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Resumo

O Medicamento Canova (MC) é uma especialidade farmacéutica produzida através de
técnicas homeopaticas, possuindo fungdo imunomoduladora. Os macréfagos,
integrantes do sistema imune, quando ativados, possuem capacidade fagocitica, de
reconhecer e lisar células alteradas. Com o objetivo de continuar verificando alteragdes
na ativagao dos macrofagos tratados com Medicamento Canova, foram realizados
experimentos onde: 1) visou-se detectar possiveis alteragdes na atividade de enzimas
presentes nos macrofagos, como a citocromo oxidase (COX). Nos grupos tratados foi
adicionado ao meio de cultura 10% de MC e apos 24 horas mais 1% de MC. Seguiu-se
o protocolo rotineiro para a COX. Nesta etapa foi separado mais grupo controle para a
enzima. Apos aincubacéo, as células foram processadas e observadas no microscépio
eletrdnico de transmissdo Jeol 1200 EXII, no Centro de Microscopia Eletrénica da
UFPR. As eletromicrografias foram geradas pelo processador de imagens GATAN. A
deteccao dos produtos reativos indicativo da atividade da citocromo oxidase foram
observados nos experimentos tanto in vivo quanto in vitro. Os produtos reativos
encontrados no grupo controle foram evidentes e bem distribuidos em vesiculas e
membranas internas. Reagdes positivas nao foram encontradas no grupo tratado, ou
apenas marcagoes fracas. Nenhum produto da reagéo foi encontrado no grupo controle
da enzima. E sabido que a “down-regulation” da COX pode ser uma consequéncia dos
efeitos causados pelo NO e ONOO™, podendo levar a uma estimulagio da producéo
das espécies reativos de oxigénio (ROS). ROS sdo conhecidos como importantes
componentes do sistema defensivo antimicrobial dos macréfagos.
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1 Introdugao

1.1 O tratamento homeopatico

A doenga é um fato da vida a qual, infelizmente, todos estamos sujeitos. Quando a
doenga aparece, seja ela de carater grave ou nao, queremos basicamente a mesma
coisa: um tratamento rapido e suave que nos cure e alivie nosso sofrimento. O alivio
mais rapido vem de tratamentos que controlam os sintomas das doengas, como as
alergias ou o tumor no cancer. Esses tipos de tratamentos s&o rapidos, mas também
afetam as partes saudaveis do nosso corpo, muitas vezes produzindo “efeitos
colaterais” indesejados. Além disso, talvez nao tratem as verdadeiras razdes da
doenca.

O sistema imunologico, conjunto de mecanismos de defesa e cura do nosso corpo,
é altamente competente e controlado, realizando a sua fungdo sem comprometer o
resto do organismo. No entanto, muitas doengas autoimunes, sindromes de
imunodepressao e cancer, podem ser o resultado de desordens no sistema
‘imunologico, onde a acdo desse determina de maneira decisiva o prognostico do
paciente e uma resposta imune inadequada ou insuficiente podem significar a perda da
luta do organismo contra a doenca. Nestes casos, porque nao reabilita-lo e estimula-lo
a realizar a sua fungao, guiado-o para a eliminagao da doenga ?

A homeopatia € um meétodo de tratamento que busca intensificar os mecanismos de
cura do préprio organismo e de que maneira geral, nao apresenta toxicidade.

E um sistema de tratamento que usa substancias especialmente preparadas e
altamente diluidas para colocar em agdo os mecanismos de cura do préprio, de forma
abrangente. Utiliza uma série de substancias derivadas de plantas, animais, minerais,
substancias quimicas sintéticas ou drogas convencionais, todas em quantidades
infimas, usando um processo de preparacao especial. Esse processo de preparacao
compreende a diluicdo em etapas com agitagdo entre estas. Os preparados

homeopaticos sao testados em individuos saudaveis para determinar seus efeitos.



Esses efeitos sao entdo usados como sintomas-guias para a administragado do remédio
apropriado ao doente (JONAS; JACOBS, 1996).

Esse sistema terapéutico foi criado no século XVIII pelo médico alemao Samuel
Christian Hahnemann (1755-1843), fundamentado no principio da similitude “similia
similibus curantur’, no qual semelhantes sao curados pelos semelhantes (BAROLLO,
1995).

Hahnemann desenvolveu esta abordagem no decorrer de um periodo de 50 anos.
Era um pensador progressista, um critico mordaz da medicina da época. Abandonou a
pratica da medicina varias vezes antes da descoberta da homeopatia, especificamente
porque nao considerava ético o0 uso de doses multiplas e muitas vezes toxicas dos
medicamentos, na época o método normal de tratamento (JONAS; JACOBS, 1996).

O poder curativo se manifestaria com a menor dose possivel do medicamento
dinamizado, de modo que a dose contivesse, quase que exclusivamente, s6 a forca
medicamentosa pura, livremente desenvolvida, do tipo n&o material, produzindo apenas
dinamicamente efeitos tdo poderosos que nunca seriam obtidos com a substancia
medicamentosa pura, mesmo que ingerida em grandes quantidades (RUIZ, 1999).

Homeopatas tado antigos quanto Hanemann acreditavam que substancias altamente
diluidas devem agir no nivel sub ou nao molecular e que as informagdes da substancia
original dever ser armazenadas de alguma forma na mistura diluida de agua e élcool.
Também se acreditava que a agitagdo em série, ou dinamizagao, contribuia de alguma
forma para esse processo (BERNAL, 1993).

Ao contrario das drogas utilizadas pela medicina alopatica, que atuam diretamente
sobre os processos fisioldgicos relacionados com os sintomas da doenga, 0s
medicamentos homeopaticos promovem a melhora do estado geral de saude do
individuo, estimulando seu sistema imunoldgico a desencadear respostas adequadas
para cada situagdo. Assim, o tratamento homeopéatico permite ao individuo restabelecer
a saude e prevenir a doenga sem, no entanto, produzir os efeitos colaterais
experimentados por muitos dos tratamentos convencionais (ULLMAN, 1995).

Quando o corpo reage sozinho, com sucesso, contra agentes infecciosos, ocorre

uma intensificacdo do sistema imune, diferente de quando usada a ajuda de



antibiéticos. Homeopatas dizem que nido ha riscos de sérios efeitos colaterais no
tratamento homeopatico devido a auséncia de toxicidade na medicina homeopatica
(VIKSVEEN, 2003).

1.2 O Medicamento Canova

O Medicamento Canova (MC) é uma especialidade farmacéutica desenvolvido a
partir de derivados do Aconitum, Bryonia, Thuya, Lachesis e Arsenicum, diluidos em
agua destilada e alcool (0,01%) (CANOVA DO BRASIL, 2001). E um produto preparado
através de técnicas homeopaticas. Relatos clinicos e estudos realizados em nosso
laboratério indicam que o medicamento possui fungdo imunomoduladora. Por esse
motivo, o MC ¢é indicado em patologias onde o sistema imunolégico do individuo
encontra-se comprometido, tais como hepatite C, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e neoplasias, podendo ser utilizado sozinho ou em associagdo a
outros medicamentos terapéuticos.

O Medicamento Canova ¢ originario da Argentina, sendo atualmente, manipulado
pela farmacia A Homeoterapica em Curitiba, PR.

Buchi em 1997 iniciou os estudos laboratoriais com o medicamento Canova.
Informacdes de meédicos e pacientes que estavam utilizando este medicamento,
sugeriam uma possivel atuagdo em macréfagos. Desde entdo, varios experimentos
foram e vém sendo desenvolvidos, no intuito de se obter esclarecimentos sobre suas
propriedades e mecanismos de agao.

Estudos com animais de experimentagdo mostraram que o Medicamento Canova €
totalmente indcuo e nao foi encontrada dose letal média (DL50) (metade da dose de um
medicamento administrada ao animal que provoca a sua morte), mesmo 0s animais
tendo recebido uma dose injetavel 100 vezes maior que a dose habitual. Outros
estudos em animais mostraram que este medicamento é eficaz no controle de infecgdes
virais, bacterianas, parasitas e inclusive no controle de tumores experimentais em

camundongos. No entanto, estudos in vitro demonstraram que o medicamento nao atua



diretamente contra bactérias, fungos, parasitas, células cancerosas mantidas em
cultura. Isso indica que o produto atua no organismo com um todo, aumentando as
defesas, evitando as infecgbes de diversos tipos e atuando através de um mecanismo
imunomodulador (GODQY, 2002 ; WAL, 2002; SATO,2002).

1.3 Sistema imune

O sistema imune é o maior alvo para o desenvolvimento de estratégias de
tratamento, em particular para melhorar a manutencgéo de infec¢des, tumores e doengas
autoimunes, resistentes a terapias convencionais (PARKIN & COHEN, 2001). Gragas'a
esse sistema, os animais possuem a capacidade de resistir a quase todos os tipos de
microrganismos ou toxinas que tendem a danificar os tecidos e Orgdos e
freqlentemente, nos proteger de infecgdes e de células cancerosas (AUSTYN; WOOQOD,
1993; GUYTON; HALL, 2002).

Qualquer vertebrado que venha a nascer com algum defeito severo no sistema
imune tera morte precoce, a menos que medidas extraordinarias sejam tomadas para
isola-lo de agentes infecciosos - bacteriano, viral, micdtico e parasitario. Os
invertebrados possuem um sistema de defesa menos especializados, baseado
principalmente em células fagocitarias. Estas células (principalimente macréfagos e
neutrofilos) também exercem papel importante na defesa dos vertebrados contra a
infeccdo, mas sao apenas parte de uma estratégia de defesa mais complexa e
sofisticada (ALBERTS et al., 1997).

O sistema imune é composto de numerosos tipos de células e uma variedade de
moléculas as quais estao espalhadas através do nosso corpo (SEADI, 1998). As células
que constituem o sistema imunologico se originam na medula 6ssea, onde muitas
também amadurecem. A partir da medula, elas migram em fung¢do do patrulhamento
dos tecidos, circulando no sangue e em um sistema especializado de vasos, chamado
sistema linfatico. As células tronco hematopoiéticas da medula dao origem a todos os
elementos do sangue, inclusive as células vermelhas que transportam oxigénio, as
plaquetas que deflagram a coagulagdo sanguinea e as células brancas do sistema



imunolégico. No inicio, essas células tronco originam células precursoras ou
progenitoras. Um grupo dessas células progenitoras chamado progenitor mieldide € o
precursor dos granulocitos, macrofagos, células dendriticas e mastdcitos do sistema
imune. O progenitor mieldide da origem aos linfoides (JANEWAY et al., 2002).

A resposta coletiva e coordenada a introdugdo de substancias estranhas é
denominada resposta imune (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000). Ha varios tipos de
resposta imune. De uma maneira mais ampla, os diferentes tipos de respostas imune
enquadram-se em duas categorias: respostas inatas ou nativa (imunidade natural) e
respostas imunes especificas ou adaptativa (imunidade adquirida) (ROITT,
BROSTOFF; MALE, 1999). Estas respostas sao um conjunto integrado de estruturas,
células e elementos do sangue que permitem ao organismo reconhecer e responder a
agentes potencialmente agressores do meio ambiente (antigenos) (SEADI, 1998).

A imunidade natural € aquela presente ao nascer (PEAKMAN & VERGANI, 1997).
E o0 mecanismo de defesa de que dispomos antes mesmo de nos expormos a qualquer
substancia estranha (SEADI,1998). Esta € a principal linha de defesa contra os
organismos invasores. Suas caracteristicas sao aquelas que ele apresenta por toda
vida, ndo tendo especificidade nem memoria. Protege principalmente contra bactérias,
fungos e vermes. Seus componentes s&o barreiras mecanicas, produtos secretados,
além de incluir um grupo de leucdcitos chamado fagécitos, e outro grupo chamado de
células Natural Killer. Nesse também sao incluidas proteinas como os componentes do
complemento, os quais sdo dito ser moléculas soluveis porque estao dissolvidas nos
fluidos corporais, ao invés de estarem associadas ou estocadas em células (WOOQOD;
AUSTYN, 1993; (PEAKMANI VERGANI, 1997).

A imunidade adquirida néo esta presente ao nascer, mas € adquirida como parte
do desenvolvimento (PEAKMAN; VERGANI, 1997). E um componente de um sistema
integrado de defesa do hospedeiro, no qual numerosas células e moléculas funcionam
de maneira cooperativa. O sistema imune especifico retém muito de seus mecanismos
de imunidade natural necessarios para eliminar invasores estranhos, com o acréscimo
de duas propriedades importantes: a especificidade e a memédria. A resposta imune

especifica amplifica os mecanismos de imunidade natural e potencializa sua fungao,



particularmente com exposigdes repetidas ao mesmo antigeno estranho (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2000).

Ha duas grandes classes de resposta imune adquirida: (1) resposta imune mediada
por anticorpos ou humoral e (2) resposta imune mediada por células (ALBERTS et al.,
1997).

As células do sistema imune normalmente estdo presentes como células circulantes
no sangue e na linfa, com cole¢des anatomicamente definidas nos 6rgdos linfoides e
como células dispersas em todos os tecidos, exceto o sistema nervoso central. A
organizagao dessas células e sua capacidade de circular e de ser transportada entre o
sangue, a linfa e os tecidos sdo de importancia critica para a geragdo de respostas
imunes (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

Os principais constituintes celulares do sistema imune sdo os linfécitos , os
fagocitos mononucleares e as células acessoérias relacionadas. Os linfocitos sdo as
unicas ceélulas imunocompetentes capazes do reconhecimento especifico de antigenos.
Os fagoécitos mononucleares sao criticos para a defesa do hospedeiro na auséncia de
imunidade especifica mas também participam de diferentes fases das imunidades
especificas (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

1.4 Macrofagos

O macréfago é uma célula que se encontra presente em todos os tecidos do
organismo e apresenta funcoes importantes no sistema imune. A ingestao de particulas
estranhas e seu processamento levam a ativacdo do sistema imune através da
apresentagdo de antigénos aos linfécitos, da secre¢c@o de substancias capazes de
regular o sistema imune- e da elaboragao de substancias capazes de destruir outras
células e organismos (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

Os macrofagos foram primeiramente descritos por METCHNIKOFF (1905), no inicio
do século XIX. Morfologicamente, caracterizam-se por serem células relativamente
grandes, medindo entre 60 a 80 um de diametro quando encontrados em tecidos, com

nucleo irregular e excentricamente posicionado, um ou mais nucléolos e cromatina



pouco condensada. Sua superficie celular é bastante irregular, sendo dotada de
inUmeras projecoes citoplasmaticas. Apresentam complexo de Golgi abundante, grande
numero de lisosomos e mitocondrias e um citoesqueleto bem desenvolvido, rodeando o
nucleo da célula e estendendo-se até a periferia da mesma (AUGER; ROSS, 1992).

E o grupo mais importante de células fagocitarias de longa vida, compreende a
linhagem fagocitica mononuclear, que inclui os mondcitos sanguineos, os fagocitos
residentes nos tecidos ou fixados & camada endotelial de capilares sanguineos e os
fagocitos perambulantes — pulmonares e peritoneais (ROITT, BROSTOFF; MALE,
1999).

Ontogeneticamente, os macrofagos sao originarios de células precursoras do saco
vitelinico, migrando para o figado, bagco e medula 6ssea antes e logo apos o
nascimento. Nos individuos adultos, os macréfagos tém origem em uma célula
pluripotente mieldide, presente na medula ésseas, a partir da qual sao originadas
diferentes células progenitoras, entre elas as “unidades formadoras de colénia” de
granulécitos e mondcitos (CFU-GM). As CFU-GM dao origem aos pro-monaocitos que ja
apresentam capacidade de pinocitose e expressam uma série de receptores
caracteristicos de macréfagos. Os pré-mondcitos, por sua vez, dado origem aos
mondcitos, que saem da medula 6ssea e ganham a circulagdo sanguinea. Os
mondcitos permanecem na circulagéo por cerca de 1-3 dias, de onde migram para 0s
diversos tecidos, onde se diferenciam e formam uma populagdo residente de
macréfagos, com tempo de vida variando entre 2 e 4 meses (NELSON et al., 1990;
NEVEU, 1996). Ap6s penetrar nos tecidos, comecam a aumentar de tamanho, e seu
diametro pode aumentar até cinco vezes, atingindo de 60 a 80 um. Verifica-se, também
o desenvolvimento de numero extremamente grande de lisossomos no seu citoplasma,
conferindo-lhe aspecto de saco repleto de granulos. Nesse estagio, tornam-se
extremamente capazes de combater agentes infecciosos nos tecidos (GUYTON; HALL,
2002).

Macrofagos residentes no tecido conectivo foram previamente chamados de
macréfagos fixos e, aqueles que se desenvolviam com resultado de um estimulo

exdgeno e migravam para sitios particulares, foram denominados macréfagos livres.



Estes nomes tém sido substituidos por macréfagos residentes e macréfagos ativados,
respectivamente (GARTNER; HIATT, 1997).

Macréfagos ativados sdo um pouco maiores que 0s ndo ativados, principalmente
devido ao aumento de volume citoplasmatico (STITES; TERR, 1992). Tém sua
atividade metabdlica, motilidade e atividade fagocitica rapildamente aumentada (ERWIG
et al., 1998) sendo muito mais eficientes em destruir bactérias e outros pat(’)genos.

A variabilidade de estimulos que pode ativar macrofagos € muito grande: contato
direto com microorganismos ou particulas inertes, com LPS bacteriano, produtos do
proprio tecido danificado, com componentes protéicos do sistema complemento ou da
coagulagao sanguinea. A ativagao pode também ser induzida por certas citocinas que
podem ser secretadas por linfécitos que estejam ao redor (STITES,; TERR, 1992). Estes
estimulos fazem com que modifique algumas de suas propriedades tais como:
crescimento, diferenciacdo, ativagdo, migragao, endocitose e secre¢do (GORDON et
al., 1988).

O papel de ativagdo de macréfagos na defesa contra células tumorais tem sido
investigado extensivamente por décadas. Ha um aumento de evidéncias indicando que
macréfagos ativados sao capazes de reconhecer e lisar células tumorais incluindo
aquelas que resistem a drogas citostaticas (KLIMP et al., 2002).

Ativacao de macrofagos e células T por estresse oxidativo e a secre¢io de citocinas
proinflamatdrias contribuem significativamente para a progressdao da ativacdo do
sistema imune e inflamacgao (TSE et al., 2003).

Os macréfagos internalizam, processam, digerem e apresentam o antigeno aos
linfocitos, os quais irdo produzir moléculas as quais irdo desencadear respostas em
outras células. Por outro lado, os linfocitos também v&o produzir mensagens que vao
para os macréfagos, ativando-os, ou seja, potencializando sua agéo (STITES; TERR,
1992). Os macrofagos respondem a estimulos extemos provenientes de alguns
microrganismos ou de linfécitos ativados, modificando algumas de suas propriedades,
tais como: habilidade para aderir e espalhar-se em substratos, a taxa de endocitose e
fusado de lisossomos com vacuolos endociticos (VENKATA-REDY; GANGADHARAN,

1992). Em resposta a estes estimulos, estas células sofrem uma ativagao que lhes



permite, entre outras fung¢des, adquirr uma grande capacidade de matar
microrganismos e algumas células tumorais. Isso pode ocorrer através de mecanismos
oxigénio ou nitrogénio dependentes, nos quais espécies reativas do oxigénio (ROS) e
de nitrogénio (RNS) s&o produzidos (WOOD; AUSTYN, 1993). Estes produtos difusos e
de vida curta tem papéis na defesa antimicrobiana tdo bem definida como bem
sinalizada na célula (HAN et al., 2001). Para a protegcao dos macrofagos contra esses
produtos toxicos, os ROS sao estocados em vesiculas chamadas lisossomos, as quais
podem ser colocadas em contato com vesiculas contendo o material ingerido, os
fagossomos (PLAYFAIR,1995).

Espécies reativas do oxigénio (ROS) s&o gerados durante o metabolismo celular
normal. ROS incluem anion superdxido (O2), hidroxila (OH), e outros radicais e nao
radicais que sdo agentes oxidantes e/ou facilmente conduzidos a radicais, como o
peroxido de hidrogénio (H20-). A cadeia respiratéria da mitocdndria € a maior fonte de
radicais do oxigénio. Eles sao muito instaveis, devido a possuirem um ou mais elétrons
desemparelhados os quais podem formar espécies altamente reativas. ROS podem
facimente reagir com macromoléculas incluindo lipidios, proteinas e DNA e
prejudicando-os. ROS causam peroxidagao de membranas fosfolipidicas, o que pode
alterar a fluidez de membranas bioldgicas e levar a perda da integridade celular
(CADENAS & CADENAS, 2002).

Espécies reativas do nitrogénio (RNS), como Oxido Nitrico (NO) e peroxinitrito
(ONOQ"), também podem agir como segundo mensageiro modulador das vias de
sinalizag&o redox em macréfagos (FORMAN & TORRES, 2001).

Em sistemas bioldgicos, NO é sintetizado a partir da L-arginina por inducao de
diferentes isoenzimas oOxido nitrico sintase (NOS). Duas destas s&o constitutivamente
expressas em celulas do endotélio vascular (eNOS ou NOS tipo Ill) e em neurdnios
(NNOS ou NOS tipo 1), enquanto que a expressao da terceira isoenzima (iNOS ou NOS
tipo II) € induzida, em uma variedade de ceélulas, por produtos de bactérias Gram-
negativas (endotoxinas) e bactérias Gram-positivas. eNOS e nNOS séo
transitoriamente ativadas em respostas ao aumento intracelular dos niveis de calcio e

estao envolvidas na regulagao das fungoes fisioldgicas, enquanto que iINOS é expressa
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e continuamente ativa durante inflamagdes, onde esta envolvida a defesa do
hospedeiro contra patéogenos. iINOS tende a produzir altas concentragbes de NO na
célula, o qual possui um papel anti-inflamatério, por suprimir infecgbes bacterianas e
acentuar recrutamento de leucécitos. A produgdo de NO tem também sido detectada
em preparagbes mitocondriais e a existéncia de uma NOS mitocondrial (mtNOS)
associada com a membrana interna da mitocéndria tem sido postulada (CADENAS,;
CADENAS, 2002).

Oxido nitrico tem um grande numero de papéis fisioldgicos, incluindo: a)
relaxamento do musculo liso; b) inibicao de agregacao e adesado de plaquetas; e c) a
morte de patégenos (BROWN, 1995).

1.5 Citocromo oxidase

A citocromo oxidase (COX) tem atraido muitos cientistas nos ultimos anos, sendo
uma das enzimas de membranas melhores conhecidas (AZZI, et al, 1985).

A COX (complexo IV da cadeia respiratdria) € uma hemoproteina de membrana
de multiplos dominios encontrada em eucariotos e procariotos (HALTIA; FREIRE,
1995), sintetizada pelo mitDNA (DNA mitocondrial) e DNA nuclear (BERTONI-
FREDDARI, et al, 2001). E a enzima terminal da cadeia transportadora de elétrons. Ela
catalisa a redugéo do oxigénio a agua. O doador de elétrons é o citocromo ¢ e a reagao
resulta em uma translocagao de protons através da membrana da organela (RAGNO, et
al., 1997), contra um gradiente eletroquimico, devido a potencial de energia gerado pela
transferéncia de elétrons (MILLS & FERGUSON-MILLER, 2002).

A COX é responsavel por virtualmente todo oxigénio consumido dos tecidos. E o
unico componente da fosforilagdo oxidativa por operar fora de um equilibrio, e entao
tem sido considerado como um potencial sitio para regular a sintese mitocondrial de
adenosina trifosfato (ATP) (BROWN, 1985).

A fosforilagao oxidativa fomece a maior parte do combustivel para as
performances celulares adequadas. Este processo ocorre dentro da mitocdndria, onde
a energia derivada de reagdes oxidativas € utilizadas para sintetizar ATP. De acordo
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com a demanda de energia o potencial de fosforilacdo oxidativa para fornecimento de
ATP passa por constantes adaptacdes executadas através de “up regulations” tanto da
atividade mitocontrial como de sua biogénese. Fornecimentos de ATP adequados sao
transmitidos a varios e diferentes tecidos e 6rgaos dependendo de suas necessidades
funcionais, entdo o metabolismo mitocondrial parece constituir um determinante basico

em varios processos e condi¢des patologicas (BERTONI-FREDDARI et al,, 2001).

Visdo geral da funcdo da citocromo oxidase. As
setas vermelhas mostram a dire¢do do movimento
do substrato (elétrons, protons e oxigénio)
associado com a reducéo do oxigénio. Os centros
heme a3e CuBsé&o reduzidos por elétrons vindos
do citocromo c e reoxjdado pelo oxigénio durante o
dclo da reacédo. A energia redox neste processo é
conservada ocorrendo a formagdo de um gradiente
eletroquimico de préton através da membrana
mitocondrial intema (COOPER, 2002).

Sendo a COX uma enzima catalisadora do passo final do metabolismo oxidativo,
pode ser usada como um marcador para visualiza¢des diretas da capacidade oxidativa

de células especificas e seus processos (VERCELLI et a\., 1999J.
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2 Justificativa

A medicina homeopatica vem sendo utilizada por mais pessoas a cada dia, uma
vez que é um método de tratamento que além de ndo apresentar toxicidade, tem baixo
custo e € de facil acesso.

O Canova ¢é utilizado no tratamento de cancer e AIDS e tem apresentando
resultados clinicos positivos, aumentando a qualidade de vida dos pacientes.

Nossos resultados prévios mostraram que a atividade oxidativa de macréfagos
mostra uma moderada, mas significativa “up-regulation” da produgado do 6xido nitrico
(NO) e uma provavel formacao de peroxido nitrito (ONOO") por estar ligada ao burst
respiratorio.

E sabido que a “down-regulation” da COX pode ser uma consequéncia dos efeitos
causados pelo NO e ONOO" sobre sua atividade, iniciando uma rapida, seletiva, potente
mas reversivel inibicdo (GROVES, 1999, BROWN; BORUTAITE, 2002). Segundo
RAGNO et al., (1997) a “down-regulation” da COX poderia refletir em uma interferéncia
geral no metabolismo oxidativo e, em particular, conduzir a uma estimulagdo da
produgao de ROS.

Devido a esses fatores resolveu-se fazer-se um estudo mais detalhado sobre a
atuacao desse medicamento na atividade da enzima COX em macrofagos.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Este trabalho objetiva ampliar os conhecimentos sobre a acdo do Medicamento

Canova no organismo.

3.2 Objetivo Especifico

Detectar atividade da enzima citocromo oxidase em macrofagos peritoneais de

camundongos tratados in vitro e in vivo com o medicamento Canova (MC);
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4 Material e métodos

4.1 Animais

Para os experimentos foram utilizados 12 camundongos (Mus musculus) suicos,

albinos, machos, de aproximadamente 3 meses de idade, com peso entre 20g e 30g.

4.2 Experimento in vivo

Para o experimento in vivo os camundongos foram divididos em dois grupos:

1) 5 camundongos tratados com 7 nul/g de MC por dia, durante 1 semana.

2) 5 camundongos utilizados para grupo controle (sem nenhum tipo de tratamento).
Ap0s este periodo os camundongos foram sacrificados com posterior obtencao dos

macréfagos como sera descrito no item 4.4.

4.3 Experimento in vitro

Para o experimento in vitro foram utilizados macréfagos de camundongos sem
tratamento prévio.

Estabeleceram-se 2 diferentes grupos de celulas:

1) Grupo Tratado: onde se adicionou ao meio de cultura o Medicamento Canova
em concentragdo de 10%, apds 24 horas de cultivo repetiu-se o tratamento com 1% de
MC,;

3) Grupo Controle: foi cultivado somente com o meio de cultura.

As células foram cultivadas por 48 horas.

4.4 Obtenc¢io dos macréfagos peritoniais

Os camundongos foram sacrificados por asfixia com éter etilico e crucificados.
Imediatamente, o tecido cutdneo do abdémen foi aberto com o auxilio de duas pincas
dentes de rato, expondo assim o peritdnio. Com ao auxilio de uma seringa foi injetado
na cavidade peritoneal 10 mL de solugéo de PBS (Phosphate Buffered Solution) estéril
pH 7,2. A solugdo salina foi ressuspendida, em seguida retirada com seringa e

armazenada em garrafas estéreis a 4°C.
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A células foram plaqueadas em garrafas de cultivo, contendo 4x10° células cada
uma e mantidas em estufa por 15 min., para adesao. Apos este tempo, as células nao
aderentes foram descartadas. Adicionou-se meio de cultura Dulbecco’'s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino fetal e penicilina
1ug/mL, streptomicina 1 ug/mL, e anfotericina 2,5ug/L., mantidas em estufa a 37°C, 5%
CO2

As células permaneceram em estufa por 48 horas para o experimento in vitro,
onde foram tratadas. Apos este tempo, segui-se o0 protocolo rotineiro para a detecgéo
da citocromo oxidase e depois para a microscopia eletrénica de transmissao.

Para o experimento in vivo as células ndo passaram pela incubacao de 48 horas

seguindo, apds o tempo de adesao, para o processamento da enzima e microscopia

4.5 Marcacao ultraestrutural citoquimica da enzima

Nesta etapa dos experimentos € separado mais um grupo: Controle da Enzima, o

qual é estabelecido somente durante o processamento enzimatico. Neste grupo ndo é
adicionado o substrato da enzima, para que se possa garantir a especificidade da
marcagao.

Os macrofagos foram processados para a detecgdo da atividade da citocromo
oxidase. Para a detecgdo in vivo e in vitro da citocromo oxidase, as células aderidas
foram lavadas a 4°C em tamp&o cacodilato 0.1 M (pH 7.5) contendo 5% de sacarose.
Fixadas durante 1 hora a 25°C em uma solucéo contendo 1% de glutaraldeido em 0.1 M
de tampao cacodilato (pH 7.2) contendo 5% de sacarose, lavadas duas vezes com
tampao cacodilato 0.1 M (pH 7.2) contendo 5% de sacarose, lavadas duas vezes com
tamp&o TRIS-HCI 0.05 M (pH 7.6) contendo 5% sacarose, e entdo incubadas por 1 hora
a 37°C em meio contendo tamp&o TRIS-HCI 0.05 M (pH 7.6) e 5 mg diaminobenzidina
(DAB) e subsequentemente, foram incubadas por 10 minutos em tampao 0.05 M TRIS-
HCI (pH 7.6).

4.6 Processamento para Microscopia Eletrénica de Transmissao

As células foram raspadas das garrafas de cultivo apos o processamento para a
citocromo oxidase, coletadas e centrifugadas, sempre respeitando 0s grupos sem
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mistura-los. Fez-se entdo a pds-fixacdo em tetroxido de osmio 1%, ferricianeto de
potassio 0,8% e cloreto de calcio 2 mM, desidratagdo em acetona, infiltracdo em
mistura de epon: acetona em série decrescente e emblocagem em Epon. Apos a
polimerizacdo em estufa & 60°C, os blocos foram cortados em ultramicrétomo e
observados sem contrastagdo no microscopio eletrdnico de transmissao Jeol 1200 EXIl,
do Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR. Foram observados cortes de
células pescados em gradinhas de cobre de 300 mesh. Estes foram obtidos através de
cortes aleatérios, em intervalos de 0,5 um das 12x10° células de cada grupo

experimental. Cada grupo foi feito em duplicata, totalizando portanto 24x10° células por
grupo.
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§ RESULTADOS

Citoquimica ultraestrutural para citocromo

A deteccio dos produtos meatives (precipitado de DAR) mdicativo da alividade da
citocromo oxidasa foram obzarvados nos expermentos tanto in vive quanto in vitro.

Grupo Cantrole (i vivo e i witr).

Os produtos reativos encontrados no grupo controle foram evidentes e bem distribuidos
am vesiculas @ membranas imtemas (eletromicrografia 14 e 1B)
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Grupo tratado (in vivo e in vitro).

Reagdes positivas ndo foram encontradas no grupo fratado, ou apenas marcacoes
fracas (eletromicrografia 2A e 2B).

Grupo controle da enzima (in vivo & in vitro).

Nenhum produto da reagao foi encontrado no grupo controle da enzima {fig.3).
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6 Discussio

O sistema imunologico, conjunto de mecanismos de defesa e cura do nosso corpo, €
altamente competente e controlado, realizando a sua fungao sem comprometer o resto
do organismo. No entanto, muitas doencgas autoimunes, sindromes de imunodepresséo
e cancer, podem ser o resultado de desordens no sistema imunologico, onde a acao
deste determina de maneira decisiva o prognoéstico do paciente e uma resposta imune
inadequada ou insuficiente podem significar a perda da luta do organismo contra a
doenca. Nestes casos, porque nao reabilita-lo e estimula-lo a realizar a sua funcgao,
guiado-o para a eliminagao da doenga? A homeopatia € um método de tratamento que
busca intensificar os mecanismos de cura do proprio organismo e de que maneira geral,
n&o apresenta toxicidade. Nossos resultados fornecem uma explanagdo de como o
tratamento com MC pode aumentar fungdes imunes e poderia ser particularmente
importante nas agdes citotdxicas dos macrofagos, fornecendo uma provavel terapia em
tumores, infecgdes e doencas inflamatorias. A marcacido da enzima citocromo oxidase,
por exemplo, evidencia como vias do metabolismo podem ser desviadas e alteradas de
acordo com a estimulagdo do macrofago.

Resultados prévios do nosso laboratério mostraram que a atividade oxidativa de
macrofagos tratados com o método Canova possuem uma moderada, mas significativa
‘up-regulation” da producdo do NO e uma provavel formacdo de peroxido nitrito
(ONOQO) por estar ligada ao burst respiratorio.

Produgdo de NO

Concentragao de NO (uM)

24 H 72 H

—B—control —$==canova7
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" Grafico 1 — produgcdo de NO. Macréfagos foram obtidos apés 7 dias de tratamento dos
camundongos com 7ml/g de MC ou de animais nio tratados. No grupo tratado, 1% do
medicamento foi adicionado ao meio de cultura em intravalos de 24 horas. Concentragdo
de Nitrito (mM) no sobrenadante foi determinada apdés 24 e 72 horas de cuitura e
resultados estido expressos como média (p<0.01 comparado ao grupo controle, n=64)
(GODOY, 2002).

ROS geralmente sao considerados produtos toxicos da respiragao mitocondrial, no
entanto, eles também sao conhecidos por terem fungdes benéficas individuais, podendo
estes serem usados com o papel de defesa contra agentes anaerdbicos invasores
(CADENAS,; CADENAS, 2002).

RNS e ROS séo produzidas por fagécitos assim como macréfagos e neutrofilos em
contato com infecgOes bacterianas, células tumorais e participam da atividade
bactericida e tumoricida destas células. Estes produtos difusos e de vida curta tem
papéis na defesa antimicrobiana tdo bem definida como bem sinalizada na célula (HAN
et al.,2001).

Organismos aerébicos desenvolveram mecanismos de protegéo contra os ROS.
Estes consistem em defesas enzimaticas e nao enzimaticas. Ha um fino balango entre a
geracao de ROS e defesas antioxidantes na célula. Quando a geragao de ROS supera
os antioxidantes celulares, estresse oxidativo & produzido (CADENAS; CADENAS,
2002).

Estresse oxidativo € iniciado, entdo, por uma producgao excessiva de ROS (TSE, et
al., 2003). Os ROS e NO podem interagir com diversas moléculas alvo redox suscetivel
que contenham thiol ou ferro, ativando a resposta ao estresse celular e induzindo
proteinas de estresse incluindo a heme oxigenase e proteina “heat shock”. Alvos redox
suscetiveis incluem proteinas de sinalizagao celular e fatores de transcriggo, incluindo
NF-kB e proteinas “heat shock” (HAN et al.,2001). Desse modo, sdo considerados
potentes indutores da resposta inflamatdria por meio de citocinas proinflamatoria,
prostaglandinas, leucotrienos, moléculas de adesdo de leucdcitos. Alta produgéo de
radicais livres é detectado em um grande numero de doengas porque o metabolismo

oxidativo € uma parte crucial de toda maquinaria metabdlica celular (TSE, et al, 2003).
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Tem sido mostrado também que estresse oxidativo “upregulates” o fator estimulador
de colbnia de macréfagos (m-CSF) e a expressdo de moléculas de ades&o via ativagao
do NF-kB (HAN et al.,2001).

O fator nuclear kB (NF-kB) & um fator de transcricdo envolvido na expressao de
muitos genes, particularmente naqueles das respostas inflamatorias e imunes. A forma
predominante do NF-kB em células nao estimuladas ocorre no citoplasma como um
heterodimero de duas proteinas, p50 e p65, complexado a uma subunidade inibitoria
chamada IkB que impede migragdes do heterodimero ao nucleo e sua ligagdo ao DNA.
A ativagado de células por estimulos apropriados resuita na fosforilagdo, ubiquinagao e
degradacdo da subunidade [kB, permitindo a migragdo do heterodimero ao nucleo
onde pode se ligar ao DNA e interagir com promotores de genes alvos, assim como
iINOS, aumentando a sua transcricao (BRENNAN; O’'NEILL, 1995; HAN et al.,2001).

NF-kB é ativado por uma grande extensao de fatores incluindo lipopolissacarideos
(LPS), as citocinas interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF). A ativacéo
do NF-kB deve ser vista como um evento chave nas vias de sinalizagao, levando a
mudangas na expressao de muitos genes (BRENNAN; O’NEILL, 1995), assim como
possui um papel importante na expressao dos genes da iINOS em varios tipos celulares,
incluindo macrofagos de murinos (HAN et al.,2001).

Os eventos intracelulares que levam a ativacdo do NF-kB envolvem cascatas de
fosforilacdo e desfosforilagcao e parecem ser controlados pela situacao redox da ceélula.
NF-kB €& ativado por um estado pro-oxidante na célula e € potencialmente inibido por
antioxidantes (CADENAS; CADENAS, 2002).

Um aumento de evidéncias indica que antioxidantes suprimem ativacdo de NF-kB
em resposta a LPS, fortemente suportando o envolvimento de espécies reativas de
oxigénio (ROS) na ativagao do NF-kB. Diversos fatores indicam o envolvimento de ROS
no caminho da transduc¢ao de sinais levando a ativagcao do NF-kB. Primeiro, a maioria
dos agentes ativadores do NF-kB desencadeia a formagcdo de ROS. Segundo,
tratamento direto com oxidantes, assim como H>O» ativa NF-kB em algumas céluias
sempre na auséncia de algum estimulo fisioldgico. Terceiro, a ativagdo do NF-kB pode

ser bloqueada por interferéncia com o sistema mitocondrial de transporte de elétrons.



22

Quarto, uma variedade de antioxidantes tem sido mostrada como inibidores da ativagao
do NF-kB em resposta a LPS e outros ativadores, ambos in vitro e in vivo. Estas
observagcbes sugerem que a ativacdo do NF-kB é no minimo facilitada por algumas
reacoes oxidantes (CADENAS; CADENAS, 2002).

O nivel da expressdo da iINOS é determinada, em parte, pela taxa de transcrigéo, e
a transcricdo é dependente da ativagdo do NF-kB. O promotor iNOS de murinos contém
dois sitios funcionais ligantes no NF-kB, e o inibidor do NF-kB bloqueia expressao de
INOS em macréfagos. Embora radicais possam modular a ativagao de NF-kB, seus
papéis na regulacdo da expressido da iNOS e produgdo de NO em macrofagos de
murinos LPS estimulados ndo é bem estabelecido, no entanto, fortes evidéncias
indicam que H,0, pode estimular a fosforilagdo de proteinas, as quais sdo bem
conhecidas na ativacao do NF-kB (HAN et al.,2001).

H.O, produzido em macréfagos participa da “upregulation” da expressao da iINOS
via ativagao do NF-kB e consequentemente aumenta a produgéao de NO. Em contraste,
a alta produgédo de NO suprime a produgao de iNOS e NO por meio de um mecanismo
que pode envolver inibigdo da tradugdo da INOS (HAN et al.,2001), desse modo, NO &
um inibidor “feedback” negativo da expressdo da proteina INOS (CADENAS;
CADENAS, 2002), prevenindo que possiveis danos sejam causados pelos ROS.

O NO tem mostrado inibir a ativagcdo do NF-kB estabilizando o seu inibidor kB ou
impedindo a ligagdo do NF-kB ao DNA. Por outro lado, € sugerido que o NO ativa NF-
kB em células mononucleares humanas por aumentar a atividade da proteina tirosina
fosfatase (CADENAS; CADENAS, 2002).

Resultados de diversos experimentos indicam a possibilidade de que a produgao de
NO em excesso “dowregulates” a expressdo da proteina INOS para prevenir
autotoxicidade celular. Um possivel mecanismo para esse “feedback” inibitdrio da
sintese da proteina iINOS pelo NO pode ser atribuido a fosforilagao mediada por NO de
uma molécula regulatdria chave na maquinaria transducional (HAN et al.,2001).

Varios estudos mostram que TNFa, um forte ativador do NF-kB, induz a formagao
de O, na mitocdndria. O, pode ser dismutado por Mn superoxido dismutase (Mn SOD)

gerando H202 0 qual pode faciimente atravessar a membrana mitocondrial e liberado no
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citosol onde poderia induzir a ativagdo do NF-«kB. Além disso, TNFa durante
inflamacgdes transitoriamente ativa neutréfilos e macrofagos, desse modo causando a
liberacdo de Oy, como uma consequéncia da ativacdo de NADPH oxidase associado a
membranas. NADPH oxidase associada a membrana de fagécitos geram O, dentro do
espago extracelular, o qual é dismutado espontaneamente ou enzimaticamente a H>O.
E certo que O, extracelular ndo atravessa facimente a membrana citoplasmatica,
enquanto que o anfipatico H,O, facilmente difunde-se para dentro das células (HAN et
al.,2001).

ROS e NO podem interagir de diferentes maneiras e agir sinergisticamente
causando citotoxicidade. Os radicais NO e O, reagem para formar peroxinitrito
(ONOQOY), um poderoso oxidante o qual € capaz de nitrar proteinas, enfraquecendo,
desse modo, a atividade de diferentes enzimas mitocondriais, levando a uma
diminuicdo nos niveis de energia (CADENAS; CADENAS, 2002). Em baixas
concentragdes, ONOO" pode participar de processos sinalizadores (FORMAN;
TORRES, 2001).

A enzima antioxidante MPO liberada de fagocitos interagem com H>O, e produz o
agente bactericida HOCI. Portanto, € possivel que H20; tenha duas fungdes, incluido
atividade bactericida e a regulagdo da expressdo do gene da iNOS em macrofagos
(HAN et al.,2001).

NO e seus derivados estimulam produgdo de H,O; e Oz pela mitocéndria, inibindo a
respiragao mitocondrial por varios meios (BORUTAITE, et al., 2000). NO liga-se com
alta afinidade a COX, no sitio ligante do oxigénio, quando este sitio esta reduzido
(BROWN, 1995). Desse modo, controla fungdes celulares via reversivel e especifica
inibicdo da respiragao, aumentando entdo, o escoamento de elétrons da cadeia
respiratéria (CADENAS; CADENAS, 2002).

A inibicado da COX é competitiva com oxigénio. Inibicdo da citocromo oxidase
causaria decréscimo na producdo de ATP, e entdo aumentaria niveis celulares de ADP,
AMP, GDP, e Pi. Os niveis destes metabdlitos regulam a grande extensao de processos
celulares, incluindo contragao muscular, sinteses de proteinas e transporte de ions, e
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entdo inibidores da citocromo oxidase potencialmente regulam estes processos.

(BROWN, 1995).

Esquema mostrando 3 fornias de NO ligar-se a COX. Em a) NO liga-se ao grupo heme a$, em
b) ao CuB e em c) ligando-se aos dois centros simultaneamente. As esferas coloridas

representam, em vermelho ferro (Fe), em verde cobre (Cu), em vermelho oxigénio (O) e

nitrogénio (N) em roxo (COOPER, 2002).

InibicAo da respiracdo pelo NO pode contribuir para efeitos dtotoxicos e citostaticos da
atividade de macroéfagos, os quais estdo envolvidos na defesa do hospedeiro (BROWN,
et. al, 1998). Assim, o estimulo da producédo de (ROS) através da inibicdo da COX seria

um fator interessante em situacfes de protecdo do organismo contra certos antigenos.
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7 Conclusao

Macrofagos tratados com o MC apresentaram a detec¢do de uma menor atividade
da enzima citocromo oxidase, visualizada através da técnica de marcacao
ultraestrutural citoquimica.

Resultados prévios mostram uma moderada, mas significativa “up-regulation” da
producao do oxide nitrico (NO) e uma provavel formacdo de perodxido nitrito (ONOO")
por estar ligada ao burst respiratério. Estes resultados juntamente com os resultados
apresentados aqui sugerem que a “down-regulation” da COX pode ser uma
consequéncia dos efeitos causados pelo NO e ONOO  sobre sua atividade, iniciando
uma rapida, seletiva, potente mas reversivel inibicdo, confirmando os dados
encontrados na literatura. A “down-regulation” da COX poderia refletir, entdo, em uma
interferéncia geral no metabolismo oxidativo e, em particular, conduzir a uma
estimulagcao da produgdo de ROS. Esta explosao respiratéria € uma parte crucial do
mecanismo de defesa do nosso organismo.

Dessa forma, os nossos dados acentuam a importancia da utilizacdo do

medicamento Canova em pessoas com sistema imune debilitado.
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