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RESUMO

Bowdichia virgilioides Kunth, popularmente conhecida como “sucupira-preta”, é
espécie utilizada na medicina popular regional no combate a inflamacao, doencgas
auto-imunes e cicatrizante. Ainda sdo escassos os estudos que tratam da sua
atividade biolégica, principalmente em relacdo ao sistema imunoldgico, o que a torna
um alvo em potencial de investigacbes cientificas. O objetivo desse trabalho foi
avaliar in vivo a acao do extrato aquoso da casca do caule da Bowdichia virgilioides
(EaBv) na resposta imunolodgica celular e humoral. Foram utilizados camundongos
Swiss (4-6 semanas) machos, aos quais foi administrado por via oral o EaBv durante
7 dias consecutivos. Inicialmente, utilizando o modelo de zimosan A demonstrou-se
que o tratamento com EaBv aumentou a capacidade fagocitica de macréfagos
peritoneais residentes. Na contagem de leucécitos do sangue periférico, observou-
se uma diminuicdo no niumero de leucécitos totais nos animais tratados com EaBv e
esta diminuigdo foi evidenciada no numero de neutréfilos quando realizada a
contagem diferencial. No entanto, o ndmero de linfécitos aumentou no sangue
periférico dos animais apds o tratamento. Verificou-se pelo ensaio de
hemaglutinacdo que o EaBv foi capaz de diminuir a producdo de anticorpos. O
extrato estimulou a proliferacao dos linfocitos totais que foram obtidos dos linfonodos
mesentéricos apdés os 7 dias de tratamento. Além disso, interferiu na acdo da
concanavalina A sobre a proliferacdo de linfocitos T, e agiu negativamente na acao
do lipopolissacarideo sobre a proliferacao de linfocitos B. Ainda, por citometria de
fluxo, observou-se que o EaBv aumentou a expressdo das citocinas TNF-a nos
linfécitos T e IL-10 nos linfécitos B. Entretanto, a expressao de TNF-a pelos linfocitos
B foi modulado negativamente pelo extrato. Em conjunto, os resultados sugerem que
o extrato aquoso da casca do caule Bowdichia virgilioides possui uma atividade
imunoldgica complexa, agindo sobre as respostas imunes celular e humoral.

Palavras-chaves: Bowdichia virgilioides. Resposta inata. Resposta celular. Produtos
naturais.



ABSTRACT

Bowdichia virgilioides Kunth, popularly known as "sucupira preta", is used in folk
regional medicine to combat inflammation, autoimmune diseases and healing. There
are only few scientific studies dealing with its biological activity, especially in regards
to the immune system, making it a potential target of scientific research. The aim of
this study was to evaluate in vivo the action of the aqueous extract of Bowdichia
virgilioides-derived stem bark (EaBv) in cellular and humoral responses. Swiss male
mices were used (4-6 weeks), which were administered EaBv orally for 7 consecutive
days. Initially using the template of zymosan A showed that treatment with EaBv
increased phagocytic capacity of resident peritoneal macrophages. On the peripheral
blood leukocytes count, it was observed a decrease in the number of total leukocytes
in animals treated with EaBv and this reduction was observed when the differential
number of neutrophils counts was performed. However, the increased number of
lymphocytes in peripheral blood of animals after treatment. It has been found by the
hemagglutination assay EaBv was able to decrease the production of antibodies. The
extract stimulated proliferation of lymphocytes which have been obtained from lymph
nodes after 7 days of treatment. Also, interfered with the effect of ConA on T
lymphocyte proliferation and acted negatively on the action of LPS on the
proliferation of B lymphocytes. Furthermore, flow cytometric, it was observed that the
EaBv increased expression of TNF-a by T lymphocytes and IL-10 by B lymphocytes.
However, expression of TNF-a by B lymphocytes has been modulated negatively by
the extract. Together, these results suggest that aqueous extract of Bowdichia
virgilioides-derived stem bark possesses a complexe immune activity, acting on the
cellular and humoral immune responses.

Keywords: Bowdichia virgilioides. Innate response. Cellular response. Natural
products.
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1 INTRODUGAO
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O sistema imunoldgico formado por células e moléculas € responsavel pela
erradicacao de patdégenos e outras substancias nao préprias do organismo. Desse
sistema, também faz parte a resposta imune, que envolve o reconhecimento do
material estranho e a formagcdo de uma reacdo para eliminar 0s microrganismos
(Kanjwani et al., 2008).

As respostas imunes sdo classificadas em imunidade inata e imunidade
adaptativa, a imunidade inata & desenvolvida por barreiras fisicas, quimicas e
biolégicas, nas quais células especializadas e moléculas sollveis presentes em
todos os individuos, independente do contato prévio com os agentes agressores,
ndao muda qualitativamente ou quantitativamente apds o contato (Medzhitov e
Janeway, 2000).

Um processo importante na imunidade inata € a fagocitose, em que apoés a
entrada do patdgeno no corpo, tais como, virus, bactérias ou fungos, havera o
primeiro alerta dos leucdcitos do sistema imunolégico inato. Como por exemplo, 0s
mondcitos imaturos que apods a estimulagdo do antigeno migram de vasos
sanguineos para tecidos periféricos onde se diferenciam em macréfagos maduros
(Van-Ginderachter et al., 2006; Chaudhuri e Sabroe, 2008). Estas células destroem
0S microrganismos através da producao de moléculas e apresentam antigenos as
células T, levando a expansao e diferenciacdo de linfécitos especificos contra os
microrganismos invasores ou células cancerosas (Pozzi et al., 2005; Preynat-
Seauve et al., 2006). Depois do englobamento pelos macréfagos, os microrganismos
sao presos, juntamente com o liquido extracelular, em um vacuolo, ou fagossomo,
derivado da membrana plasmatica (Flannagan et al, 2009). Mudancas nos
componentes presentes na membrana do fagossomo levam a geracao de espécies
reativas de oxigénio, que irdo ajudar na degradacao do microrganismo (Heyworth et
al., 2003).

Por outro lado, a imunidade adquirida é desenvolvida por células portadoras
de receptores de antigenos com uma unica especificidade, a qual é determinada por
um mecanismo de rearranjo génico durante o desenvolvimento dessas células nos
seus 6rgaos de origem, a saber, o timo, para os linfécitos T e a medula éssea para
os linfécitos B (Janeway et al., 2001). Esta imunidade é dividida em humoral e
celular. A imunidade humoral estd envolvida na erradicagdo de microrganismos
patogénicos presentes no sangue ou fllidos pela geragdao de anticorpos, que sao
produzidos por células B (Akira, 2011). Enquanto a imunidade celular, é responsavel
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pela erradicagdo das células cancerosas e microrganismos presentes no interior das
células, e é mediada por células T citotéxicas. Tendo ainda os linfécitos T
representando uma populacdo de células-chave da imunidade adaptativa (Akira,
2011), os quais apoés ativagcao, secretam citocinas que afetam todos os outros tipos
de células dentro de um ambiente local, como os macroéfagos, células dendriticas
(DCs) e neutrodfilos (Siegmund e Zeitz, 2011).

Patologias envolvendo falhas no sistema imunolégico, como por exemplo,
artrite reumatoide (Schellekens et al., 1998), esclerose sistémica (Arora-Singh et al.,
2010) e lupus eritematoso sistémico (Saha et al.,, 2011) sao fontes de pesquisa
cientifica, pois trazem grandes problemas para a populagdo. Assim, pesquisas que
buscam sanar esses problemas sao importantes, com isso, as plantas medicinais
tém um papel destaque, pois constituem uma grande fonte de novos compostos
biologicamente ativos. Elas aparecem como parte do cuidado tradicional de saude
em muitas partes do mundo ao longo de décadas e tém despertado o interesse de
varios pesquisadores (Guerra et al, 2006).

A espécie Bowdichia virgilioides, conhecida como sucupira-preta, pertence a
familia Fabaceae, com ampla distribuicao pelo Brasil (Almeida et al., 1998). Alguns
relatos comprovaram sua propriedade antimalarica (Deharo et al.,, 2001), além de
uma importante acao antinociceptiva periférica em modelos de analgesia (Silva et
al., 2010) e atividade anti-inflamatéria (Thomazzi et al., 2009), mas ainda sao
escassos o0s estudos sobre a atividade bioldégica dessa espécie no sistema
imunoldgico, tornando-a um potencial objeto de estudo.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Geral

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

virgilioides na resposta imune celular e humoral.

2.2 Especificos
- Avaliar a atividade do extrato aquoso na fagocitose por macréfago;

- Avaliar o efeito do extrato na contagem total e diferencial de leucécitos

sanguineos;
- Avaliar os efeitos do extrato na producao de anticorpos;
- Verificar os efeitos do extrato na proliferacao de linfécitos T e B;

- Avaliar atividade do extrato na producéao de citocinas por linfocitos T e B.
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3 REVISAO DE LITERATURA
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3.1 Sistema Imunoldgico

O sistema imunoldgico formado por células e moléculas é responsavel pela
manutencdo da homeostase do organismo, € consequentemente, pela erradicacao
de patégenos e outras substancias nao préprias. Este processo acontece através da
resposta imune que envolve o reconhecimento do material estranho e a formacéo de
uma reagao para elimina-los (Kanjwani et al., 2008).

A resposta imunoldgica tem sido conceitualmente dividida em imunidade inata
e adaptativa, sendo que a imunidade inata representa uma resposta rapida a um
grande, mas limitado, numero de estimulos, enquanto a imunidade adaptativa
proporciona uma defesa mais versatil e um maior nivel de protegcao diante de novas
infecgdes pelo mesmo agente, do que a resposta inata (Janeway et al., 2001).

A imunidade inata é desenvolvida por barreiras fisicas, quimicas e biolégicas,
nas quais células especializadas e moléculas soluveis presentes em todos os
individuos, independente do contato prévio com os agentes agressores, ndao muda
qualitativamente ou quantitativamente ap6s o contato (Medzhitov e Janeway, 2000).
Por outro lado, a imunidade adquirida € desenvolvida por células, que séao
portadoras de receptores de antigenos com uma Unica especificidade, a qual é
determinada por um mecanismo de rearranjo génico durante o desenvolvimento
dessas células nos seus 6rgaos de origem, a saber, o timo, para os linfécitos T e a
medula 6ssea para os linfécitos B (Janeway et al., 2001).

Células-tronco pluripotentes da medula 6ssea dao origem a células
progenitoras mieldides e linféides. Os progenitores linféides, por sua vez, dao origem
aos linfocitos T, B e células natural killer (NK). As células que se diferenciardo em
linfécitos T saem da medula 6ssea e migram para o timo como células progenitoras,
onde os processos de selecdo, maturagéo e diferenciacao ocorrem, sendo liberados
apenas linfécitos T maduros, que apds entrarem na circulacdo sanguinea migram
para os 6rgaos linféides secundarios. Enquanto as células que se diferenciardo em
linfécitos B, permanecem na medula 6ssea e, ao final do estagio de maturacgao,
assim como acontece com os linfécitos T, deixam o 6rgao de origem e migram para
os 6rgaos linféides secundarios (Junior et al, 2010). A migracdo de ambos 0s
linfécitos acontece em funcéo do patrulhamento dos tecidos, onde circulam em um
sistema especializado de vasos, chamado de sistema linfatico (Janeway et al.,
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2001). Ja os progenitores mieldides, através de estimulos, dividem-se e diferenciam-
se para produzir pelo menos seis tipos celulares: os granulécitos (neutréfilos,
eosinodfilos e baséfilos); os mastécitos, as DCs e os mondcitos circulantes, esses
ultimos originardo os macréfagos residentes nos tecidos (Lees et al., 2011).

A imunidade inata envolve um conjunto de mecanismos anatémicos
inespecificos pré-existentes, secretores, e celulares para combater a infeccao.
(Goodarzi et al., 2007; Chaudhuri e Sabroe, 2008). Nao tem especificidade ao
patdgeno, sendo sutiimente adaptada para controla-lo e manter a homeostase do
tecido. Esta imunidade é a primeira linha de defesa do hospedeiro, atuando para
conter a infeccao nos primeiros minutos a horas do desafio (Chaudhuri e Sabroe,
2008; Calbo e Garau, 2010, Shalhoub et al., 2011). Sendo o sistema imune inato
organizado para responder a dois principais grupos de moléculas: exdgenas
derivados de micrébios e as moléculas endbégenas produzidas por danos aos
tecidos. Esta imunidade esta em contraste com a imunidade especifica ou
adaptativa que reage a estimulos imunoldgicos especificos (Bianchi, 2007).

Embora cada uma das imunidades tenha responsabilidades distintas,
nenhuma é eficaz por si s6 e cada uma ¢é influenciada pela outra (Goodarzi et al.,
2007).

3.2. Resposta Imune Inata

As principais células efetoras da imunidade inata sdo os macréfagos,
neutrofilos, células dendriticas e células NK. Os trés primeiros sdo chamados
coletivamente de fagécitos, englobam e destroem os microrganismos patogénicos
(Akira, 2011)

Alguns trabalhos demonstram que o sistema fagocitario mononuclear é uma
familia de células que compreende precursores na medula éssea, mondcitos
circulantes sanguineos e macréfagos teciduais, em todos os 6rgaos do corpo
(Hume, 2006, Robert et al., 2011). Os fagocitos profissionais, tais como neutréfilos,
macréfagos e DCs, sdo especialmente qualificados para fagocitar particulas grandes
(20,5 pm), incluindo microrganismos. A internalizacdo e posterior destruicdo de

patdbgenos sao fundamentais para a resposta imune inata, e promovem a
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apresentacdo de antigenos e desenvolvimento da imunidade adaptativa (Flannagan
et al., 2009).

Os macréfagos desempenham um papel fundamental na resposta inata e na
homeostase do tecido normal, dentre suas funcdes estdo a apresentagdo de
antigenos proprios e nao-préprios apdés a infeccdo ou lesdo, erradicagdo de
patdgenos, participacdo no processo de inflamacao (Van- Ginderachter et al., 2006;
Gordon, 2007; Martinez et al., 2008) e remocao de células apoptéticas (Flannagan et
al., 2011). Assim, existem duas vias de atuacdo: a conhecida como classica, a qual
€ direcionada para acao antimicrobiana e tumoricida dos macréfagos, através da
funcéo efetora da resposta Th1 com a producao de interferon gama (IFN-y), e a via
de atuacao alternativa, esta relacionada com resposta Th2 e producdo de
interleucina 4 (IL-4), essa ultima associada com a supressao da ativagao classica,
resposta a parasitas e tumores (Gordon e Taylor, 2005).

Os macréfagos reconhecem padrdes moleculares associados aos patégenos
(PAMPs) através de receptores de reconhecimento padrao (PRR). Este processo é
mediado por receptores na superficie celular que reconhecem ligantes especificos
na superficie dos patégenos (Hoebe e Beutler, 2004; Taylor et al., 2005). Alguns
destes receptores sao capazes de transmitir sinais intracelulares que estimulam a
fagocitose, enquanto outros receptores estao relacionados principalmente a
participacdo da ligacdo ou do aumento na eficiéncia da internalizacao, dentre eles
estdo os receptores-Fc (Ravetch e Bolland, 2001), receptor de manose (CD206)
(Ezekowitz et al., 1990) e receptor Scavenger A (CD204) (Platt e Gordon, 2001).
Além dos macrofagos, as células dendriticas, granulécitos, células NK e células
epiteliais do sistema imune inato medeiam respostas rapidas, mas nao especifica
depois de reconhecerem estruturas microbianas através dos PRRs (Cerutti et al.,
2011). A interacdo desses receptores com a superficie dos patdégenos ira
desencadear uma série de acdes, dentre elas estdo o recrutamento de células
inflamatérias, ativacdo da produgédo de citocinas pré-inflamatérias ou antivirais e a
fagocitose. Sendo assim, a fagocitose, a liberacdo de mediadores inflamatérios, a
ativagao de proteinas do sistema complemento, bem como a sintese de proteinas de
fase aguda, citocinas e quimiocinas sdo os principais mecanismos da imunidade
inata (Cruvinel et al., 2010).

A fagocitose é um processo importante na defesa do hospedeiro uma vez
que, apos a entrada do patégeno no corpo, como por exemplo, virus, bactérias ou
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fungos, havera primeiro o alerta dos leucocitos do sistema imunoldgico inato, como
por exemplo, os mondcitos imaturos que apéds a estimulagdo do antigeno migram de
vasos sanguineos para tecidos periféricos onde se diferenciam em macrofagos
maduros (Van-Ginderachter et al,, 2006; Chaudhuri e Sabroe, 2008). Depois do
englobamento, o0s microrganismos sao presos, juntamente com o liquido
extracelular, em um vacuolo, ou fagossomo, derivado da membrana plasmatica
(Flannagan et al., 2009). Mudancas nos componentes presentes na membrana do
fagossomo levam a geracao de espécies reativas de oxigénio, que irdo ajudar na
degradacao do microrganismo (Heyworth et al., 2003). Os macr6fagos destroem os
microrganismos através da producdo de moléculas e apresentam antigenos as
células T, levando a expansao e diferenciacao de linfécitos especificos contra os
microrganismos invasores ou células cancerosas (Pozzi et al., 2005; Preynat-
Seauve et al., 2006). Assim, a fagocitose € um processo crucial na defesa do
hospediero contra o0s microrganismos, fornecendo ligantes antigénicos para
estimular a expansao clonal de células T e B.

Ainda nesse contexto, as DC’s sdo células capazes de iniciar uma resposta
imune por atuarem como potentes células apresentadoras de antigenos (APC’s).
Essa células tém um papel fundamental na ligacdo entre a respota imune inata e
adaptativa (Mazzoni e Segal, 2004). Sdo derivadas de células precursoras da
medula 6sseas que migram da medula para residir em tecido linféides, epitélios da
pele, trato gastrointestinal e as vias aéreas. Em seu estado quiescente tém limitada
capacidade de ativar respostas adaptativas através de células T, no entanto, elas
tém a capacidade de capturar o antigeno, e em paralelo com a estimulacdo por
padroes moleculares associados a patégenos, sofrem maturagdo, migram para
ganglios linfaticos e apresentam antigenos, direcionando a resposta de células T de
membéria. (Pasare e Edzhitov, 2004; Mazzoni e Segal, 2004; Kaisho e Akira, 2006).

Ao sinal de um patégeno, muitas vezes referida como um sinal de perigo, as
DC’s sdo induzidas a maturacdo, que as diferenciam em APC’s e ativadoras de
células T. Produtos bacterianos e virais, bem como as citocinas inflamatérias e
outras auto-moléculas, induzem a maturacao de DC’s através da interacdo direta
com receptores de membrana especificos (Bell et al.,, 1999). Ap6s a maturacao, as
DC’s apresentam antigenos fagocitados através do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il para ativagao de linfécitos T CD4* e também

apresentam eficientemente de uma maneira cruzada, material internalizado através
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do MHC de calsse | para a ativacdo de linfécitos T CD8". Essa caracteristica
intrinseca das DC’s fazem uma ligacdo entre a fagocitose e a resposta imune
adaptativa (Stuart e Ezekowitz, 2005).

Os leuctcitos sdao importantes na defesa inicial do organismo contra
patdgenos, entretanto, a iniciacdo de uma resposta inflamatéria eficaz também
requer a chegada de fatores humorais (complemento) através do aumento da
permeabilidade capilar e o recrutamento de células especializadas para neutralizar e
erradicar o patdégeno. E importante notar que as respostas sdo, ho entanto,
mediadas por sinalizagdo cooperativa que envolve uma grande quatidade de células,
que trabalham em conjunto (Sabroe et al., 2007; Parker et al., 2007). Assim, o
sistema complemento também participa da resposta imune inata, desempenhando
multiplas fungbes na defesa do hospedeiro, incluindo quimiotaxia, formagcdo do
complexo de ataque a membrana e opsonizacao (Stuart e Ezekowitz, 2008).

Além disso, diferentes citocinas sao produziadas na imunidade inata as quais
atuam de diferentes formas, recrutando e ativando leucécitos, como no caso do fator
de necrose tumoral (TNF) e da interleucina 1 (IL-1), acentuam as atividades
antimicrobianas dos fagocitos, como o interferon gama (INF-y), e estimulam as
respostas das células NK e células T, como a interleucina 12 (IL-12) (Abbas e
Lichtman, 2007).

3.3 Resposta Imune Adaptativa

Como mencionado anteriormente, 0s mecanismos imunes inatos medeiam a
primeira fase de protecao transitéria contra os patdgenos invasores, no entanto,
mecanismos mais avancados de adaptacdo imunolégica evitam invasbes e
infecgcdes microbianas através da ativagao antigeno-especifica de células T e células
B. As respostas imunes adaptativas sdo superiores a imunidade inata, pois fornecem
especificidade ao patégeno e memdria imunoldgica, o que efetivamente impede
reinfeccées futuras do hospedeiro em relagdo aos mesmos patégenos (Pancer e
Cooper, 2006; Weaver et al., 2007).

O reconhecimento imune adaptativo € mediado por dois tipos de receptores

de antigenos: receptores de células T e receptores de células B (Medzhitov, 2007).
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3.3.1 Resposta Imune Humoral

A imunidade humoral esta envolvida na erradicacdo de microrganismos
patogénicos presentes no sangue ou fllidos pela geragdao de anticorpos, que sao
produzidos por células B (Akira, 2011). As células B sdo um componente critico do
sistema imune adaptativo, fornecendo protecdo especifica e de longa duracao a
partir da estimulacdo de uma gama diversificada de patégenos. As células B sao
inicialmente produzidos no saco vitelino e, posteriormente, durante a vida fetal, no
figado e, finalmente, na medula 6ssea. As células que se diferenciardo em linfécitos
B permanecem na medula 6ssea durante o processo de maturacdo (Rudin e
Thompson, 1998; Abbas et al., 2007).

Células B virgens ao sairem da medula éssea circulam através do sangue
periférico e se dirigem aos linfonodos na zona de células T através das vénulas de
endotélio alto. Se ndo encontrarem o antigeno (Ag), elas deixam os linfonodos
através dos vasos linfaticos eferentes, recirculam entre o sangue periférico e os
tecidos linféides, entrando em apoptose dentro de alguns dias. No entanto, se
encontrarem o antigeno apresentado pelas DC’s em contato com células T
antigeno-especificas ativas, tornam-se ativadas e migram para o centro germinativo.
No centro germinativo, as células B ficam continuamente migrando entre a zona
escura (centroblastos) e a zona de clara (centrécitos). Na zona escura, as células
sofrem rapida proliferagdo, mutacées somaticas das regides IgV e recombinagao ou
mudanca de classe do isotipo das regides IgH; na zona clara, elas reencontram com
o antigeno que levam ao direcionamento do aumento da afinidade do receptor de
célula B (BCR) pelo antigeno (maturacao de afinidade). Este processo resulta na
sobrevivéncia e proliferacdo de clones de células B com um BCR de alta afinidade
para o Ag (Allen et al., 2002).

Sendo assim, a ativacdo de células B é iniciada apds o reconhecimento do
antigeno pelo BCR e resulta na proliferacdo e diferenciacdo dessas células
(Kurosaki, 2010; Harwood e Batista, 2010). As moléculas responsaveis pelo
reconhecimento de antigenos nas células B s&o as imunoglobulinas de membrana
IgM e IgD. Estas sao a contrapartida do receptor de antigeno na célula T (TCR) e,
por analogia, sdo chamados de receptores de células B (BCR) (Junior et al., 2010).
As células B também tém receptores tipo Toll (TLRs), que lhes permitem responder
a PAMPs, tais como lipopolissacarideo (LPS) (Arranz et al., 2010). Com isso, essas
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células sdao capazes de reconhecer e responder a antigenos soluveis, além de
reconhecerem o antigeno na superficie de células apresentadoras de antigenos, tais
como DC’s (Wykes et al., 1998; Huang et al., 2005), células dendriticas foliculares
(Mandel et al., 1980) e macréfagos (Koppel et al., 2005).

Apbs encontrar o antigeno, as células B sao ativadas e se diferenciam
em células B de memodria ou células plasmaticas secretoras de imunoglobulinas,
esses processos dinamicos ocorrem no centro germinativo e nas areas
extrafoliculares dos linfonodos (Kurosaki, 2010). Uma vez que as células B
reconhecem seus antigenos-alvo no baco ou ganglios linfaticos, tornam-se ativadas
e iniciam uma série de reacgdes, incluindo a formacao de centro germinativo e
recombinacdo de mudanca de classe, resultando na produg¢do de imunoglobulinas
(Igs) antigenos-especificas (Wardemann et al, 2003). Cada molécula Ig é
constituida por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves ligadas por pontes
dissulfeto. Existem cinco tipos de cadeias pesadas, chamado a, vy, 8, € e Y, que
definem as classes de imunoglobulinas, IgA, IgG, IgD, IgE e IgM. Existem dois tipos
de cadeias leves, kappa (k) e lambda (A). A especificidade da ligacao ao antigeno é
definida pela fracado variavel (Fab) da molécula, constituida pela uniao das regides
variaveis das cadeias leves e pesadas das imunoglobulinas (Rudin e Thompson,
1998; Abbas et al., 2007). O processo combinatério dos diferentes segmentos que
constituem as porgcbes varidveis das cadeias leves e pesadas e as diferentes
possibilidades de associacdo entre elas resultard em aproximadamente 10
diferentes especificidades de reconhecimento pelas imunoglobulinas (Mizoguchi e
Bhan, 2006). Apdés a producdo de anticorpos altamente especificos durante
infeccdes microbianas ou doencas auto-imunes por células B ativadas, esses
anticorpos recrutam células efetoras imunes inatas, que expressam abundantemente
receptores de superficie celular especifico para diferentes fragmentos terminais
COOH da molécula do anticorpo, conhecidos por fragao cristalizavel (Fc). Esses
receptores Fc fazem uma ligacao entre a especificidade do sistema imune humoral e
as funcdes efetoras fornecidas pelas células do sistema imunoldgico inato, como
mastécitos, monaocitos, macréfagos, eosinofilos e neutréfilos. (Takai, 2002; Hogarth,
2002; Nimmerjahn e Ravetch, 2008).

Além disso, os lifécitos B também atuam como células apresentadoras de
antigenos, ap6s a internalizacao e processamento do antigeno ligado ao BCR. Os
peptideos gerados por processamento de antigenos sao expressos na membrana do
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linfécito B através das moléculas MHC classe Il, e apresentado ao linfécito T CD4".
A interagéo entre o complexo peptideo/MHC classe Il com o TCR inicia uma cadeia
de eventos que levam o linfécito T auxiliar a expansao clonal e producdo de
citocinas que estimulam a proliferacao e diferenciacdo dos linfécitos B. A producéo
de citocinas por células B, no entanto, precisa ser distinguido como "primaria" ou
"secundaria", sendo a produc¢éo primaria a provocada por estimulos primarios, como
TLR, enquanto a producao secundaria requer a interagao de células B ativadas com
células T auxiliares ativadas (Gray et al., 2007).

A taxa de eliminacdo de um agente patogénico é de fundamental importancia
para o hospedeiro e determina a extensdo e as consequéncias da infeccao. A
producdo de anticorpos, juntamente com a atividade de outras células do sistema
imunitario, desempenha um papel importante no inicio e final da resposta e
contribuem para a contencao e eliminacdo do microrganismo patogénico (Martin e
Kearney, 2000). Apesar de sua importancia, os anticorpos tém uma vida limitada,
com isso, uma populacdo saudavel de células plasmaticas €& necessaria,
independentemente de existirem estimulos de patdégenos especificos para gerar
nova memoria e células plasmaticas (Dunn-Walters e Ademokun, 2010). Células B
de meméria ndo secretam anticorpos constitutivamente, exigindo reestimulacéao
antes que eles possam contribuir para a respostas humorais (Kurosaki, 2010). Um
namero constante de anticorpos circulantes com um ampla gama de especificidade
€ um requisito essencial como uma primeira linha de defesa, sua atividade
opsonizadora é um elo de ligagédo vital entre os sistemas imune inato e adaptativo
(Dunn-Walters e Ademokun, 2010).

Recentemente tem sido descrita uma subpopulacdo de células B
(CD1d"CD5*B10) funcionalmente importante que pode regular negativamente a
respostas imunes em modelos de camundongos com inflamacao e autoimunidade.
Essas células exercem seu papel regulatério através da producéao de IL-10, e, além
de terem sido predominantemente identificadas em diversos modelos de doencas
autoimunes, foram demonstradas inclusive inibindo a proliferagdo de células T e a
resposta inflamatéria T-dependente in vivo (Bouaziz et al., 2008).
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3.3.2 Resposta Imune Celular

Os linfocitos T representam uma populacao de células-chave da imunidade
adaptativa, sendo ativadas quando antigenos sdo apresentados por células
apresentadoras de antigenos, como exemplo, por DCs ativadas (Akira, 2011). Apds
sua ativacao, as células T secretam citocinas que afetam todos os outros tipos de
células dentro de um ambiente local, como os macrofagos, DCs e neutrofilos
(Siegmund e Zeitz, 2011). Além disso, a imunidade celular mediada por células T
citotéxicas é responséavel pela erradicacao de células cancerosas e microrganismos
presentes no interior das células (Akira, 2011), cujos receptores reconhecem
especificamente as proteinas virais produzidas na célula infectada em associacao
com MHC de classe | do hospedeiro (Howard et al., 1992).

Quando as células T auxiliares virgens encontram o antigeno pela primeira
vez, se diferenciam em células Th1 ou Th2 que produzem um padrdo especifico de
citocinas (Avni e Rao, 2000).

Respostas imunes mediadas por células Th1 sdo normalmente vistas em
resposta a um patdgeno intracelular apresentado por uma célula apresentadora de
antigeno na presenca de interleucina 12 (IL-12). Uma resposta imune é formada
para que o agente infeccioso seja localizado, além disso havera a secrecdo de
fatores que promovem a apoptose da célula infectada, como o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a); além disso, havera a indugdo na diferenciagdao de linfécitos T
virgens em células T citotoxicas (Siegmund e Zeitz, 2011).

Por outro lado, as células da linhagem Th2, atuam na eliminacdo de
micorganismos causadores de infecgcdes parasitarias (helmintos), e séao
caracterizadas pela producao de interleucina-4 (IL-4), IL-5 e IL-13, que sao potentes
ativadores de células B para producao de imunoglobulinas do tipo IgE, recrutamento
de eosindfilos e mecanismos relacionados a expulsdo de microganismos da mucosa,
como por exemplo, a producdo de muco e hipermotilidade (Harrington et al., 2005;
Park et al., 2005).

Recentemente, um subconjunto de células Th adicional foi descrito,
chamadas Th17. Essas células Th17 parecem ter evoluido como um bragco do
sistema imune adaptativo, especializadas para protecdo aprimorada do hospedeiro
contra bactérias extracelulares e alguns fungos, micorganismos provavelmente nao

combatidos pela imunidade Th1 ou Th2, havendo uma evolugdo para melhorar a
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erradicacdo de patdgenos intracelulares e helmintos, respectivamente (Weaver et
al., 2007).

3.4 Citocinas

As citocinas sdo um importante grupo de proteinas que funcionam como
comunicadores intercelulares, que medeiam as respostas inatas e adaptativas. Sao
produzidas por diversos tipos celulares e geralmente agem localmente através da
interacdo com receptores especificos na superficie das células que as produziram
(acdo autécrina) ou em outros tipos de células (acdo paracrina). No sistema
imunolégico, uma grande variedade de citocinas desempenham papéis importantes
tanto no desenvolvimento de um sistema imunolégico funcional, como na resposta
do organismo a infecgdo (Holloway e Shannon, 2001). Dentre as citocinas
produzidas pode-se citar a IL-2, produzida por células T CD4+ e CD8 + ativadas,
esta Ultima, em menor quantidade. Além dessas células, DCs ativadas e NK também
produzem esta citocina. Dentre suas fungbes estdo, a ativacdo e proliferagcdo de
células T, B e das células NK (Abbas et al., 2007 ;Malek, 2008).

Da mesma forma, a IL-12 é uma importante citocina produzida pelos
mondécitos e macréfagos, necessaria para o desenvolvimento da resposta imune tipo
Th1, e um potente indutor da producao de IFN-y a partir de células T. A expressao
de IL-12 em macréfagos é induzida pela exposicdo ao LPS e outros produtos
microbianos (Gately, 1998).

Outra citocina produzido principalmente por células do sistema imune inato,
incluindo mondécitos/macréfagos, células NK, mastécitos e neutréfilos é o TNF
(Mariscalco, 2006). O TNF-a participa na defesa do hospedeiro contra patégenos, e
modula a resposta imune por ativar a producdo de outras citocinas regulatérias
como IL-1, IL- 6, IFNs, fatores de crescimento e fatores estimuladores de colénia de
granulécito e monécitos (Hong et al., 2005).

Ilgualmente importantes sado os interferons, os quais sdo uma familia de
citocinas que executam funcdes fundamentais na proteccdo dos organismos
hospedeiros e na manutencdo da homeostase (Hertzog et al, 2011). O IFN-y

estimula diversas fungdes, como por exemplo, ac¢des antitumorais, atividade
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antimicrobial, aumento na destruicao de patdégenos intracelular e o processamento e
apresentacao de antigenos a linfocitos através da indugdo do MHC de classe |l
(Gessani e Belardelli, 1998).

Por outro lado, a IL-4 é uma citocina que desempenha importante papel no
desenvolvimento da natureza da resposta imune, dentre estas, as dirigidas as
células Th2. As células T virgens liberam IL-4 que atua como principal fator de
crescimento autdcrino para a expansao e ativacdo das células Th2 as quais
secretam IL-4, IL-5 e IL-6. As citocinas Th2 inibem o desenvolvimento das células
Th1 e, consequentemente, as respostas imunes mediadas por células (Alfano e Poli,
2005). Além disso, essa citocina tem acao na producao de anticorpo, hematopoiese,
inflamacao e na proliferagéo e diferenciagao de células B ativadas. Sobre células B
ativadas, IL-4 aumenta a expresséo de IgG1 e IgE (Hong et al., 2005).

Quanto a interleucina 10 (IL-10), é uma citocina secretada principalmente
pelas DC’s e células Th2. Inibe a producdo das citocinas proinflamatérias,
quimiocinas e a expressao de moléculas co-estimulatérias de DC’s e, por isso, inibe
a ativacdo das células T (Alfano e Poli, 2005). Diferentemetne de sua funcao
supressora, a IL-10 é um fator estimulante para maturacédo das células B em células
produtoras de anticorpos (Mauri e Bosma, 2012). Uma regulacdao negativa da
resposta imune por citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 é crucial para o

equilibrio do sistema imunoldgico (Dunn-Walters e Ademokun, 2010).

3.5 Produtos Naturais

Sabendo-se da importancia do sistema imunolégico na manutencido da
homeostasia do organismo e no combate as infecgdes causadas pelos
microrganismos, a acao de produtos naturais nesse sistema ainda é pouco
explorada. Assim, trabalhos que busquem esclarecer o uso de produtos naturais
com o intuito de modular esse sitema, sdo importantes para a obtencdo de novos
conhecimentos e fundamentacao cientifica do uso popular dos produtos naturais.

Durante séculos a raga humana tem construido dispositivos para resolver
problemas e criar produtos para as suas necessidades. Com um numero estimado
em mais de 300.000 espécies de plantas e, provavelmente, perto de dois milhdes de

espécies de fungos, insetos e varios organismos marinhos, a natureza continua a
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ser um reservatério incomparavel de diversidade biolégica e quimica. Entretanto, a
maioria da biodiversidade ainda é inexplorada (Bohlin et al., 2010). Abundantes na
flora, as plantas usadas para fins medicinais destacaram-se como importante
conjunto de elementos utilizados para a cura dos males do corpo e do espirito
(Santos e Anténio, 2008).

Interesses em plantas medicinais tem aflorado devido ao aumento da
eficiéncia de novas drogas derivadas de plantas e o0 crescente interesse em
produtos naturais. Devido as preocupacoes sobre os efeitos colaterais da medicina
convencional e o custo elevado na aquisicdo de produtos sintéticos, o uso de
produtos naturais como alternativa ao tratamento convencional na cura de varias
doencas tem aumentado nas ultimas décadas (Fong 2002; Dattner 2003). Assim, as
plantas com propriedades terapéuticas utilizadas no cuidado da saude constituem
uma importante fonte de novos compostos biologicamente ativos. Elas aparecem
como parte do cuidado tradicional de saude em muitas partes do mundo ao longo de
décadas e tém despertado o interesse de varios pesquisadores. Sendo assim, as
plantas medicinais tém se mostrado uma alternativa terapéutica viavel para varias
patologias, inclusive o estudo da acao desses vegetais no sistema imunoldgico.

Um grande numero destas plantas e seus constituintes isolados tém
demonstrado efeitos terapéuticos benéficos, incluindo efeito anti-oxidante, anti-
inflamatério, efeitos anti-cancer, antimicrobiano e imunomoduladores. Em relacao a
resposta imune, diversos estudos vém sendo desenvolvidos com uma vasta
variedade de espécie de plantas (Choo et al., 2003; Lee & Choi, 2006; Zakaria et al.,
2006; Barreiro et al., 2006; Mukherjee et al., 2010).

Entre as substancias oriundas de plantas de importancia atual, pode-se
mencionar a forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores
efeitos contra asma e tumores, a artemisinina, presente em Artemisia annua, que
exerce potente atividade antimaldrica e imunossupressora, e o diterpeno,
anticancerigeno taxol, isolado de plantas do género Taxus, que se encontra
disponivel no mercado farmacéutico, constituindo-se uma grande esperanca para
pessoas portadoras de cancer nos ovarios e pulmdes (Cechinel-Filho e Yunes, 1998;
Wang et al., 2007).

De modo interessante, foi demonstrado que, extrato aquoso de Cassia
occidentalis L. (Fabaceae), apresenta efeitos supressivos sobre peso e celularidade

em oOrgaos linféides de camundongos (Bin-Hafeez et al, 2001). Em contraste, extrato
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aquoso de Trigonella foenum graecum L. (Leguminoceae), aumenta o peso do timo
e 0 numero de timdcitos (Bin-Hafeez et al., 2003). De mesmo modo, o extrato de
Epimedium alpinum (Berberidaceae) demonstrou efeito estimulatério na proliferagéo
de timdcitos e producédo de IL-2 (Kovacevi¢ et al., 2006). Recentes investigacdes
demonstraram que extrato aquoso de Asparagus racemosus (Liliaceae) ativa a
resposta imune humoral e celular, com aumento significativo de citocinas Th1 (IL-2 e
INF- y) e Th2 (IL-4) (Gautam et al., 2009) e Mukherjee e colaboradores (2010)
demonstraram que o extrato das sementes de Nelumbo nucifera (Nymphaeaceae)
foi capaz de alterar a contagem total e diferencial de leucécitos, potencializou o
efeito sobre a resposta de hipersensibilidade do tipo tardia e a fagocitose.

Desta forma, estes dados revelam a potencialidade imunomoduladora de
substancias oriundas de espécies vegetais e que a abordagem etnofarmacolégica
tem sido uma plataforma atual para programas de pesquisa com o objetivo de
estudar as plantas usadas na medicina tradicional em diferentes culturas (Bohlin et
al., 2010).

3.5.1 Bowdichia virgilioides

Apesar de popular no nordeste brasileiro, ainda sdo poucos os estudos
cientificos sobre a atividade biolégica da Bowdichia virgilioides. Dados da literatura
mostram sua propriedade antimalarica (Deharo et al., 2001), além de uma atividade
anti-inflamatéria (Thomazzi et al., 2009), atividade anti-hiperglicemiante significativa
em ratos normoglicémicos (Souza et al., 2009), uma importante acao antinociceptiva
periférica em modelos de analgesia (Silva et al., 2010) e efeito anti-inflamatério da
casca do caule (Barros et al., 2010). Na medicina popular, o extrato de suas
sementes € usado para o tratamento do reumatismo, artrite e doengas na pele,
assim como, sua casca € usada como antidiabética, cicatrizante e no tratamento
tépico de inflamacgdes (Albuquerque et al., 2007).

Assim, a partir de uma abordagem etnofarmacoldgica, foi selecionada a
espécie Bowdichia virgilioides como objeto de estudo, sendo esta planta uma
espécie arbdrea pertencente a familia Fabaceae, que € a terceira maior familia de
plantas com flores (Poth et al., 2011). E uma das maiores familias botanicas com
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cerca de 750 géneros e mais de 18.000 espécies (Wink, 2003), conhecida
popularmente como sucupira-preta (Almeida et al., 1998).

Esta planta é comumente encontrada nas terras baixas secas da Amazénia da
Bolivia, tem ampla distribuicdo pelo Brasil, além de estar presente no norte da
América Central, além disso, é nativa, ndo € endémica do Brasil, tem distribuicao
geografica no Brasil nos estados do norte, nordeste, centro-oeste, sudeste e sul e
tem como dominios fitogeograficos a amazénia, caatinga, cerrado, mata atlantica e
pantanal (Brandao et al., 1992). A Bowdichia apresenta 3 espécies distintas, a
Bowdichia kuhlmanii Ducke, a Bowdichia nitida Spruce ex Benth. e a Bowdichia
virgilioides Kunth (Lima, 2011). A maioria dos membros dessa familia tém flores que
sao caracterizadas por um unico eixo de simetria (Figura 1) (Citerne et al., 2006).

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies pertencentes a este
género tém demonstrado a ocorréncia de muitas classes de constituintes, incluindo
terpendides, flavondides e alcaldides (Arriaga et al., 2000; Juck et al., 2006). Em
relacdo a familia Fabaceae, existem dados na literatura que demonstram algumas
espécies com efeitos biologicamente diversificados, como exemplo uma atividade
anti-helmintica da espécie Flemingia vestita demonstrada por Das e colaboradores
(2004); além disso, foi demonstrado por Carvalho e colaboradores (2009), que o
extrato aquoso de Erythrina velutina Willd produz resposta contratil do ileo de
cobaia. Investigacdo de Atsamo e colaboradores (2011) demonstrou que o extrato
aquoso da casca do caule de Erythrina senegalensis pode ser considerado seguro
em relacao a toxicidade; e por fim, estudo feito por Taur e Patil (2011), demonstrou
que o extrato etandlico das raizes Clitoria ternatea pode ser Gtil no tratamento da
asma.

Tomando por base os dados da literatura que demonstram indiretamente a
acao da propria Bowdichia virgilioides no sistema imune, assim como, de espécies
pertencentes a sua familia, foram desenvolvidos estudos para avaliagdo da acao
dessa planta sobre diversos parametros de modulacio do sistema imunolégico.



Figura 1. Bowdichia virgilioides Kunth (Fabaceae).

Fonte: http://www.fiocruz.br/ccs/media’/hcsm_sucupira2
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4 METODOLOGIA
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4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (18-25 g) machos mantidos em ciclo
claro e escuro de 12/12 horas, com livre acesso a racao e agua, sendo fornecidos
pelo Biotério Central da UFAL. Todos os procedimentos realizados durante o
desenvolvimento do trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica da UFAL
(Processo n® 010095/2009-67).

4.2 Material vegetal

Amostras de Bowdichia virgilioides foram coletadas no Arboretum da UFAL,
Campus A. C. Simées no més de marco de 2008. A espécie foi taxonomicamente
identificada pela Botanica Rosangela 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 pd (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 solugéo foi filtrada e depois liofilizada.

4.4 Tratamento /in vivo com Bowdichia virgilioides

Os camundongos Swiss , oito animais por grupo, foram tratados por via oral
com placebo (200 pL PBS) ou com extrato aquoso da B. virgilioides (EaBv) nas
doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg e 200 mg/kg diluido em 200 pL de solucao salina
tamponada com fosfato (PBS), uma vez por dia, por 7 dias consecutivos. Os animais
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foram eutanasiados apdés 24 h do ultimo tratamento e os experimentos foram

realizados.

4.5 Ensaio de Fagocitose

A presente metodologia foi realizada de acordo com os protocolos utilizados
por Bos e Souza (2000) e Batista e colaboradores (2006), com algumas
modificacdes. Os animais foram divididos randomicamente em quatro grupos e apés
o periodo de tratamento, os macréfagos peritoneais foram coletados. Para a coleta
dos macrofagos peritoneais residentes, os camundongos foram eutanasiados,
presos em um suporte de isopor onde, com auxilio de pinca e tesoura, a pele da
regidao ventral foi removida e o peritdnio exposto. Apds essa exposi¢cdo, com uma
seringa de 10 mL e agulhas estéreis, foram injetados na cavidade peritoneal do
animal 8 mL PBS, gelado e estéril, com cuidado para nado romper nenhuma viscera.
Em seguida, com uma gaze estéril, foram dadas leves batidas na lateral do
abdomen, para que a solucdo salina no interior da cavidade fosse agitada e os
macréfagos presos a membrana peritoneal fossem soltos, a partir dai, foram
retirados aproximadamente 8 mL do lavado peritoneal e transferido para um tubo de
15 mL, estéril, que foi colocado no gelo para impedir a aderéncia das células a
parede interna do tubo e para que as células continuassem viaveis. Posteriormente
os tubos foram centrifugados em centrifuga refrigerada por 10 minutos, 1500 rpm a
4°C, o sobrenadante descartado e o pellet de células foi re-suspenso em 2 mL de
meio de cultura RPMI 1640 a 10% de soro bovino fetal (SBF), as células foram
homogeneizadas e retirada uma aliquota de 10 yL para a contagem em camara de
Neubauer. Em uma placa de 24 poc¢os foram colocadas laminulas redondas de vidro
estéreis e adicionado 5 x 10° células em meio RPMI a 10% de SBF por poco, em
seguida levadas para estufa a 37 °C em atmosfera umedecida contendo 5% de CO»,
onde ficaram aderindo por duas horas. Apds esse periodo, o meio de cultura foi
retirado e os pogos foram lavados com PBS por 2 vezes para que as células nao
aderentes fossem retiradas e apenas ficassem os macrofagos aderentes as
laminulas. A fagocitose foi realizada utilizando 50 pg/mL de zimosan A (parede de
Saccharomyces cerevisiae), em 300 pL de meio de cultura RPMI por pogo. A
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fagocitose das particulas foi permitida por 2 horas e, apés, os pocos foram lavados 2
vezes com PBS e, em seguida, as culturas foram fixadas com metanol absoluto por
10 minutos e coradas pelo método de Giemsa. Posteriormente, as laminulas foram
retiradas dos pogos, montadas em laminas histolégicas e examinadas ao
microscopio optico Nikon Eclipse 50i no aumento de 100x com éleo de imerséo.
Foram contadas 100 células por laminulas por grupo, em que foi determinado o
namero de células que fagocitaram e o nimero de células que fagocitaram mais que
4 particulas de zimosan A (Figura 2). Esses numeros foram expressos como
porcentagem de fagocitose e capacidade fagocitica (CF= n® de células que
fagocitaram mais que 4 particulas/100), respectivamente. Os experimentos foram
realizados em ftriplicata e repetidos 3 vezes. A figura 2 representa macréfagos
peritoneais residentes estimulados por zimosan A.

Figura 2. Macréfagos peritoneais residentes estimulados por zimosan A
(Saccharomyces cerevisiag).

K. -
Macroéfago __Q T
sem particula “ A
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’ ‘ Macréfago com
> mais de 4
X particulas
’ A})gocitadas
Particula ! " 'J
de zimosan A ‘ ‘ .
'c 2 ’ . ( g
e v ’
Fotomicrografia representando macréfagos peritoneais em cultura. Aumento de 100x usando
6leo de imerséo.
Fonte: Autor dessa dissertacao, 2012.
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4.6 Contagem Total e Diferencial de Leucécitos do Sangue Periférico

Método utilizado de acordo com o protocolo descrito por Mukheriee e
colaboradores (2010). Apods o término do tratamento foram coletados 5 pL de
sangue periférico da cauda do animal e diluido em 295 pL de liquido de Turk para
lise das hemacias. Posteriormente 10 uL dessa mistura coloada em camara de
Neubauer e feita a contagem de leucécitos totais. A contagem diferencial de
leucécitos foi feita através da confeccao de laminas hematolédgicas. Foi colocada
uma gota do sangue periférico em uma lamina e feito esfregaco sanguineo. Apéds
secagem desse esfregaco a temperatura ambiente, as laminas foram coradas com o
Pandético rapido (LB). Esse corante é composto por trés reagentes, a solugdo de
triariimetano a 0,1% (solugdo 1); solucdo de xantenos a 0,1% (solucédo 2) e a
solucdo de tiazinas a 0,1% (solucao 3). Ap6s secagem, a lamina foi submergida na
solugcdo 1 mantendo-se um movimento continuo de cima para baixo ou para os lados
durante 5 segundos, deixando escorrer bem. Em seguida, a lamina foi submergida
na solucdo 2 da mesma maneira que a anterior e por ultimo na solucdo 3.
Finalmente a lamina foi lavada com agua destilada e o esfregaco foi seco ao ar na
posicao vertical. A contagem diferencial de células foi feita em microscopia optica,
foram contadas 100 células e dessas foram feitas as diferenciacées dos leucécitos
entre: neutrofilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos. A contagem

diferencial foi realizada no aumento de 100x, utilizando-se o 6leo de imersao.

4.7 Ensaio de Hemaglutinacao

Ensaio feito de acordo com protocolo descrito por Mungantiwar e
colaboradores (1999) e Bin-Hafeez e colaboradores (2001), com algumas
modificacoes. Os animais foram tratados com EaBv, por via oral, uma vez por dia, 7
dias consecutivos e no dia seguinte imunizados com uma injecao intraperitoneal de
100 pL hemécia de carneiro (HC) a 10% e, no grupo controle negativo, nao
imunizados (NI), 100 pyL de salina. Sendo assim, no 8° dia apds a imunizacao, 0s
animais foram anestesiados com uma associacao de Ketamina/Xilazina e foi feita a
coleta do sangue no plexo retro-orbital e apés centrifugacao foi obtido o soro. Para o
ensaio de hemaglutinacéao, foi feita a diluicdo seriada do soro dos animais em placa
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de 96 pocos, onde foram colocados em todos os pogos 25 pyL de PBS e em seguida
no primeiro poco foi adicionado mais 25 yL do soro dos animais, assim feita diluicdo
seriada até uma diluicao final de 1:1024. Posteriormente foi colocado em cada poco
20 uL de hemacia de carneiro a 1%, as placas foram deixadas a temperatura
ambiente por 2 horas e em seguida foi feita a leitura da placa. A titulacdo de
anticorpos foi dada de acordo com a ultima diluicdo que apresentou hemaglutinacao,
ou seja, a maior diluicdo que apresentou a formacdo de uma “poeira” no poco,
considerada assim reagente para a hemaglutinacdo. Foi considerado n&do-reagente
aquele pogo onde se formou em seu fundo um botdo de hemécia, ndo havendo
formacao do imunocomplexo antigeno-anticopo nesses pocos. A representacdo dos
resultados foi feita de acordo com protocolo descrito por Puri e colaboradores (1994)
e Mahajan e Mehta (2010), sendo feito um ranking de acordo com a presenca da
hemaglutinagdo, sendo a diluigdo de 1/2 considerada como 1, a diluicdo de 1/4

considerada 2 e assim sucessivamente.

4.8 Proliferacao de Linfocitos Te B

Este ensaio foi realizado de acordo com o protocolo presente no trabalho de
Gao e colaboradores (2008). Apds obtencdao dos linfonodos mesentéricos dos
animais tratados, esses 6rgaos foram macerados em 1 mL de PBS a 5% SBF para
obtengéo dos linfécitos. As células coletadas foram re-suspensas em meio RPMI a
10% de SBF e adicionadas em placas de 96 pocos na densidade de 1 x 10° células
por poco, o plagueamento foi feito em ftriplicata e de acordo com o tratamento. Foi
utilizado como controle positivo da proliferacdo a Concanavalina A (ConA) (4 pg/mL),
mitdégeno para linfécitos T, ou Lipopolissacarideo (LPS) (2 pug/mL), mitbgeno para
linfécitos B. Em seguida, as placas foram levadas para estufa umida a 37°C e 5% de
CO? por um periodo de 48 horas. Apds este periodo, a solucdo de (3 - (4,5-dimetil-2-
il) -2,5-brometo de difeniltertrazolim) (MTT) (5 mg/mL) foi adicionada e a placa de
cultura foi incubada por mais 4 horas. Logo apoés, adicionou-se o dimetilsulféxido,
solucao solubilizante do MTT, e efetuou-se a leitura em espectrofotébmetro a 540 nm.

Nos experimentos delineados com o objetivo de avaliar os efeitos do EaBv
frente a mitégenos, as células foram adicionadas em placas de 96 pogos na
densidade de 10° células por poco, o plaqueamento foi feito em triplicata e de acordo
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com o tratamento. Em seguida, foram adicionados a ConA (4 pg/mL) ou LPS (2
Mg/mL). As placas foram levadas para estufa umida a 37°C e 5% de CO, por um
periodo de 48 horas. Apds este periodo, a solucdo de (3-(4,5-dimetil-2-il)-2,5-
brometo de difeniltetrazolim (MTT) (5 mg/mL) foi adicionada e a placa de cultura foi
incubada por mais 4 horas. Logo apéds, adicionou-se o dimetilsulféxido, solugéo
solubilizante do MTT, e efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm.

4.9 Analise por Citometria de Fluxo

Foram realizadas andlises por citometria de fluxo para determinar o fenétipo
dos linfocitos quanto a expressao das moléculas CD3 e B220/CD45R na superficie
dessas células e quanto a expressao intracelular de citocinas. Foram utilizados
anticorpos monoclonais anti-CD3 marcados com APC (allophycocyanin) para
identificar linfécitos T, anti-B220/CD45R acoplado a PE (phycoerythrin) para
identificar linfécitos B e anticorpos anti-TNF-a e IL-10 marcados com FITC
(fluorescein isothiocyanate) para avaliar a expressao intracelular das citocinas. O
controle negativo para analise foi feito com anticorpos primarios de imunoglobulinas
nao relacionadas, que nao geram marcacao significativa.

Para tanto, os linfécitos provenientes dos linfonodos mesentéricos dos
animais apos os tratamentos, foram colocados em placas de 96 pocos de fundo “U”,
em uma densidade de 2x10° células/poco, apds serem lavados com PBS e
centrifugados a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C, as células foram incubadas com
anticorpo CD3 e anticorpo B220, por 20 minutos, a 4°C, no escuro. Apds a devida
incubacgao, as células foram lavadas com PBS. A seguir, para realizar a marcagao
intracelular das citocinas as células foram fixadas e permeabilizadas conforme
recomendagdes do produto BD Cytofix/Cytoperm e incubadas com anticorpos anti-
TNF-a e anti-IL-10. As leituras foram feitas em citémetro de fluxo (FACSCanto I,
BD) e os dados obtidos foram analisados através do software WinMDI versao 2.9.
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4.10 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados através do One-Way ANOVA seguido do teste de
Newmann-Keuls. Os dados foram expressos como média + erro padrdao da média
(EPM), com um nivel de significancia selecionado para p<0.05. Para as analises e
confeccao dos graficos foi utilizado o programa de computador GraphPad Prism
versao 5.00 (GraphPad Prism Software, Inc.).
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5. RESULTADOS
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5.1 Efeito do Extrato Aquoso da Bowdichia virgilioides na Atividade Fagocitica

de Macréfagos Peritoneais.

Para avaliar o efeito do EaBv na fagocitose total e na capacidade fagocitica,
0s macroéfagos peritoneais foram obtidos dos animais apdés os tratamentos nas
doses de 2, 20 e 200 mg/kg e o grupo controle.

Nessas condigdes foi demonstrado que os animais tratados com EaBv na
dose de 20 mg/kg apresentaram um aumento na percentagem de macréfagos que
fagocitaram particulas de zimosan A, este aumento ocorreu quando comparado ao
grupo controle e também quando comparado aos tratamentos de 2 e 200 mg/kg
(Figura 3A). Em relagdo a capacidade fagocitica dos macrofagos peritoneais foi
observado um aumento na dose de 20 mg/kg, quando comparado ao grupo controle
(Figura 3B). Entretanto, nas doses de 2 e 200 mg/kg nédo foram observadas
alteracées no numero total de células fagociticas, como também na capacidade
fagocitica de macro6fagos peritoneais quando comparados ao grupo controle (Figuras
3A e 3B).
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Figura 3. Capacidade fagocitica de macrofagos peritoneais obtidos de animais
tratados com extrato aquoso da Bowdichia virgilioides.
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Animais foram tratados por via oral com EaBv por sete dias consecutivos, uma vez por dia, nas doses
de 2 mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg. Células dos animais tratados com salina foram utilizadas como
controle (CTR). Apds tratamento, foi feito o ensaio de fagocitose com zimosan A. Em A esta expresso
o numero percentual médio de macrofagos que fagocitaram as particulas de zymosan A, enquanto
gue em B representa a média da capacidade fagocitica dos macréfagos ap6s estimulo com zymosan
A. Os dados estao representados pela média + EPM de 3 experimentos em ftriplicata. As diferencas
estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido com o teste de Newmann-Keuls. (***) p< 0,001 e
(**) p £ 0,01 em relagéo ao controle. (##) p < 0,01 em relacdo as doses de 2 mg/Kg e 200 mg/Kg.
Fonte: Autor desta dissertacéo, 2012.
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5.2 Efeito do Extrato Aquoso da Bowdichia virgilioides sobre Leucoécitos

Sanguineos.

Buscando avaliar o efeito da EaBv sobre os leucécitos no sangue periférico foi

realizada a contagem total e diferencial destas células.

Assim, como resultado, a figura 4 mostra que a dose de 20 mg/kg foi capaz
de diminuir o numero total de leucocitos sanguineos, quando comparado ao
controle, como também, quando comparado a dose de 2 mg/kg. Entretanto, em
relacdo as doses de 2 e 200 mg/kg ndo houve diferenca no numero total de

leucécitos, quando comparados ao grupo controle.

Figura 4. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides no numero total de
leucécitos sanguineos.
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Animais tratados por via oral com o EaBv por sete dias consecutivos, uma vez por dia, nas doses de
2 mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR) tratado com salina. Os dados estdo
representados pela média + EPM. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido
com o teste de Newmann-Keuls. (*) p < 0,05 em relagéo ao controle. (##) p < 0,01 em relagao a dose
de 2 mg/kg.

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2012.

Em relacdo a contagem diferencial de leucécitos no sangue periférico, os
resultados demonstraram que o EaBv nas doses de 20 e 200 mg/kg foram capazes
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de diminuir o numero de neutréfilos, quando comparado aos grupos controle e a
dose de 2 mg/kg (Figura 5A). Em relagéo aos linfocitos, as doses de 20 e 200 mg/kg
foram capazes de aumentar o niumero dessas células quando comparados ao grupo
controle e ao grupo com dose de 2 mg/kg (Figura 5B), no entanto, o EaBv nao foi
capaz de alterar o numero de mondcitos (Figura 5C). Nao foi observada a presenca

de eosindfilos e basofilos em nenhum dos grupos analisados.
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Figura 5. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides na contagem diferencial

de leucdcitos no sangue periférico.
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Animais tratados por via oral com EaBv por sete dias consecutivos, uma vez por dia, nas doses de 2
mg’kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR) tratado com salina. Retirada do sangue
periférico, foi feita a contagem diferencial de leucécitos num total de 100 células. Em A, esta expresso
o nimero de neutréfilos, em B o nimero de linfécitos e em C 0 nimero de monécitos. Os dados estao
representados pela média + EPM. As diferengas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido
com o teste de Newmann-Keuls. (*) p £ 0,05 em relagdo ao controle. (#)p < 0,05 e (##) p 0,01 em
relacdo a dose de 2 mg/kg.

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2012.



51

5.3 Efeito do Extrato Aquoso da Bowdichia virgilioides na Producao de
Anticorpos.

Com o propoésito de avaliar a acdo do EaBv na producédo de anticorpos, foi
realizado o ensaio de hemaglutinagéo.

O EaBv na dose de 20 mg/kg foi capaz de diminuir a hemaglutinagao,
consequentemente havendo nessa amostra, uma menor quantidade de anticorpos,
quando comparado ao grupo controle. Nas doses de 2 e 200 mg/kg nao foram
observadas diferencas estatisticas (Figura 6).

Figura 6. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides na producao de
anticorpos.
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Animais tratados por via oral, com EaBv, por sete dias consecutivos, uma vez por dia, nas doses de 2
mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR) tratado com salina. Retirada do sangue
periférico, obtengédo do soro e realizado o ensaio de hemaglutinagcdo. Os dados estédo representados
pela média £ EPM. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido com o teste de
Newmann-Keuls. (*) p < 0,05 em relagéo ao controle. NI = ndo imunizado.

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2012.
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5.4 Efeito do Extrato Aquoso da Bowdichia virgilioides na Proliferacao de
Linfécitos T e B.

No intuito de analisar se o tratamento com o EaBv era capaz de interferir na
proliferacao de células T e B foi realizado o ensaio de proliferacao de linfocitos,
utilizando como controle positivo o mitdégeno para linfécitos T, no caso a ConA, e
para linfécitos B, o LPS. Ap6s o tratamento com EaBv foram retirados os linfonodos
mesentéricos dos animais para obtencdo dos linfécitos. Estas células foram
cultivadas por 48 horas. O EaBv, somente na dose de 20 mg/kg foi capaz de
aumentar a proliferacao de linfécitos totais em cultura quando comparado ao grupo
tratado com salina, como também quando comparado as doses de 2 e 200 mg/kg
(Figura 7).

Figura 7. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides na proliferacao de
linfécitos.
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Animais tratados por via oral, com o EaBv, por sete dias consecutivos, uma vez por dia, nas doses de
2 mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR) tratado com salina. Retirada dos linfonodos
mesentéricos, obtencao de linfocitos e deixados em cultura por 48 h. Os dados estéao representados
pela média £ EPM. As diferengas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido com o teste de
Newmann-Keuls. (*) p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. (***) p < 0,001 em relagao ao controle. (#)
p < 0,05 em relagéo as doses de 2 mg/kg e 200 mg/kg.

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2012.
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Além de avaliar o efeito do EaBv na proliferacédo de linfécitos totais, o proximo
passo foi verificar a acao desse tratamento nos linfécitos T. Para isso, apds o
tratamento com EaBv, as células obtidas dos linfonodos mesentéricos foram
cultivadas na presenca do mitdgeno ConA. Nessas condicbes de tratamento, foi
observado que o EaBv nas doses de 2 e 20 mg/kg nao interferiu na proliferacéo de
linfocitos T quando estimulados com ConA. No entanto, o EaBv na dose de 200
mg/kg, foi capaz de bloquear parcialmente mas, de modo significativo, a proliferacao
das células quando comparadas ao grupo controle estimulado com ConA (Figura 8).

Figura 8. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides na proliferacao de
linfécitos T.
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Animais tratados por via oral, com o extrato aquoso da Bowdichia virgilioides (EaBv), por sete dias
consecutivos, uma vez por dia, nas doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR)
tratado com salina. Retirada dos linfonodos mesentéricos, obtencao de linfécitos, cultivados em
presenca de ConA por 48h para avaliar a proliferagdo dessas células. Os dados estao representados
pela média £ EPM. As diferengas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido com o teste de
Newmann-Keuls. (***) p < 0,001 em relacdo ao grupo controle. (#) p < 0,01 em relagdo ao grupo
controle ConA.

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2012.

Dando continuidade a analise de interferéncia do tratamento com EaBv na
proliferacao de linfocitos, o proximo passo foi avaliar a acao do EaBv na proliferacao
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de linfécitos B. Nessas condi¢gdes de tratamento, foi observado que as doses de 20 e
200 mg/kg foram capazes de diminuir a proliferacdo de linfécitos B na presenca de
LPS (Figura 9).

Figura 9. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides na proliferacao de
linfécitos B.
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Animais tratados por via oral, com o extrato aquoso da Bowdichia virgilioides (EaBv), por sete dias
consecutivos, uma vez por dia, nas doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR)
tratado com salina. Retirada dos linfonodos mesentéricos, obtencao de linfécitos, cultivados em
presenca de LPS por 48 h. Os dados estdo representados pela média + EPM. As diferengas
estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido com o teste de Newmann-Keuls. (***) p < 0,001
em relacao ao controle. (#) p < 0,05 em e (##) p < 0,01 em relagdo ao grupo controle LPS.

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2012.

5.5 Efeito do Extrato Aquoso da Bowdichia virgilioides na Expressao de
Citocinas.

O proximo passo foi verificar a agcdo desse tratamento na expressdo de
citocinas, para isso, as células obtidas dos linfonodos mesentéricos foram
submetidas a andlise citofluorimétrica com marcacdo para as moléculas de

superficie celular CD3 e B220, para linfécitos T e B, respectivamente. Em seguida,
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foi realizada analise citofluorimétrica com a marcacao intracelular para as citocinas

TNF-a e IL-10 nas subpopulacées de linfocitos T e B (Figura 10).

Figura 10. Representacao esquematica para analise citofluorométrica da expressao de

citocinas em linfocitos Te B
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Fonte: Autor desta dissertagéo, 2012.

Os resultados demonstraram que o tratamento com EaBv na dose de 20
mg/kg foi capaz de aumentar a expressdo de TNF-a em células T, quando
comparada ao grupo controle, ndo sendo observado o mesmo efeito nas doses de 2
e 200 mg/kg (Figura 11A).

Em relacao a citocina IL-10, o EaBv néo foi capaz de modular sua expressao

pelas células T em nenhuma das doses estudadas (Figura 11B).
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Figura 11. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides na expressao de
citocinas em linfocitos T.
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Animais tratados por via oral, com o extrato aquoso da Bowdichia virgilioides (EaBv), por sete dias
consecutivos, uma vez por dia, nas doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR)
tratado com salina. Retirada dos linfonodos mesentéricos, obtencdo de linfécitos, marcacao para
célula T (CD3), permeabilizacdo celular e marcacao intracelular para citocinas. Em A, mostra a
expressdo de TNF-a e em B a expressao de IL-10 pelas células T. Os dados estédo representados
pela média £ EPM. As diferengas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido com o teste de
Newmann-Keuls. (*) p < 0,05 em relagéo ao controle.

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2012.
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Em relacao aos linfécitos B, os resultados demonstraram que o EaBv nas
doses de 20 e 200 mg/kg foram capazes de diminuir a expressao de TNF-a, quando
comparada ao grupo controle (Figura 12A).

Ainda, foi observada a expressao de IL-10 pelos linfécitos B e como mostra a
figura 12B, o EaBv na dose de 20 mg/kg foi capaz de aumentar significativamente a

expressao dessa citocina quando comparadas ao grupo controle.

Figura 12. Efeito do extrato aquoso da Bowdichia virgilioides na expressao de
citocinas em linfécitos B.
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Animais tratados por via oral, com o extrato aquoso da Bowdichia virgilioides (EaBv), por sete dias
consecutivos, uma vez por dia, nas doses de 2 mg/kg, 20 mg/kg, 200 mg/kg e o grupo controle (CTR)
tratado com salina. Retirada dos linfonodos mesentéricos, obtencdo de linfécitos, marcagéo para
célula B (B220), permeabilizacdo celular e marcacao intracelular para citocinas. Em A, mostra a
expressdo de TNF-a e em B a expressao de IL-10 pelas células B. Os dados estdo representados
pela média + EPM. As diferencas estatisticas foram detectadas com ANOVA seguido com o teste de
Newmann-Keuls. (*) p < 0,05 e (**) p < 0,01 em relagao ao controle.

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2012.
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6 DISCUSSAO
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Produtos naturais tém sido investigados e utilizados para aliviar e combater
doencas desde o inicio da histéria da humanidade. Proximo aos anos de 1900, antes
da "era dos sintéticos”, 80% dos medicamentos eram obtidos de raizes, cascas e
folhas (McChesney et al., 2007). Em tempos mais recentes, os produtos naturais
continuam sendo importantes fontes de medicamentos. Seu papel dominante torna-
se evidente quando cerca de 60% de compostos anticancerigenos e 75% dos
medicamentos para doencas infecciosas sdo obtidos ou derivados de produtos
naturais (Newman et al., 2003).

De fato, mais de 90% das atuais classes terapéuticas derivam de um protétipo
de produto natural e, curiosamente, ainda hoje, cerca de dois tercos a trés quartos
da populacdo mundial depende de plantas medicinais para seus cuidados primarios
(OMS, 2003). Ainda, segundo a Organizacao Mundial de Saude, é estimado que
mais de 70% da populacdo mundial faz uso de produtos naturais com fins
terapéuticos, com um alto consumo principalmente na Asia, Africa e América do Sul.
Além disso, os principais fatores que tornam atraentes os produtos naturais para uso
humano incluem a disponibilidade, custo-eficdcia e seguranca (Rasool e Sabina,
2009). Sendo assim, é pertinente a busca de novos compostos bioativos, derivados
de produtos naturais, além disso, € importante esclarecer e comprovar a atividade
bioldgica dos extratos que estdo sendo usados na medicina popular, como é o caso
do uso da Bowdichia virgilioides, espécie pertencente a familia Fabaceae, que
apesar de muito utilizada folcloricamente, ainda sdo escassos 0s registros cientificos

sobre sua agao no sistema imunoldgico.

Os resultados obtidos no presente estudo, utilizando o extrato aquoso da
casca do caule da Bowdichia virgilioides (EaBv), demonstraram que essa espécie
vegetal teve acado sobre o sistema imunoldgico, os quais foram detectados por

modular eventos in vivo.

Inicialmente para avaliar o efeito do EaBv foi analisada a capacidade
fagocitica de macréfagos peritoneais residentes. Assim, quando os animais foram
tratados, o EaBv foi capaz de aumentar a fagocitose pelos macréfagos peritoneais e
aumentar a capacidade fagocitica dessas células, utilizando o modelo de zimosan.
Dados anteriores de Bin-Hafeez e colaboradores (2003), com o extrato aquoso de
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Trigonella foenum graecum L., administrado por via oral demonstraram um aumento
no indice fagocitario e na capacidade fagocitica. Além disso, Cruz e colaboradores
(2007) demonstraram que o tratamento por via intraperitoneal com o extrato
hidroalcoodlico das folhas de Chenopodium ambrosioides, foi capaz de aumentar o
espraiamento e a capacidade fagocitica dos macréfagos. Por outro lado, em modelo
de peritonite por zimosan foi demonstrado que o EaBv reduziu a taxa de fagocitose
de particulas de zimosan (Silva et al., 2009). Este efeito do extrato sobre os
macréfagos, oposto ao nosso, pode ser explicado por tratar-se de modelos de
estudo distintos. Uma vez que no modelo aqui estudado, a fagocitose ocorreu in
vitro, que é um sistema fechado, sugerindo que os macréfagos nao sofreram a acao
de citocinas produzidas por outras populacdes celulares presentes no peritbnio, que
poderiam estar modulando negativamente a acao fagocitica dessas células.

De acordo com Di Carlo e Fiore (1958), os mecanismos de mediagdo do
reconhecimento e fagocitose da particula de zimosan A sao complexos. O zimosan
A, um polissacarideo de parede celular do fungo Saccharomyces cerevisiae, é
composto principalmente de glucano e residuos manana. In vitro, essa particula tem
servido como modelo para o estudo da resposta imune inata, porque é capaz de
estimular a producgéo de citocinas inflamatérias (Underhill et al., 1999) e pode ativar
complemento na auséncia de imunoglobulinas (Fearon e Austen, 1977). Ainda de
acordo com Fearon e Austen (1977), o zimosan A é capaz de ativar a via alternativa
do complemento através de C3, que pode servir para amplificar a resposta
inflamatéria e pode explicar o aumento da fagocitose.

Os macrofagos sao parte integrante do sistema imunoldgico, atuando como
células fagociticas, microbicidas e células tumoricidas efetoras. Através da interacéao
com linfécitos os macréfagos desempenham um papel importante na iniciacao e
regulacao da resposta imune (Gordon, 1998). Ainda em relacao ao exposto acima, a
fagocitose e morte de microrganismos invasores pelos macréfagos constituem linha
inicial principal de defesa do corpo contra infeccbes (Hawiger, 2001;.Hume et al.,
2002).

Observando o efeito do EaBv na resposta imune inata, especificamente na

resposta de macréfagos em relacao a fagocitose, o préximo passo foi avaliar o
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potencial imunomodulador do EaBv na resposta imune adaptativa. Para isso, foi
realizado o ensaio de contagem de leucécitos totais e diferenciais no sangue
periférico apos 7 dias de tratamento, no qual foi observado que o EaBv diminuiu o

namero total de leucécitos sanguineos.

Em relagdo a contagem diferencial dos leucécitos, os resultados
demonstraram que os animais tratados com o EaBv exibiram uma diminuicdo no
nuamero de neutréfilos e um aumento no numero de linfécitos. Com base no
resultado anterior, onde houve diminuicdo do numero de leucécitos totais dos
animais tratados com o EaBv, de fato, parece que o extrato estd exercendo um
efeito supressor sobre os neutréfilos, considerando-se que esta subpopulagcéao
celular é a de maior numero no sangue periférico. Por outro lado, em relagdo ao
namero de linfécitos, o EaBv parece estar exercendo um efeito estimulador, o que foi
demonstrado pelo aumento no numero dessas células. Dados descritos por
Mukherjee e colaboradores (2010), demonstraram que o tratamento com o extrato
do rizoma e das sementes da espécie Nelumbo nucifera Gaertn foi capaz de diminuir
o numero de neutrofilos e aumentar o numero de linfécitos no sangue perfiérico.
Ainda nesse estudo foi demonstrado que houve a diminuicdo no numero de

basofilos, ndo sendo alterado o nUmero de monécitos.

Em outro estudo, Lagarto e colaboradores (2011), buscaram avaliar a
toxicidade aguda e subcrénica do tratamento por via oral com o extrato de Calendula
officinalis, em ratos Wistar machos e fémeas, em que demonstraram um aumento no
numero total de leucécitos e monécitos em fémeas e, em machos, um aumento no
namero de neutréfilos e diminuicdo no numero de linfocitos. Atsamo e colaboradores
(2011) avaliaram a toxicidade subcrénica, no tratamento por via oral, do extrato
aquoso da casca do caule de Erythrina senegalensis DC (Fabaceae) em ratos.
Como resutlado foi demonstrado que o tratamento, por 28 dias consecutivos, foi
capaz de aumentar o numero total de leucécitos sanguineos, nao alterando o
namero de neutréfilos, linfocito, mondcitos, eosindfilos e basdéfilos em nenhuma das

doses testadas.

Segundo Tiwari e colaboradores (2004), uma variedade de leucécitos,

incluindo neutrofilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basoéfilos participam no
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desenvolvimento de uma resposta imune. Dessas células, somente os linfocitos
possuem os atributos diversificados, a especificidade da memdria e reconhecimento
do préprio/nao-proprio. Todas as outras células desempenham um papel acessoério,
que serve para ativar os linfocitos, aumentar a eficacia da depuracao de antigenos
por fagocitose ou a secretar varias moléculas efetoras imunes. Assim, frente a esses
resultados podemos sugerir que o uso do EaBv podera ser benéfico nos casos de
patologias onde ocorra uma baixa de linfécitos, como € o caso da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida que segundo Hellerstein e colaboradores (1999), apesar
dos mecanismos subjacentes a deplecao de células T CD4 nao serem totalmente
compreendidos, provavelmente incluem uma diminuicdo na producédo de células T

pelo timo e um aumento na taxa de destruicdo dessas células na periferia.

Dando continuidade a analise da agdao do EaBv, investigamos a acédo dessa
espécie vegetal na resposta imune adaptativa, especificamente na resposta imune
humoral contra HC. Nessa andlise foi avaliado o efeito do extrato na producédo de
imunoglobulinas por linfocitos B, através da titulagdo de anticorpos no teste de
hemaglutinacdo. Esse ensaio permite avaliar a producdo de imunoglobulinas, no
qual através da interacdo antigeno-anticorpo as hemacias formaram uma "rede de
células", nao deixando haver a precipitacao celular e a consequente formacao de um
“grumo” no pogo, sendo assim a hemaglutinacao é considerada reagente.

Os resultados demonstraram que o tratamento com o EaBv foi capaz de
diminuir a producdo de anticorpos, ou seja, a hemaglutinacdo foi vista em uma
diluicdo menor que o grupo controle, o que demonstra menor quantidade de
anticorpos na amostra. O que mais uma vez sugere a existéncia de um efeito
inibitério, desta feita, sobre a producdo de anticorpos. Dados demonstrados por
Pinto e colaboradores (2007), camundongos tratados por via oral, 7 dias
consecutivos, na dose de 0,5 mg /kg do extrato aquoso da Echinodorus
macrophyllus tiveram a producao de anticorpos inibida. Em outro estudo, Benencia e
colaboradores (2000) demonstraram que os animais que receberam uma dose diaria
do extrato aquoso das folhas de Trichilia glabra, nas dose de 4 mg/kg, tiveram uma
diminuicdo na producdo de anticorpos. Ainda, Fakeye e colaboradores (2008)
demonstraram que ratos tratados por via oral, com o extrato aquoso da Hibiscus
sabdariffa L., por 28 dias, a dose de 300 mg/kg foi capaz de diminuir a producao de
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anticorpos. Entretanto, Makare e colaboradores (2001), mostraram que o tratamento
com o extrato alcodlico de Mangifera indica L, por via oral, durante 15 dias,
aumentou a producédo de anticorpos nas doses de 200 mg/kg, 400 mg/kg e 800
mg/kg. Ja resultados descritos por Bin-Hafeez e colaboradores (2003), onde o
extrato aquoso de Trigonella foenum graecum L., administrado por via oral, por 10
dias consecutivos, uma vez por dia, as doses de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 250 mg/kg,

demonstraram aumentar a producao de anticorpos.

Outra analise feita para avaliar as agcdes imunomodularoas do EaBv, foi o
ensaio de proliferacdo de linfécitos. Os resultados demonstraram que o EaBv foi
capaz de aumentar a proliferacao de linfécitos. A proliferagao de linfécitos induzida
por Con A € comumente usada como um método de detec¢do da atividade de
linfécitos T in vitro (Cerqueira et al., 2004), enquanto que a proliferacao de linfécitos
induzida por LPS é freqlentemente usado para detectar atividade de linfécitos B
(Cerqueira et al., 2004; von Andrian e Sallusto, 2007). A proliferacdo de linfécitos é
um modo primdrio de resposta destas células a sinais inflamatérios (Boyman et al.,
2007; Krammer et al., 2007). Investigar os efeitos de substancias naturais que
promovem ou inibem a proliferacéo de células imunes, € importante para se estudar

imunomodulacao e descobrir novos farmacos (Harizi et al., 2011).

Em relagao a proliferacdo de linfocitos T, quando estimulada com ConA, um
mitbgeno conhecido para linfocitos T, por 48 horas, foi observado que o tratamento
com o EaBv interferiu na acdo do Con A sobre as células T, ou seja, ap6s o
tratamento com o extrato, os linfécitos T ndo responderam de uma forma eficaz ao
mitdégeno, sendo a proliferacdo dessas células menor que a proliferacdo do grupo
controle (células nao tratadas em presenca de ConA), sugerindo uma interferéncia
do extrato sobre a estimulag&o das células pelo mitdgeno.

Na proliferagéo de linfécitos B, estimulados por LPS, foi demonstrado que o
tratamento com o EaBv interferiu na acdo do LPS sobre a proliferagdo dessas
células, sendo essa proliferacdo celular menor que a proliferacdo das células do
grupo controle (células nao tratadas em presenca de LPS). Entretanto, estes
resultados ndo foram consequéncia de morte celular, uma vez que nao houve

diferenga significativa na viabilidade dos linfécitos do grupo tratado com salina
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quando comparado aos grupos tratados com o EaBv. Mais uma vez, o extrato
demonstra interferir sobre a acao mitogénica, desta feita, do LPS.

A resposta ao mitdbgeno é iniciada pela ligacdo aos seus receptores, e uma
diminuicdo na resposta ao mitégeno pode ser devido a uma diminuicdo na
expressao de receptores de mitdgenos pelos linfocitos (Chakrabarti et al., 1994).
Benencia e colaboradores (2000), demonstraram o efeito do extrato aquoso da
Trichilia glabra sobre a resposta proliferativa dos linfécitos do baco, estimulados por
LPS, em que o tratamento com o extrato nas concentra¢des de 20 pg/mL, 40 pg/mL
e 80 ug/mL foi capaz de inibir a proliferacéao de linfocitos B.

Os resultados demonstraram que o tratamento com o EaBv foi capaz de
interferir negativamente na producao de anticorpos bem como na agéo do LPS sobre
a proliferacao de células B. Sugerindo assim, que essa espécie vegetal podera ser
utilizada futuramente no combate a doencas auto-imunes, nas quais a producao de
auto-anticorpos esta presente, como exemplo na artrite reumatoéide (Schellekens et
al.,, 1998), esclerose sistémica (Arora-Singh et al., 2010), e lupus eritematoso
sistémico (Saha et al., 2011).

A modulacédo do sistema imunoldgico € complexa e envolve a presenca de
células efetoras e reguladoras, e alteragdes neste sistema podem resultar em
patogénese (Davis e Kuttan, 2000) como cancer (Bultz e Carlson, 2005), as doencgas
cardiovasculares (Busse et al., 2001) e diabetes (Sepa et al., 2005).

Buscando avaliar o efeito do EaBv na producao de citocinas, realizamos a
marcagao de citocina intracelular, tendo os resultados demonstrado que o EaBv foi
capaz de aumentar a producdo de TNF-a em células T. Apesar da principal fonte
celular de TNF ser constituida por fagoécitos mononucleares ativados, células T
estimuladas, podem também secretar essa citocina (Abbas et al., 2007). Pode-se
sugerir entdo, que o tratamento com EaBv foi capaz de ativar as células T e assim
aumentar a producéo dessa citocina. No entanto, em linfécitos B, o e EaBv foi capaz

de diminuir a producéo de TNF-a.
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Em relacdo a IL-10, ndo foi observada modulacdo da expressdo dessa
citocina pelas células T. Entretanto, o EaBv foi capaz de aumentar
significativamente a expressao de IL-10 pelas células B. O’Garra e colaboradores
(1990), demonstraram a producdo da citocina IL-10 pelos linfécitos B quando
estimulados por LPS. Recentemente foi demonstrado que IL-10 produzida por
células B regulatérias inibem a produgéo de citocinas pré-inflamatérias e estimula a
diferenciacdo de células T regulatérias (Mauri e Bosma, 2012). Alshaker e
colaboradores (2011) demonstraram que a administracao intraperitoneal do extrato
hidrofilico da Eriobotrya japonica, aumentou significativamente a producao de IFN-y
no tecido do baco e pulmao de camundongos.

Os resultados obtidos demonstraram que na maioria dos parametros
estudados, a dose de 20 mg/kg foi a mais eficiente na indugéo da fungéo imunitéria.
Vale ressaltar que a constituicdo quimica do extrato aquoso da casca do caule da
Bowdichia virgilioides ainda permanece incerta. No entanto, a partir do extrato
etanodlico do caule da B. virgilioides ja foram relatadas classes de substancias tais
como as benzofuranas (Melo et al., 2001), flavonas (Arriaga et al., 2000; Juck et al.,
2006) e alcal6ides (Barbosa-Filho et al., 2004). Relatos a respeito da acédo da B.
virgilioides em modular o sistema imunoldgico, sdo os estudos de Velozo e
colaboradores (1999), no qual foi isolado do extrato metandlico das raizes da B.
virgilioides um isoflavonéide que demonstrou atividade imunossupressora in vitro ao

inibir a proliferacdo de linfécito B e T induzida por mitégeno.

Tomados como base os resultados obtidos, € possivel sugerir que essa
espécie tem acao sobre as respostas imunes, ou seja, efeitos imunoestimulantes e
imunossupressores, a depender da resposta imunoldgica avaliada. Estudos sugerem
que a acao de extratos naturais com respostas diversas esta relacionada aos
diferentes constituintes presentes nas fracbes/extratos afetando assim a saturacao
responsiva das células para as respostas imunolégicas (Rezaeipoor et al., 2000;
Tiwari et al., 2004). Kovacevi¢ e colaboradores (2006) sugerem que os diferentes
componentes quimicos dos extratos de origem vegetal podem agir de forma
independente, antagdnica ou sinérgica sobre o sistema imunolégico. Além disso,
segundo Rezaeipoor e colaboradores (2000), os diferentes componentes dos
extratos podem ter absorcéo intestinal diferenciada.
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7 CONCLUSAO
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O conjunto de resultados obtidos neste estudo sugere que o extrato aquoso
da casca do caule da Bowdichia virgilioides exerce efeitos sobre o sistema

imunoldgico, tendo acdes estimuladoras e supressivas.

Dentre seus efeitos imunoestimuladores, o extrato da Bowdichia virgilioides
foi capaz de: aumentar a capacidade fogocitica de macréfagos peritoneais e o
namero de linfécitos no sangue periférico; estimular a proliferacdo dos linfocitos e

producao de citocinas TNF-a pelas células T.

Dentre seus efeitos imunossupressores, o extrato da Bowdlchia virgilioides foi
capaz de: diminuir o numero de leucécitos totais no sangue periférico evidenciado
pelo o numero de neutréfilos, a producdo de anticorpos, e a produgcao da citocina
TNF-a pelas células B. Além disso, o extrato foi capaz de interferir na acdo da ConA
sobre a proliferacdo de linfécitos T e na acdo do LPS sobre a proliferacdo de

linfécitos B e, ainda, aumentar a producao de IL-10 por células B.

De uma forma geral, podemos sugerir que o0 extrato aquoso da casca do
caule da Bowdichia virgilioides teve acao no sistema imunolégico em camundongos,
sendo o extrato um futuro candidato a ser utilizado na obtencao de compostos
bioativos para o desenvolvimento de novos farmacos fitoterapicos ou de novos

agentes terapéuticos.
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