. O
controle negativo para analise foi feito com anticorpos priméarios de

imunoglobulinas nédo relacionadas, que nao geram marcacao significativa.

Para tanto, os timdcitos foram colocados em placas de 96 pocos de fundo
“U”, em uma densidade de 2x10° células/poco, ap6s serem lavados com PBS e
centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C, as células foram incubadas
com anticorpo especifico, por 20 minutos, a 4°C, no escuro. Ap0s a devida
incubacéo, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas e posteriormente

fixadas com formaldeido 2%. As leituras foram feitas em citbmetro de fluxo
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(FACSCanto II, BD) e os dados obtidos foram analisados através do software
WinMDI verséo 2.8.

4.8 Ensaio de imunofluorescéncia

Para avaliar o efeito do EABv na deposicdo da MEC, foi utilizado o
ensaio de imunofluorescéncia em cortes congelados, onde o timo dos animais
tratados ou do grupo controle, foi incluido em tissue-tek (polimero inerte),
montado em um criomolde, e congelado a -80 °C. Posteriormente, o timo
congelado foi submetido a cortes em criostato a - 25 °C, onde finas seccoes (6
pm) foram obtidas e recolhidas em laminas de vidro. As amostras foram fixadas
com acetona e submetidas a técnica de imunofluorescéncia indireta, onde, as
laminas com os cortes foram pré-incubados por 30 minutos em solucao de
bloqueio para sitios inespecificos (PBS contendo 1% de BSA e 20% de soro de
camundongo). Terminado o bloqueio, os cortes foram incubados com o0s
anticorpos primarios especifico para laminina ou fibronectina, adequadamente
diluidos em PBS (1:50). As laminas foram mantidas em cé&mara Umida e
escura, a temperatura ambiente, por 1 hora. Em seguida, os cortes foram
lavados 3 vezes com PBS e incubados durante 45 minutos com anticorpo
secundario GAR-FITC, diluidos em PBS na concentragdo de 1:200.
Posteriormente, os cortes foram novamente lavados com PBS e a laminas
montadas em glicerol e PBS (1:10). Depois de cobertas com laminula, as

laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia (Nikon eclipse 50i).

4.9 Ensaio de adesao

Para investigar possiveis alteracdes nos padrdes de adesao de timocitos
frente a laminina e fibronectina, os timécitos de todos 0s grupos experimentais

foram submetidos a ensaios de adeséo realizados em frascos de 25 cm?.
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Os frascos foram previamente incubados com 10 pg/ml de BSA,
fibronectina ou laminina por 1 hora a temperatura ambiente, seguido de
bloqueio com PBS/BSA 0,1% por 1 hora a 37°C em estufa com 5% de
CO,. Apoés bloqueio, os timdcitos foram adicionados com meio de cultura RPMI
na concentracdo de 1 x 107 células por frasco e foram mantidos em estufa a
37°C com 5% de CO; por 1 hora para adesdo. Posteriormente, os frascos
foram lavados delicadamente para remocéo dos timécitos nédo aderidos, e em
seguida, através de deslocamento mecéanico, os timécitos aderidos foram
recolhidos, quantificados e submetidos a marcacdo para analise por citometria

de fluxo para determinar o fendtipo destas células.

4.10 Ensaio de migracao

Para analisar o efeito do EABv na migracao de timécitos, foram realizados
ensaios utilizando o sistema de transwell (Corning Costar, Cambridge, USA)
empregando insertos com membranas de policarbonato com 6,5 mm de
diametro e poros de 5 pm. Os insertos tiveram suas membranas previamente
tratadas com moléculas de matriz extracelular, laminina ou fibronectina na
concentracdo de 10 pg/mL, por 1 hora a 37°C em estufa com 5% de CO,, ou
BSA na mesma concentracdo (usada como controle basal para migracéo).
Posteriormente, as membranas foram bloqueadas com PBS-BSA 0,1% por 45
minutos a 37°C em estufa com 5% de CO,. Apos o bloqueio, foi adicionado aos
pocos inferiores das camaras meio de cultura (RPMI/BSA 1%). Os timocitos
(2x10° em 100 pL de RPMI/BSA 1%) foram colocados na parte superior da
camara. Apos 3 horas a 37°C em incubadora de CO,, as células migrantes
depositadas na camara inferior foram coletadas e contadas. A fim de
determinar as subpopulacbes dos timocitos migrantes, essas ceélulas foram

submetidas a andlise citofluorimétrica.

Para analise comparativa da atividade migratoria de cada subpopulacgéo,
foi calculado o percentual de input (% de input) para cada subpopulacdo de

timaocito, utilizando a seguinte férmula:
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Numero absoluto da subpopulagcao migrante
INPUT (%) = X 100

Numero absoluto da subpopulacao antes de migrar

4.11 Avaliacado do efeito do EABvV sobre parametros toxicoldgicos

A toxicidade do EABv foi avaliada através da observacdo matinal de
alguns parametros, como: morte, agressividade, alteracdo na mobilidade e
variacdo no peso. Outro parametro estudado foi a analise histolégica do figado
desses animais, procedimento realizado conforme ja descrito anteriormente

para o timo na sessao 4.5 do Material e Métodos.

4.12 Anédlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do teste de andlise de
variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey ou teste Bonferroni, com o auxilio
do software GraphPad Prism vs 5.0. Os resultados foram expressos como
meédia + erro padrao da média (EPM). As diferencas entre os grupos analisados

foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p<0,05.
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5. Resultados




Resultados

5.1 Efeito do tratamento com EABv na morfologia, peso relativo e
celularidade do timo de camundongos

Inicialmente, para verificar a interferéncia do EABv sobre a morfologia do
timo, analisou-se cortes seriados do 6rgdo por microscopia de luz, e como
pode ser observado na figura 5, a microarquitetura desse 6rgdo permaneceu
preservada quanto a presenca da capsula, septos e das regibes cortical e
medular. No entanto, foi notada uma diminuicdo da regido cortical,
acompanhada de um maior espacamento entre as células nos animais tratados
com o extrato quando comparado aos animais tratados com solucédo salina

(grupo controle).

CTR EABv 20mg/kg EABv 200mg/kg

Figura 5. Morfologia do timo. Fotomicrografias de cortes parafinados do timo
provenientes de animais tratados por via oral com solucao salina (CTR) ou EABvV nas
doses de 20 ou 200 mg/kg por 7 dias. Coloracdo Hematoxilina-eosina. M= medula; C=
coértex; S= septo; (¥ )= capsula; Aumento de 40x (painel superior); Aumento de 1000x
(painel inferior). Fotomicrografias representativas dos cortes seriados.

45
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Ao avaliar 0 peso e a celularidade do timo desses animais, foi observada
uma diminuicdo estatisticamente significativa tanto no peso no 6rgado como no
namero total de timécitos nos animais dos grupos tratados com o EABv quando

comparado aos animais do grupo controle (figura 6 e 7).
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Figura 6. Efeito do EABvV sobre o peso relativo do timo. Os animas receberam por
via oral salina (CTR) ou EABv nas doses de 20 ou 200 mg/kg por 7 dias. Os dados
estdo representados pela média + EPM (n=13). A andlise estatistica foi feita com o
teste one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. (*) denota nivel de significancia
comparado ao grupo tratado com solucao salina. **p<0,01.
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Figura 7. Efeito do EABv sobre o niumero de timécitos. Os animais foram tratados
por via oral com solucéo salina (CTR) ou EABv nas doses de 20 ou 200 mg/kg, por 7
dias. Os dados estéo representados pela média + EPM (n=8). A analise estatistica foi
feita com o teste one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. (*) denota nivel de
significancia comparado ao grupo tratado com salina. *p<0,05; **p<0,01.
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Considerando a modulacdo negativa do EABv sobre o numero total de
timocitos, procurou-se avaliar se esse extrato poderia interferir nas
subpopulacdes dos timdcitos imaturos: duplo negativos (CD4'CD8’) e duplo
positivos (CD4"CD8"), ou maduros: CD4 simples positiva (CD4'CD8") e CD8
simples positiva (CD4 CD8"), para isso foi realizada a analise citofluorimétrica

com marcacédo para as moléculas de superficie celular CD4 e CD8.

O EABv na dose de 20 mg/kg foi capaz de reduzir de forma
estatisticamente significativa o nimero de timdcitos CD4'CD8", CD4'CD8 e
CD4°CD8", quando comparado aos animais do grupo controle, ja o EABv na
dose de 200 mg/kg apenas interferiu no fendtipo duplo positivo, reduzindo de
maneira estatisticamente significativa o nimero de timocitos CD4'CD8,

guando comparado ao grupo controle (Figura 8).

5.2 Efeito do EABvV sobre ligantes e receptores de matriz extracelular
no timo de camundongos

Com o propésito de avaliar a influéncia do EABv na deposi¢cdo de
moléculas da matriz extracelular no microambiente timico, utilizou-se o ensaio
de imunofluorescéncia indireta em cortes congelados do timo com marcadores
especificos para fibronectina e laminina. Como mostra a figura 9, o tratamento
com o extrato na dose de 20 e 200 mg/kg, apresentou uma maior deposicao de
fibronectina e de laminina tanto na regido cortical como na regido medular,
quando comparado com o grupo controle. O aumento na deposicdo dessas

glicoproteinas de matriz extracelular ocorreu de maneira dose-dependente.
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Figura 8. Efeito do EABv sobre nimero de timocitos CD4/CD8. As células foram obtidas
de animais tratados, via oral, com solucao salina (CTR) ou com o extrato nas doses de 20 ou
200 mg/kg, por 7 dias. Os dados estao representados pela média + EPM (n=8). A analise
estatistica foi feita com o teste one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey. (*) denota nivel
de significAncia comparado ao grupo tratado com salina. *p<0,05; **p<0,01.
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CTR EABv 20mg/kg EABv 200mg/kg

FIBRONECTINA

LAMININA

Figura 9. Efeito do EABv na deposicdo de moléculas da matriz extracelular.
Fotomicrografias de cortes congelados do timo submetidos ao ensaio de imunofluorescéncia. Os
animais foram tratados por via oral com solugéo salina (CTR) ou EABvV nas doses de 20 ou 200
mg/kg, por 7 dias. (== capsula M= medula; C= cértex; S= septo; Aumento 100x.
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Tendo em vista o efeito do EABv na producdo das moléculas da matriz
extracelular, fibronectina e laminina, no microambiente timico, foi avaliado se o
extrato poderia interferir na expressédo das integrinas VLA-5 (a5B1), receptor
para fibronectina e VLA-6 (a6B1), receptor para laminina, na superficie dos
timécitos. Para isso, foi utilizada a analise por citometria de fluxo e como
apresentado na figura 10, nenhum efeito estatisticamente significativo, do

EABv, foi observado na expressao dessas integrinas.

5.3 Efeito do EABvV sobre adesao dos timécitos

Com o propésito de avaliar possiveis modificacdes funcionais
desencadeadas pelas alteracdes observadas no microambiente timico dos
animais tratados com EABv, foi realizado ensaios de adesdo com timocitos
provenientes de animais dos diferentes grupos. Essas células foram cultivadas
em frascos de 25 cm? previamente revestidas com fibronectina, laminina ou
BSA e ap6s uma hora de adeséo, os timdécitos aderentes foram quantificados,

seguindo o protocolo descrito na sesséo 4.9 dos Materiais e Métodos.

Apenas na dose de 20mg/kg, esse extrato foi capaz de induzir uma
diminuicao estatisticamente significativa no nimero total de timdcitos aderentes
frente a laminina quando comparado ao grupo controle. No entanto, quando a
adesdo ocorreu frente a fibronectina ndo houve diferenga significativa no
namero de timacitos aderentes provenientes de animais tratados com o extrato
em nenhuma das doses, quando comparado ao controle tratado com solugéo

salina (Figura 11).

Considerando a modulacdo negativa do EABv sob o numero total de
timocitos aderentes frente a laminina, buscou-se avaliar se esse extrato era
capaz de alterar o fenétipo CD4/CD8 dos timdcitos apds a adesdo. Para isso,
foram realizadas analises citofluorimétrica com marcagdo para as moléculas de

superficie celular CD4 e CD8.
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O EABvV na dose de 20mg/kg foi capaz de reduzir a adeséo frente a
laminina, tanto dos timécitos imaturos CD4'CD8 e CD4'CD8" como dos
timdcitos maduros CD4°CD8 e CD4°CD8". No entanto, na dose de 200 mg/kg
esse extrato interferiu significativamente na subpopulacdo CD4 CD8’, reduzindo
a adesdo desses timdcitos frente a laminina quando comparado ao grupo
controle, ainda foi capaz de aumentar a ades&o dos timocitos CD4 CD8" frente

a laminina quando comparada ao grupo tratado com o extrato na dose de

20mg/kg (Figura 12).

CTR EABv 20 mg/kg EABv 200 mg/kg
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Figura 10. Efeito do EABv na expresséo de integrinas na superficie dos timocitos.
Histogramas de citometria representando a expressdo membranar da integrina VLA-5
(vermelho cheio) e da integrina VLA-6 (vermelho cheio) nos timdcitos. O controle de
marcacao foi feito com imunoglobulina ndo-relacionada (preto vazado). As células foram
obtidas de animais tratados, via oral, com solucéo salina (CTR) ou com o extrato nas doses
de 20 ou 200 mg/kg, por 7 dias. Os dados estdo representados pela média =+ EPM (n=10). A
andlise estatistica foi feita com do teste one-way ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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Figura 11. Efeito do EABv sobre o numero de timdécitos aderentes. As células
foram obtidas de animais tratados, via oral, com solug&o salina (CTR) ou com o extrato
nas doses de 20 ou 200 mg/kg, por 7 dias. Os dados estéo representados pela média
+ EPM (n=6). A analise estatistica foi feita com do teste two-way ANOVA, seguido do
teste de Bonferroni. (*) denota nivel de significAncia com relacdo ao grupo CTR
correspondente. *p<0,05.
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Figura 12. Efeito do EABvV sobre fenotipo CD4/CD8 de timdcitos aderentes. As células foram
obtidas de animais tratados, via oral, com solug&o salina (CTR) ou com o extrato nas doses de 20 ou
200 mg/kg, por 7 dias. Os dados estdo representados pela média £+ EPM (n=6). A andlise estatistica
foi feita com do teste two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01 em relacéo
ao grupo CTR correspondente. #p<0,05 em relagéo ao grupo LN 20mg/kg.




Resultados | 54

Tendo em vista os achados do efeito do EABv sobre a adesdo de
timocitos e sabendo que na superficie destas células encontram-se receptores
gue se ligam aos componentes da matriz extracelular, procurou-se determinar
se 0 EABv poderia interferir na expressao dos receptores VLA-5 e VLA-6 na
superficie dos timdcitos aderentes. Foi utilizada a analise por citometria de
fluxo e como pode ser observado nas figuras 13 e 14, o tratamento com EABv
nao foi capaz de alterar a expressdo desses receptores na superficie dos
timécitos apos adesao frente a BSA, LN ou FN quando comparado ao grupo

controle.

5.4 Efeito do EABvV sobre a migracao de timdcitos

Buscando uma maior compreensao dos efeitos do EABv na fisiologia do
timo, foram realizados ensaios de migragcéo celular frente a fibronectina e a
laminina. Para isso, foi utilizado o sistema de transwell onde as membranas
dos insertos foram revestidos com fibronectina, laminina ou BSA (controle da
migracdo), seguindo o protocolo descrito na sessdo 4.10 dos Materiais e

Métodos.

Como apresentado na figura 15, o tratamento com EABv na dose de 200
mg/kg, reduziu de maneira significativa o nimero total de timocitos migrantes
frente a laminina quando comparado aos que receberam solugéo salina. No
entanto, quando a migracdo ocorreu frente a fibronectina o EABv néo foi capaz

de interferir de maneira significativa no processo migratorio.
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Figura 13. Efeito do EABv sobre a expressdo da integrina VLA-5 na superficie de
timocitos aderentes. O painel mostra a deteccao, por citometria de fluxo, do receptor para
fibronectina, VLA-5, na superficie de timdcitos apés adesdo frente ao BSA, laminina ou
fibronectina. O traco citofluorimetrico em preto representa a marcagdo obtida com
imunoglobulina ndo relacionada. Os histogramas sdo representativos de trés experimentos

independentes.
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Figura 14. Efeito do EABv sobre a expressdo da integrina VLA-6 na superficie de
timécitos aderentes. O painel mostra a deteccao, por citometria de fluxo, do receptor para
laminina, VLA-6, na superficie de timécitos apds adesdo frente ao BSA, laminina ou
fibronectina. O trago citofluorimetrico em preto representa a marcagdo obtida com
imunoglobulina ndo relacionada. Os histogramas sao representativos de trés experimentos
independentes.
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Figura 15. Efeito do EABv sobre o namero de timécitos migrantes. As células
foram obtidas de animais tratados, via oral, com solugéo salina (CTR) ou com o extrato
nas doses de 20 ou 200 mg/kg, por 7 dias. Os dados estdo representados pela média
+ EPM (n=8). A andlise estatistica foi feita com o teste two-way ANOVA, seguido do
teste de Bonferroni. **p<0,01 com relacdo ao grupo CTR correspondente. # p<0,05
com relacéo ao grupo EABv 20mg/kg correspondente.

Com a finalidade de verificar o efeito do EABv no fenétipo dos timaocitos
migrantes, foram realizadas analises citofluorimétrica com marcagédo para as
moléculas de superficie celular CD4 e CD8. Tendo como parametro o niumero
de células migrantes, foi comparado o perfil das diferentes subpopulagbes em
relacdo aos percentuais observados antes da migracao, representado pelo

percentual de input, descrito na sesséo 4.10 do Material e Métodos.

O EABV foi capaz de interferir apenas na migragéo dos timocitos imaturos,
CD4'CD8 ou CD4'CD8". Pois, foi mostrado que o extrato na dose de 20 mg/kg
aumentou de maneira significativa a atividade migratoria da subpopulacéo de
células CD4CD8 tanto frente a laminina como frente a fibronectina. No
entanto, apos o tratamento com EABv na dose de 200 mg/kg foi notada uma
diminuic&o significativa na migracdo dos timécitos CD4'CD8" frente ao BSA e a

laminina (Figura 16).
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Figura 16. Efeito do EABv sobre fen6tipo CD4/CD8 de timocitos migrantes. As células foram
obtidas de animais tratados, via oral, com solucéo salina (CTR) ou com o extrato nas doses de 20
ou 200 mg/kg, por 7 dias. Os dados estdo representados pela média + EPM (n=8). A analise
estatistica foi feita com o teste two-way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01
em relacdo ao grupo CTR correspondente. “p<0,05; *p<0,0lem relacdo ao grupo 20mg/kg
correspondente.
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Ainda, constatou-se que o EABv nao foi capaz de interferir na expressao
das integrinas VLA-5 e VLA-6 na superficie dos timocitos ap0s a migracao

frente a BSA, LN ou FN, qguando comparado ao controle (Figura 17 e 18).
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Figura 17. Efeito do EABv sobre a expressdo da integrina VLA-5 na superficie de
timocitos migrantes. O painel mostra a deteccao, por citometria de fluxo, do receptor para
fibronectina, VLA-5, na superficie de timécitos apds a migracao frente ao BSA, laminina ou
fibronectina. O traco citofluorimetrico em preto representa a marcacdo obtida com
imunoglobulina ndo relacionada. Os histogramas sdo representativos de trés experimentos

independentes.
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Figura 18. Efeito do EABv sobre a expressao da integrina VLA-6 na superficie de
timocitos migrantes. O painel mostra a deteccao, por citometria de fluxo, do receptor para
laminina, VLA-6, na superficie de timécitos apdés a migracdo frente ao BSA, laminina ou
fibronectina. O traco citofluorimetrico em preto representa a marcacdo obtida com
imunoglobulina ndo relacionada. Os histogramas séo representativos de trés experimentos

independentes.
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5.5 Avaliacédo do potencial toxico do EABvV

Para avaliar o potencial toxico do EABv, os animais foram acompanhados
diariamente e sob esses tratamentos ndo foi observada morte, nenhuma
alteracdo comportamental (ambientacdo, agressividade, piloerecdo e
mobilidade), como também, ndo foi observado perda na massa corpérea
(Figura 19).

Massa corpoérea (%)

® &
EABv mg/kg

Figura 19. Efeito do EABv sobre a massa corpérea (%) de camundongos. Os
animas receberam por via oral solucéo salina (CTR) ou EABvV nas doses de 20 ou 200
mg/kg por 7 dias. Os dados estao representados pela média + EPM (n=13).

Além disso, foi avaliada a possivel hepatotoxicidade desse extrato, ao
realizar andlise histologica do figado desses animais. Para isso, foram
analisados cortes histologicos do figado proveniente dos camundongos dos

diferentes grupos, corados por HE.
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Observou-se microarquitetura normal dos I6ébulos hepéticos nos cortes
provenientes dos animais do grupo controle e do grupo tratado com o EABvV na
dose de 20 mg/kg, com os hepatécitos organizados em placas, que se
anastomosam e, irradiam-se a partir da veia centrolobular em direcdo a
periferia do lébulo hepético, percebeu-se também os espacos contendo
sinusoides entre as placas de hepatdcitos. Ja na analise dos animais do grupo
tratado com o EABv na dose de 200 mg/kg foi evidenciado alteracbes no
parénquima hepético, apresentando dilatagdo da veia centrolobular quando
comparado aos animais do grupo que receberam a solucéo salina (Figura 20).

EABv 20mg/kg EABv 200mg/kg

VA,

Figura 20. Efeito do EABv sobre o figado de camundongos. Fotomicrografias de cortes
parafinados do figado provenientes de animais tratados por via oral com solucédo salina (CTR) ou
EABv nas doses de 20 ou 200 mg/kg por 7 dias. Coloracdo hematoxilina-eosina. * veia central;
Aumento de 200x.
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O timo fornece um microambiente especializado que participa de eventos
essenciais na diferenciacao intratimica, capaz de gerar um repertorio de células
T, restrito ao MHC e tolerante as proteinas proprias do organismo
(ANDERSON & JENKINSON, 2001). O estroma timico possui fendtipos
heterogéneos o que reflete sua especializacao funcional, sendo que as células
do microambiente timico, sob controle de diferentes interacdes moleculares,
direcionam o desenvolvimento e maturacdo dos timécitos (JAMESON et al.,
1995; ANDERSON & JENKINSON, 2001; STARR et al., 2003).

Apesar da importancia da fisiologia desse 6rgdo na geracao do repertorio
de células T, pouco se sabe sobre acbes de produtos de origem natural na
modulacdo da funcéo timica e da resposta imune. Assim, nesse estudo foram
abordadas questfes relacionadas aos possiveis efeitos do extrato aquoso de
Bowdichia virgilioides sobre o microambiente timico, com o intuito de melhor
compreender a acdo de estimulos exdgenos na fisiologia do timo e a

descoberta de novas plantas com potencial imunomodulador.

Inicialmente, verificou-se que o tratamento in vivo com EABv, nas doses
de 20 e 200 mg/kg por sete dias, foi capaz de reduzir o peso e a celularidade
do timo. A diminuicdo no numero de timécitos também foi evidenciada ao
analisar os cortes histolégicos do timo, onde se observou um maior
espacamento entre as células e uma aparente reducdo da regido cortical.
Esses achados indicam um possivel efeito imunossupressor e imunotéxico
desse extrato, uma vez que segundo Pearse e colaboradores (2009),
imunotoxicidade € um efeito adverso direto ou indireto provocado por uma
substancia quimica sobre o sistema imunoldgico, resultando na supresséo ou
exacerbacéo da resposta imune. Essa toxicidade pode ser acompanhada por
alteragcbes no peso, celularidade e/ou alteracbes na microarquitetura dos

orgéaos linféides.

Estudos anteriores realizados com espécies pertencentes a familia
Fabaceae, demonstraram o potente efeito imunossupressor dessa familia, uma
vez que, o extrato aquoso de Caragana sinica e Caragana arborescens foi
capaz de reduzir o nimero de linfécitos T e 0s niveis de anticorpos produzidos

em camundongos (MENG et al., 2009). Outro estudo conduzido em galinhas
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mostrou que a administracdo de Senna occidentalis promoveu efeito
imunotéxico ao reduzir o peso e a celularidade do baco e da bursa de Fabricius
(HUEZA et al., 2007), e ainda, quando ratos foram alimentados com Phaseolus
vulgaris, exibiram intensa atrofia no timo e baco, com acentuada diminuicdo do
peso relativo do timo e alteracdo na organizacdo histolégica desse orgao
(TORO et al., 1992).

No entanto, o Unico relato existente na literatura a respeito da acao da B.
virgilioides em modular o sistema imunologico, € o estudo de Velozo e
colaboradores (1999), no qual foi isolado do extrato metandlico das raizes da
B. virgilioides um isoflavonodide que demonstrou atividade imunossupressora in
vitro ao inibir a proliferacdo de linfocito B e T induzida por mitégeno. Esse
achado aponta que tal composto pode ser um possivel agente terapéutico com

aplicacdo em desordens imunoregulatorias.

Motivados pela possivel acdo imunossupressora apresentada pelo EABYv,
buscou-se investigar o impacto do tratamento sobre o fen6tipo CD4/CD8 dos
timécitos. Para isso, foi realizada a analise por citometria de fluxo e mostrou-se
que o tratamento com o EABv foi capaz de reduzir o nimero de timécitos
CD4'CD8", CD4'CD8 e CD4CD8", no entanto, nenhuma interferéncia do
extrato foi observada no numero de timécitos CD4°'CD8". De acordo com 0s
achados, pode-se supor que o EABv ndo altera o numero de células
provenientes da medula éssea, mas é capaz de interferir na diferenciacédo
intratimica dos timocitos. Isto sugere que o EABvV atue inibindo a proliferacéo
e/ou apresente um efeito apoptotico nessas células in vivo. No entanto, estudos
futuros sobre o efeito do EABv em ciclo celular e apoptose de timocitos serao

necessarios para melhor compreenséo se tais hipéteses se confirmam ou néao.

Em concordancia com os resultados encontrados, outros trabalhos
mostraram que o0 tratamento in vivo com diferentes antineoplasicos,
glicocorticéides e neuropeptidios, foi capaz de reduzir algumas das
subpopulacées de timécitos. E o caso da ciclofosfamida, que ao ser
administrada em camundongos da linhagem BALB/c, causou redugdo no
nimero de timécitos das subpopulagdes CD4"'CD8*, CD4°'CD8 e CD4 CDS8",

acompanhada de diminuicdo no peso do timo, reducédo da regidao cortical e
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namero total de timdcitos, entre dois e quatorze dias ap0s sua exposicao
(MIYAUCHI et al., 1990). Também foi demonstrada uma reducdo no niumero de
timocitos CD4'CD8" em coelhos ap6s o tratamento com dexametasona por
dois dias (JEKLOVA et al., 2008). Os glicocorticoides causam a atrofia do timo
e, em menor grau, a atrofia dos outros 6rgéos linfoides, provocando a morte
por apoptose dos precursores imaturos de células T e B (CROSTEIN et al.,
1992). E ainda, em estudos com a somatostatina, quando administrada em
ratos, foi observada uma diminuicdo no nimero de timécitos CD4°'CD8* e um
aumento no numero de timécitos CD4°'CD8’, indicando que a somatostatina
altera a diferenciacdo CD4 CD8  para CD4'CD8", podendo ser considerada um
potente inibidor da proliferacdo das células T e também um indutor de apoptose
celular. Além disso, foi demonstrado que a somatostatina reduziu o peso do
timo com diminuicdo da regido cortical, sugerindo que esse neuropeptidio induz
a perda de tecido linféide (PETROVIC-DERGOVIC et al., 2007).

Levando-se em conta as inUmeras interacfes que ocorrem durante o
processo de maturacao intratimica dos timécitos, a modulagdo observada no
fenétipo CD4/CD8 das células T, pode ser também resultado da alteracao na
deposicdo de componentes da matriz extracelular no microambiente timico. A
matriz extracelular é constituida por um complexo de moléculas que esta
presente em todos os tecidos e 6rgdos, sendo essenciais nos processos de
migracgao, diferenciagéo e maturacao celular (BERRIER & YAMADA, 2007). No
timo, a matriz extracelular forma uma rede estrutural constituida por moléculas
que apresentam grande atividade de ligagdo entre si e com receptores
expressos na superficie celular. Tais moléculas correspondem a proteinas
fiborosas como os colagenos e a elastina, as glicoproteinas e os
glicosaminoglicanos. As glicoproteinas da MEC, tais como laminina e
fibronectina, estdo distribuidas de forma heterogénea no parénquima timico,
sendo produzidas por distintas células do microambiente (SAVINO et al., 2004).
Diante disso, foi realizado o ensaio de imunofluorescéncia indireta em cortes
congelados do timo, utilizando marcadores especificos para fibronectina e
laminina, o que permitiu observar uma maior deposicdo dessas moléculas em
todo o parénquima timico dos animais tratados com o EABv. Esse aumento na

deposicdo de moléculas de MEC pode ser mais um indicio do efeito
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imunossupressor desse extrato. Felton e colaboradores (2011) demonstraram
qgue linhagem de células epiteliais brénquicas quando tratadas com substancias
imunossupressoras tais como ciclosporina, azatioprina e micofenolato

aumentam a expressao de proteinas de MEC, fibronectina e colageno.

Em concordancia com esses resultados, outras substancias também séo
capazes de modular a deposicdo de glicoproteinas. Como por exemplo,
glicocorticéides e horménios tiredideos, 0os quais estimulam a deposicdo de
moléculas de MEC, como fibronectina, laminina e colageno IV, por células
epiteliais timicas (LANNES-VIEIRA et al., 1991; RIBEIRO-CARVALHO et al.,
2007).

Sabe-se que o sistema imunolégico é um alvo em potencial dos produtos
quimicos estranhos ao organismo, e que um dos efeitos tdxicos desses
xenobidticos € manifestado por alteracdes nos o6rgaos linféides. Em estudos
realizados com carbendazim, um fungicida utilizado na agricultura, foi
demonstrado um aumento, dose-dependente, na deposicao de fibronectina no
timo de ratos tratados por 15 semanas com esse agrotoxico, além de reducao
no peso do timo acompanhado da presenca de edema e fibrose nesse 6rgao.
Embora, as glicoproteinas atuem em uma série de importantes eventos
celulares, especialmente na adesdo e migracdo celular, a presenca da
fibronectina € mais evidente na ocorréncia de eventos especificos, como:
migracdo celular, cicatrizacdo e fibrose. Portanto, a maior deposicao de
fibronectina no timo de ratos tratados com carbendazim é explicada pela
presenca de regidbes de fibrose devido ao efeito toxico desse fungicida
(SONGUR et al., 2005). Com relacdo ao EABv, o aumento na deposicdo das
moléculas da MEC pode também indicar um efeito imunotoxico do extrato,
mesmo ndo sendo possivel observar a presenca de tecido fibroso, fato que

pode ser atribuido a curta duracéo do tratamento.

As integrinas séo heterodimeros af presentes na superficie celular que
medeiam as interacdes entre o ambiente extracelular e o citoesqueleto de
actina, sendo importante na regulagcdo da migracéo celular e nas adesdes
celulares a MEC. A cadeia a5 liga-se a sub-unidade 31 formando o receptor de

fibronectina (VLA-5; CD49e). Ja a cadeia a6 liga-se a sub-unidade 1 formando
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o receptor de laminina (VLA-6; CD49f) (HUMPHRIES et al., 2006). Desta
forma, com o propdsito de avaliar o envolvimento do EABv na expresséo
dessas integrinas, os timoécitos proveniente dos diferentes grupos foram
analisados por citometria de fluxo. Os resultados mostraram que o extrato, nas
concentragdes estudadas, nédo foi capaz de modular a expressao das integrinas
VLA-5 e VLA-6 na superficie dos timocitos quando comparados ao grupo
controle. Da mesma maneira, foi observado por Smaniotto e colaboradores
(2005), que o0 GH néo alterou a expressdo membranar dos receptores VLA-4,
VLA-5 e VLA-6 nos timdcitos. No entanto, foi demonstrado aumento na
expressdo da integrina VLA-6 no microambiente timico, sugerindo assim, que
0S mecanismos que controlam a expressao dessa molécula em timocitos e em
TECs ndo sao os mesmos. Suportando esta hipotese, foi mostrado por Cotta-
de-Almeida e colaboradores (2004), um defeito na expressdo do receptor para
fibronectina, VLA-5, em timécitos de camundongos diabéticos ndo obesos

(NOD) e essa alteracdo néo foi observada nas TECs dos mesmos animais.

7 by

A adesdo celular € um evento necessario a migracao intratimica dos
timécitos, uma vez que, favorece o contato entre as células em diferenciacéo e
as células do microambiente timico, com a participacdo de moléculas de MEC
e seus receptores (SAVINO et al., 2004; GAMEIRO et al., 2010). Nesse
contexto, foram realizados ensaios de adesao celular, em substrato de laminina
e fibronectina, onde se observou que o EABV na dose de 20 mg/kg foi capaz de
reduzir a adesao dos timocitos frente a laminina, e essa reducéo foi observada
em todas as subpopulagbes CD4/CD8 de timdcitos aderentes frente a essa
molécula, porém, sem alterar o perfil de expressédo de receptores de MEC,
VLA-5 e VLA-6.

Estudos realizados com camundongos NOD mostraram uma diminui¢cédo
na adesao frente a FN, devido a reduzida expressdo do receptor VLA-5 na
superficie dos timdcitos (COTTA-DE-ALMEIDA et al.,, 2004), e trabalhos
realizados com GH, demonstraram que esse hormoénio foi capaz de aumentar a
adesdo dos timécitos frente a laminina, embora nao interferiu no fendétipo
CD4/CDS8 dessas células, assim como também né&o interferiu na expresséo das
integrinas (SMANIOTTO et al., 2005).
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A diferenciacao intratimica dos linfocitos T € um processo dependente da
migracdo celular, envolvendo os eventos de adesdo e de-adesdo com a
participagéo de ligantes e receptores de MEC (SAVINO et al., 2004). Diante da
capacidade do EABv em reduzir a adesdo dos timdcitos e da importancia das
moléculas de MEC no direcionamento dos timécitos ao longo da maturacdo
intratimica, buscou-se avaliar a influéncia do extrato na migracéo dos timocitos
frente a fibronectina e a laminina. Os resultados mostraram que o EABv, na
dose de 200 mg/kg, foi capaz de reduzir de forma significativa o niamero total
de timécitos migrantes frente a laminina, sem alterar a migracdo dessas células
frente a fibronectina. Ao analisar o numero relativo das subpopulacbes de
timocitos migrantes, tratados com EABv na dose de 200 mg/kg, foi observada
uma reducdo significativa na atividade migratdria das células CD4'CD8" frente
ao BSA e essa reducdo também foi verificada frente a laminina. Porém,
guando foi analisada a migracéo frente a fibronectina, ndo houve diferenca das
células CD4'CD8" migrantes entre os grupos tratados ou ndo com o EABv. No
entanto, quando a analise foi realizada sobre a atividade migratoria
considerando o numero relativo de timocitos DN, observou-se que o EABv, na
dose de 20 mg/kg, aumentou a migracdo dessas células frente a fibronectina e
a laminina. A atuacdo do extrato sobre a migracdo celular foi restrita ao
timécitos imaturos, nao interferindo significativamente sobre os timdcitos
CD4'CD8 ou CD4'CD8*. Em relacdo as integrinas, como foi observado nos
timocitos a fresco e apdés a adesdo, o extrato também ndo influenciou na
expressao dos receptores para fibronectina, VLA-5 e para laminina, VLA-6 na

superficie de timécitos migrantes.

Assim, a modulacdo negativa da adesao e da migracao celular observada
nos animais tratados com EABv, em que nao foram observadas alteracdes na
expressdo dos receptores VLA-5 e VLA-6 na superficie celular, pode ser
resultado da fraca interagdo e/ou auséncia da ativacdo das moléculas
receptoras na superficie dos timoécitos. No entanto, 0s mecanismos
intracelulares envolvidos nessas interacdes sob o efeito do EABv merecem ser

estudados.

Foi visto que a atividade sinérgica entre moléculas participa do controle da

adesividade e atividade celular em resposta as diferentes condi¢des fisico-
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quimicas do microambiente no qual estdo inseridas (MORGAN et al., 2007).
Além disso, a organizacdo espacial das células nos tecidos requer uma rede
sofisticada de sinais extracelulares para controlar a sobrevivéncia, a
proliferagdo, a migragdo e o posicionamento. Estes processos celulares sdo
mediados por complexos mecanismos de adesdo envolvendo receptores, as
integrinas, que co-operam com outros tipos de receptores em associacao com
moléculas de MEC para controlar as fungbes diferenciadas das células
(STREULI & AKHTAR, 2009). Foi observado que a co-localizagéo de sindicans e
as integrinas B1 nos sitios membranares em associacdo com MEC, como a
fibronectina, € necessaria para a formagdo da “adesdo focal’, sitios de
ancoragem células-MEC ricos em receptores que participam dessa interacéo
(MORGAN et al., 2007).

Com o intuito de avaliar os efeitos toxicos desse extrato foram observados
diariamente alguns parametros que apresentassem indicios de toxicidade
sistémica, contudo, o tratamento por sete dias com EABv nas doses de 20 e
200 mg/kg, ndo foi capaz de causar morte, induzir a agressividade ou a
piloerecdo, nem alterar significativamente a massa corporea, a atividade
locomotora e o apetite desses animais. Nossos resultados corroboram com
estudos realizados com outros extratos oriundos de espécies pertencentes a
familia Fabaceae, a exemplo de Trigonella foenun e Cassia Occidentalis, onde
ndo foram observados sinais de toxicidade, alteracdo da massa corpérea ou
mortalidade (BIN- HAFEEZ et al., 2001; 2003).

Dando continuidade aos estudos toxicolégicos, foi avaliado o efeito
hepatotoxico do EABv, e observado que esse extrato, na dose de 200 mg/kg,
alterou a morfologia do 6rgédo, ao induzir um aumento na dilatacdo da veia
central. Esse achado é sugestivo de hepatotoxicidade leve, uma vez que a
alteracdo hepatica observada foi um achado isolado, ndo associado a presenca
de necrose, aumento da vacuolizacdo dos hepatdcitos, infiltrado celular ou
hemorragia. Essas alteragBes histopatologicas geralmente sdo encontradas
apos exposicado a substancias comprovadamente toxicas para o figado, como é
0 caso da planta Mentha piperita (AKDOGAN et al., 2004), da carne de L.
lagocephalus (SAOUDI et al., 2009) e do inseticida organofosforado clorpirifos

(AJAY et al., 2005). Aléem do mais, pesquisas toxicologicas indicam que danos


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Streuli%20CH%22%5BAuthor%5D
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ao sistema imunolégico podem ser causados por pequenas doses de
xenobidticos e que os efeitos deletérios dessas substancias podem se estender
aos demais Orgaos e tecidos com o aumento da dose ou do tempo de
exposicdo (SONGUR et al., 2005; HUEZA et al., 2007;).
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O presente trabalho avaliou in vivo o efeito do tratamento com o extrato
aguoso da Bowdichia virgilioides no timo de camundongos. Os resultados
obtidos neste estudo mostram que o EABv exerce efeitos sobre o sistema
imune, uma vez que o tratamento com esse extrato alterou a morfologia e a
deposicdo de moléculas de matriz extracelular no timo, sem modificar a
expressdo das integrinas VLA-5 e VLA-6, reduziu o peso e a celularidade
desse 6rgao, interferindo na diferenciacao intratimica de células T. E ainda, foi
capaz de modular negativamente a adesdo e a migracao de timdcitos frente as
moléculas da matriz extracelular, fibronectina e laminina. O conjunto de dados
sugere que o EABvV exerce um efeito imunossupressor, 0 que sustenta seu uso

popular.

Buscando avaliar os efeitos do EABv frente aos 6rgdos do sistema
imunolégico, pretende-se avangar nos estudos sobre seus efeitos na fisiologia
do timo, no que se refere a morte e diferenciacao de timdcitos. Ainda, estender
os estudos para medula Ossea, baco e linfonodos. Além disso, faz-se
necessario ampliar o tempo de tratamento com o EABv, a fim de verificar os

possiveis efeitos toxicos desse extrato com o seu uso prolongado.

Por fim, seréo realizados estudos fitoquimicos com a B. virgilioides, uma
vez que é indispensavel a analise biolégica das fracdes e das substancias
puras, com o intuito de apontar se o principal componente quimico responsavel
pelo efeito imunossupressor do EABv é realmente determinado ou se sua acéo

bioldgica deve-se ao efeito sinérgico de varios compostos.
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