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LISTA DE SIGLAS

AcPase — fosfatase acida

AIDS - Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
ATP — adenosina trifosfato

CeCl, — cloreto de cério

CLIP — class Il invariant chain-derived peptide
CME - Centro de Microscopia Eletronica

COX — cicloxigenase

DH — diluicdo hahnemaniana

DMEM - Dulbecco’s modified eagle’s medium
EE — early endosome

H.O, - perdxido de hidrogénio

HSC — heat shock protein

HSP — heat schock cognate

IFN v - interferon gama

IL — interleucina

LE — late endosome

LOX — lipoxigenase

MAP — mitogen-activated protein

Mg — magnésio

Mg ATPase — magnésio adenosina trifosfatase
MHC Il — major histocompatibility complex class Il
NO — éxido nitrico

Oy - anion superoéxido



OH’ - radical hidroxil

OONO' - peroxinitrito

PBS — phosphate buffer salt solution

RNS — intermediarios reativos do nitrogénio
ROS - intermediarios reativos do oxigénio
SFB - soro fetal bovino

TNF-a - fator de necrose tumoral alfa

TRAP — fosfatase acida resistente ao tartarato



RESUMO

Canova é um medicamento homeopéatico que vem sendo utilizado com sucesso no
tratamento de doencas onde o sistema imune encontra-se deprimido, sem ter sido
detectado toxicidade e efeitos colaterais. Estudos recentes demonstraram que este
medicamento atua em macrofagos, aumentando sua capacidade fagocitica e de
espraiamento, mudando sua morfologia, distribuicdo de receptores e secrecao de
citocinas, sugerindo a ativacdo destas células. Este trabalho avalia os efeitos do
medicamento Canova no metabolismo de macrofagos peritoneais de camundongo, a
distribuicio de seus corpos lipidicos e sua atuacdo no sistema
endossomal/lisossoma. Em todos os experimentos, macrofagos residentes foram
coletados da cavidade peritoneal de camundongos suicos albinos e cultivados por
48 horas. O tratamento com Canova foi feito in vivo ou in vitro. Apos a cultura as
células foram processadas segundo protocolo e objetivo. Analises citoquimicas
foram realizadas para a deteccdo das enzimas fosfatase acida, TRAP, Mg"*ATPase
e corpos lipidicos. A fosfatase acida e a TRAP foram observadas em microscopia
eletronica de transmissdo e microscopia de luz, enquanto que a Mg ATPase
somente em microscopia eletrbnica de transmissdo. Os corpos lipidicos foram
observados pela técnica citoquimica ultraestrutural 6smio-imidazol e pela coloracao
com Vermelho Nilo em microscopia confocal. Os experimentos para deteccdo de
corpos lipidicos, fosfatase acida e TRAP foram também realizados na presenca de
Saccharomyces cerevisiae. Nestes experimentos, apos 48 de cultura, as leveduras
foram adicionadas ao meio na propor¢cdo 10:1 durante 2 horas, para posterior
processamento e observacdo. Como resultado, as enzimas fosfatase acida e
Mg++ATPase apresentaram um aumento de sua atividade nos macrofagos tratados
com Canova, quando comparados com os controles. Grande parte das vesiculas
marcadas para fosfatase acida foram também marcadas pela reacdo citoquimica
para Mg'"ATPase, apresentando as mesmas caracteristicas morfologicas e
localizacdo. A marcacao para fosfatase acida ocorre em praticamente todo o sistema
endossomal/lisossomal. Os resultados mostram que parte dos endossomas
marcados para fosfatase acida também apresentam marcacgdo para Mg**ATPase, 0
que sugere diferencas funcionais entre esses compartimentos e um aumento da
atividade do sistema endossomal/lisossomal de maneira geral. Em contrapartida, foi
observada uma diminuicdo na atividade da enzima TRAP e na quantidade de corpos
lipidicos de macrofagos tratados com Canova, interagindo ou ndo com leveduras. A
diminuicao de lipidios deve estar relacionada com a necessidade de maior producao
de membranas por essas células que se encontram muito ativadas. Podem-se
observar corpos lipidicos geralmente com muito reticulo e mitocondrias ao seu redor,
sendo encontrados principalmente na periferia celular e no interior de vesiculas
citoplasmaticas. Quando macréfagos interagiram com as leveduras foram
observados corpos lipidicos também no interior de fagossomas. A maior atividade
do sistema endossomal/ lisossomal de macréfagos tratados com Canova demonstra
que este tratamento pode ser um grande potencializador da capacidade fagocitica
destas células.

Palavras-chave: Canova, fosfatase acida, TRAP, Mg""ATPase, corpos lipidicos.



ABSTRACT

Canova is a brazilian homeopathic medication that has been successfully
used as an immune modulator in diseases where the immune system is depressed. It
was detected neither side effects nor toxicity. Recent experiments showed that it acts
on macrophages enhancing their phagocytic ability and spread capacity, changing
morphology, receptors distribution and cytokines secretion, suggesting an activation
process of these cells. This study evaluates the effects of Canova on metabolism of
mouse peritoneal macrophages, the distribution of their lipid bodies and their
endocytic pathway. For all assays, resident macrophages were collected from Swiss
mouse peritoneal cavities and cultured in Eagle’s medium. The cells were treated
with Canova in vivo or in vitro. Cells were processed according to their appropriate
protocol and objective. Cytochemical assays were performed for acid phosphatase,
TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase), Mg**ATPase and lipid bodies detection.
Acid phosphatase and TRAP were observed in light and transmission electron
microscopy, Mg"*ATPase only in transmission electron microscopy. Lipid bodies
were observed by imidazole-buffered osmium tetroxide ultraestructural cytochemistry
technigue and by Nile Red stain in confocal microscopy. Lipid body, acid
phosphatase and TRAP experiments were verified also in the presence of
Saccharomyces cerevisiae. In these experiments after 48 hours of growth,
macrophages were allowed to interact with microorganisms at a ratio of 10:1 during 2
hours, then processed and examined. As results, acid phosphatase and Mg**ATPase
enzymes showed more intense electrodense reaction product in macrophages
treated with Canova when compared with controls. Acid phosphatase stain was
observed in almost all endosomal/lysosomal system. Mg**ATPase reaction product
was found in vesicles having the same morphology and localization of those stained
for acid phosphatase. This result suggests that Canova acts enhancing
endosomal/lysosomal system activities. In contrast of this augment, TRAP and lipid
bodies decreased in Canova treated groups. This decrease happens either when we
have macrophages-yeasts interaction. Lipid bodies were founded frequently inside or
around cytoplasmic vacuoles, near mitochondria and reticulum enriched regions, in
both treated and controls groups. Confocal microscopy shows a decrease in the
number of this organels in in vitro treated macrophages. In the presence of yeasts,
lipid bodies appear also in fagosomes. Canova treated cells higher
endosomal/lysosomal activity shows that this treatment can be a great enhancer of
the phagocytic ability.

Keywords: Canova, acid phosphatase, TRAP, Mg**ATPase, lipid bodies
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1. INTRODUCAO

Canova € um medicamento elaborado segundo principios homeopaticos, que
tem demonstrado sua eficacia clinica no tratamento principalmente do cancer e da
AIDS. Estas doencas possuem uma terapéutica convencional agressiva ao
organismo do paciente devido a toxicidade das substancias utilizadas. Como
consequéncia do tratamento com Canova pode-se observar reducdo de massa
tumoral em pacientes com cancer e reducdo de carga viral em pacientes portadores
do virus HIV. Quando utilizado como adjuvante as terapias convencionais, observa-
se uma diminuicdo dos efeitos colaterais da medicacdo alopatica, proporcionando

uma melhora na qualidade de vida dos pacientes.

1.1 HOMEOPATIA

A homeopatia, ciéncia baseada na lei da semelhanca, ¢ um sistema
terapéutico desenvolvido pelo médico alemdo Samuel Christian Hahnemann (1755-
1843) (BAROLLO, 1995).

Hahnemann abandonou a prética da medicina véarias vezes antes da
descoberta da homeopatia, principalmente porque ndo considerava ético o uso de
doses multiplas e muitas vezes téxicas dos medicamentos convencionais (JONAS,
JACOBS, 1996). No ano de 1796, Samuel Hahnemann escreveu pela primeira vez
para o publico sobre a lei de similia, o que seria a base do método homeopatico. Ele
sugeriu, basicamente que uma droga atua de forma terapéutica quando produz em
um individuo saudavel, sintomas semelhantes aos de um enfermo e que pessoas
diferentes teriam diferentes graus de sensibilidades aos mesmos medicamentos.
Seu livro classico, "Organon de Medicina: A arte racional da cura”, foi publicado
inicialmente em 1810 com ultima edi¢cdo escrita em 1843, pouco antes de sua morte
(CLOVER, 1993).

Os tratamentos convencionais alopaticos sdo rapidos, mas também afetam as
partes saudaveis do corpo, muitas vezes produzindo efeitos colaterais indesejados.
O medicamento homeopatico atua estimulando o sistema imunologico a

desencadear respostas adequadas a cada situacdo. Como utiliza substancias
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altamente diluidas, produzem pouco ou nenhum efeito colateral. Os medicamentos
homeopaticos sdo elaborados a partir de substancias derivadas do reino vegetal,
animal e mineral. Todas em quantidades infimas, através de um processo de
preparacao especial denominado dinamizagao. Esta consiste na diluicdo seriada das
substancias em questao, intercalada a processos ritmicos de agitacdo (sucussao).
Cada etapa do processo homeopéatico de diluicdo € realizada de maneira decimal,
desta forma 10 DH representariam uma diluicdo 1 x 10™"°. Embora sua intencéo
original tenha sido reduzir os efeitos toxicos dos medicamentos, Hahnemann afirmou
que a dinamizacdo tornava os remedios mais ativos e especificos aos individuos
sensiveis a eles (KAPLAN, 1994; PATERSON, 2002).

Portanto, a homeopatia € um método de tratamento com pouco ou nenhum
efeito colateral, que utiliza substancias especialmente preparadas e altamente
diluidas, para colocar em acdo os mecanismos de cura do proprio corpo e guia-los
para eliminar a doenca. Parte do principio que todos 0s processos psicolégicos,
fisiolégicos e celulares séo interligados e estdo envolvidos na doenca. Enfim, na
homeopatia, ndo é o medicamento em si que cura a doenca, mas a reacdo dos
mecanismos de cura do organismo desencadeada pelo medicamento, que leva a
cura (JONAS, JACOBS,1996).

1.2 MEDICAMENTO CANOVA

O medicamento Canova, desenvolvido na Argentina por Francisco Canova, €

atualmente fabricado no Brasil. Este medicamento € resultado da combinacdo de

tinturas conhecidas na farmacopéia homeopatica, derivados do Aconitum (11DH),
Arsenicum (19DH), Bryonia (18DH), Lachesis (18DH) e Thuya (19DH) e onde DH
refere-se & decimal hanemanniana (PIEMONTE, BUCHI, 2002).

Aconitum nappelus Arsenicum album Bryonia alba Lachesis muta Thuya occidentalis
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Buchi deu inicio aos estudos laboratoriais com Canova em 1997, desde entdo
varios experimentos foram desenvolvidos a respeito deste medicamento. Esses
ensaios demonstraram que o medicamento Canova atua sobre macréfagos
peritoneais de camundongos, promovendo sua ativagao, diminuindo a liberacéo do
fator de necrose tumoral (TNF-a) e alterando a distribuicdo molecular dos filamentos
de actina, integrinas as e p1 e receptores Fc (PIEMONTE, BUCHI, 2002).

Em 2001 foi realizado o primeiro estudo clinico randomizado duplo-cego para
avaliar a eficacia do medicamento Canova em pacientes portadores de HIV. Nesse
estudo foi constatada diminuicdo da carga viral, queda nas infec¢des oportunistas e
diminuicdo dos danos hepéticos causados pela medicacdo convencional (SASAKI,
2001).

Monografias de conclusdo de curso e dissertacdes de mestrado concluidas
em 2002 mostraram interessantes resultados com o medicamento Canova,
sugerindo alguns dos mecanismos através dos quais o0 medicamento possa agir e

ressaltar seu potencial terapéutico.

Em macréfagos peritoneais de camundongos o tratamento com Canova
aumenta a expressao e atividade das enzimas NADH oxidase in vitro e in vivo,
fosfatase &cida in vitro e Mg"™ ATPase in vitro (LOPES, 2002; OLIVEIRA, 2002).
Aumenta a producdo de Oxido nitrico em presenca ou ndo dos parasitas
Tripanosoma cruzi epimastigota, Tripanosoma cruzi tripomastigota e Leishmania
amazonensis. Aumenta a capacidade de espraiamento em plastico e matrigel e
aumenta o indice endocitico de formas nao infectivas dos microorganismos
Saccharomices cerevisiae e T. cruzi epimastigota (GODOY, 2002). Em
camundongos portadores de sarcoma 180 o medicamento aumentou o niumero de
leucécitos em geral, aumentando o numero de mondécitos e linfocitos, entre eles os
subtipos B, CD4 (T helper), CD8 (T citotoxico) e NK (Natural Killer). Aumentou o
namero de células NK em animais normais e portadores de sarcoma (SATO, 2002).
Retardou a pega e diminuiu o volume do tumor, com 30% de regressao do mesmo,
além de aumentar o infiltrado inflamatério peritumoral e permitir a fibrose peritumoral
(WAL, 2002).
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1.3 SISTEMA IMUNE

O organismo humano estad continuamente exposto a microorganismos que
sao inalados, ingeridos ou entram em contato com a pele e mucosas. O sistema
imune é uma rede integrada de células, 6rgaos linféides, fatores humorais e
citocinas, responséavel pela defesa do organismo. Quando o sistema imune ndo se
encontra em seu padrdo normal, a defesa do organismo encontra-se comprometida:
qgquando em baixa atividade, resulta em infecdes e tumores de imunodeficiéncia;
guando em excesso de atividade, é responsavel pelo aparecimento de alergias e
doencas autoimunes (SEADI, 1998; PARKIN, 2001).

O sistema imune é dividido em dois, inato e adaptativo, de acordo com sua
velocidade, memodria e especificidade de reacao contra patégenos. O sistema imune
inato consiste em mecanismos de defesa que o organismo dispde antes mesmo de
se expor a qualquer substancia estranha, promove a defesa imediata do hospedeiro.
A imunidade inata € a primeira linha de defesa do nosso organismo, caracterizada
em grande parte pela liberacdo de mediadores de macrofagos, neutrofilos, basofilos
e mastocitos. Enquanto a resposta inata algumas vezes danifica tecidos normais por
falta de especificidade, a resposta adaptativa é precisa, mas leva alguns dias ou
semanas para atuar. A imunidade adaptativa tem suas respostas induzidas ou
estimuladas pela exposicdo a substancias estranhas, consiste em reacfes antigeno-
especificas através de linfocitos T e B. Esse tipo de resposta possui memoria,
portanto exposices subsequentes levam a uma resposta mais rapida e intensa, mas
nao imediata (BALLOW, NELSON, 1997; PARKIN, 2001).

Os linfécitos sédo células que reconhecem e respondem especificamente a
antigenos estranhos. No entanto, as fases de reconhecimento e ativacdo das
respostas imunes especificas, dependem de células do sistema inato néo linfoides,
os fagocitos mononucleares, células dendriticas e outras populacbes celulares.
Estas células atuam de maneira ndo especifica para antigenos diferentes. O sistema
mononuclear fagocitico é constituido de células que se originam na medula éssea,
sdo transportadas pela circulacdo sanguinea e se localizam em diversos tecidos.
Apés a maturacdo e subsequente ativacdo, estas células assumem morfologia
variada, mas com uma funcdo em comum, a defesa do organismo através da

7

fagocitose. O sistema mononuclear fagocitico é constituido de monoblastos,
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promondécitos e mondcitos na medula 0ssea, mondécitos no sangue periférico e
macrofagos nos tecidos (LASSER, 1983; ABBAS, LICHTMAN, POBER, 2000).

1.4 MACROFAGOS

Uma das células do Sistema Mononuclear Fagocitico que penetra no sangue
periférico depois de deixar a medula 0ssea, ainda indiferenciado € o mondcito. Este
se fixa nos tecidos, amadurece e diferencia-se em macrofago (ABBAS, LICHTMAN,
POBER, 2000). O macrofago foi descrito por Metchnikoff, no final do século
dezenove, como uma célula com capacidade fagocitica. Somente a partir de estudos
de Mackaness, nos anos 60, a atividade secretora dessa célula adquiriu importancia
(NORTH, 1978). Séo células relativamente grandes, que medem entre 25-50um de
diametro, com nucleo irregular, possuem um ou mais nucléolos, cromatina pouco
condensada, citoesqueleto bem desenvolvido, inimeras projecdes citoplasmaticas,
grande numero de lisossomos, complexo de Golgi e mitocdndrias (AUGER, ROSS,
1992). Os macréfagos possuem um papel fundamental no sistema imune. Estao
localizados em diversos tecidos e envolvidos em processos diferentes tais como
reconstrucdo de tecidos durante a embriogénese, reparo de lesdes, remocdo de
células senescentes ou lesadas, hemopoiese e homeostase (KLIMP et al., 2001).

Macrofagos constituem a primeira linha de defesa do organismo. Iniciam a
resposta inata a infeccdo e mobilizam linfécitos para elaborarem respostas antigeno-
especificas e humorais para protecdo do organismo contra patdgenos intra e
extracelulares. O reconhecimento primario dos antigenos ocorre nos receptores da
membrana plasmética destas células. Estes sdo moléculas glicoprotéicas, expressas
na superficie celular, que permitem a comunicacdo dos macréfagos com o meio em
que esta localizado, recebendo informacdes para exercer suas funcées ou para
cessa-las (SILVA, QUELUZ, 1996). Estes receptores controlam as atividades dos
macréfagos tais como: crescimento, diferenciacao, ativacdo, migracdo, endocitose e
secrecdo. Portanto, sdo importantes em processos fisiolégicos e patologicos,
incluindo a defesa do hospedeiro, inflamacdes e reparos (GORDON et al., 1988).

Macrofagos residentes sdo denominados aqueles que nao sofreram nenhum

estimulo extracelular. Sao células menores, quando comparadas a células ativadas,
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com poucas projecdes citoplasmaticas, localizados em diversos tecidos saudaveis,
incluindo os macréfagos do tecido conjuntivo (histiécitos), do figado (células de
Kupffer), do pulm@o (macréfagos alveolares), dos linfonodos, baco, medula éssea,
dos fluidos serosos (macréfagos pleurais e peritoneais), da pele (histidcitos e células
de Langerhans), entre outros (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

Macrofagos ativados caracterizam-se por apresentarem diversas alteracdes
funcionais, bioquimicas e morfologicas. O termo "macréfago ativado™ foi introduzido
por Mackaness, descrevendo mudancas que levavam o macrofago a aumentar sua
resisténcia a patogenos, inflamacbes e neoplasias. As caracteristicas dos
macrofagos ativados foram muito bem definidas jA em 1978, por North, Karnovsky,
Lazdins e Cohn. Estas células tém sua atividade metabdlica, motilidade e atividade
fagocitica rapidamente aumentadas. Os macréfagos ativados sdo maiores que 0S
nao ativados, possuem maior habilidade para se aderir e espraiar, maior capacidade
de endocitose e fusdo de lisossomos com vacuolos endociticos, aumento da
expressao e secre¢ao de enzimas lisossomais e fatores de crescimento, aumento do
consumo de oxigénio e producdo de grandes quantidades de intermediarios reativos
do oxigénio (ROS) e do nitrogénio (RNS). Estas caracteristicas Ihes conferem
eficiéncia na destruicdo de patégenos e células tumorais (COHN, 1978;
KARNOVSKY, LAZDINS, 1978; NORTH, 1978; LASSER, 1983; ERWIG et al., 1998;
KLIMP, 2001).

Os macrofagos podem exercer a funcdo de defesa de maneira indireta, em
atividades anti-tumorais e microbicidas, através da secrecdo de citocinas ou
apresentacdo de antigenos, regulando o sistema imune (KLIMP et al., 2001). Uma
grande variedade de citocinas é secretada pelos macrofagos. As interleucinas IL-1,
IL-6, IL-8 e o fator de necrose tumoral (TNF) mobilizam respostas imunes inatas e
sinalizam linfécitos T, via IL-10, IL-12 e IL-18, a iniciar respostas especificas contra
patdgenos intra e extracelulares. Os linfocitos T por sua vez, liberam a principal
molécula estimuladora de macrofagos, o IFN-y (interferon y) (MURTAUGH e FOSS,
2002). Os macrofagos podem ainda exercer a funcéo de defesa de maneira direta,
envolvendo liberacdo de varios mediadores inflamatorios, como o TNF-a, IL-1,
eicosanoides, ROS e RNS. Os produtos de oxigénio e nitrogénio produzidos pelos
macrofagos, de acao citotoxica, incluem o peroxido de hidrogénio (H.O;), 0 anion

superéxido (O2), o radical hidroxil (OH), o oOxido nitrico (NO) e o peroxinitrito
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(OONO) (NATHAN,1987; VANE et al.,, 1994; KLIMP et al., 2001; FORMAN,
TORRES, 2001). Para a protecdo dos macrofagos contra esses produtos téxicos, os
mesmos sao estocados em vesiculas, qgue podem ser colocados em contato com 0s
fagossomos, que contém o material ingerido (PLAYFAIR, 1995).

Portanto, apdés o reconhecimento, os macréfagos internalizam, processam,
digerem e apresentam o antigeno aos linfocitos, que vao produzir moléculas que vao
desencadear respostas em outras células, inclusive nos macréfagos, ativando-os, ou
seja, potencializando sua acgéo (STITES, TERR, PARSLOW, 2000). O processo de
apresentacao de antigeno envolve a ligacdo de peptidios antigénicos a moléculas
MHC 1l (Major Histocompatibility Complex Class IlI). ApGs a internalizacdo dos
antigenos por endocitose, complexos peptidios/MHC Il serdo formados em diversas
vesiculas do sistema endossomal/lisossomal, principalmente nos compartimentos
tardios. Os fagossomas por si sO possuem pequena atividade microbicida, esta
atividade chega ao fagossoma através de um processo de maturacdo que envolve
uma série de complexos eventos de fusdo de endossomas e lisossomas para a
formacdo de fagolisossomas. A maturagdo do fagossoma resulta numa forte
acidificacdo intravesicular, atividade proteolitica lisossomal e geracdo de ROS
(GERMAIN, 1993; UNDERHILL, OZINSKY, 2002).

1.5 SISTEMA ENDOSSOMAL E APRESENTACAO DE ANTIGENO

Macréfagos internalizam antigenos através da fagocitose, cavéolas,
pinocitose, endocitose mediada por receptor, entre outras formas. As formas de
entrada convergem para os endossomas. O sistema endocitico compreende um
sistema pleiomorfico interligado que envolve vesiculas, vacuolos maiores e tabulos
que se comunicam entre si, com a membrana plasmatica, complexo de golgi e
reticulo endoplasmatico (GEUZE, 1999).

Os endossomas precoces (EE - early endosome) sdo as primeiras estruturas
a receberem o material endocitado, possuem pH em torno de 6,2-6,5, relativamente
pouca atividade proteolitica, permitem que receptores livres sejam reciclados e
retornem a membrana plasmatica (LUDWIG et al., 1991). Na periferia celular a rede

tubular EE esta conectada a pequenos vacuolos EEs, os quais selecionam proteinas
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sollveis e de membrana a serem transportadas para a via endocitica, membrana
plasmatica e rede trans-Golgi (GEUZE, 1999). Enzimas lisossomais recém
sintetizadas sao introduzidas nestes compartimentos que também contém rab 5,
transferrina e seus receptores (ZERIAL, STENMARK, 1993; SIMONS, ZERIAL,
1993; HOPKINS, 1983). As proteinas de membrana plasmatica que séo recicladas,
como o receptor de transferrina, frequentemente utilizado como marcador para EE,

saem dos EEs via pequenas vesiculas vindas dos tubulos EEs (GEUZE, 1999).
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Figura 1 — Desenho representativo do sistema endossomal

Proteinas internalizadas que ndo séo recicladas nos EEs séo transportadas
para os endossomas tardios (LE - late endossome) e lisossomas. Os LEs e corpos
multivesiculares se desenvolvem a partir de vacuolos do EE. Os LEs amadurecem
gradualmente, remodelando a composicdo de sua membrana, enquanto vesiculas
se fundem ou saem, transformando-se em lisossomas. Os LEs podem também
fundir-se com lisossomas e vacuolos autofagicos pré-existentes. O inicio da
formacdo dos LEs ocorre na periferia celular e continua migrando ao longo dos
microtubulos para a regido perinuclear (GEUZE, 1999). Diferentemente dos EEs e
lisossomas, os LEs contém muitos receptores de manose 6-fosfato. Possuem

também mais hidrolases acidas e pH mais baixo que o dos EEs, contém rab 7 e
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LAMPS (lisossomal-associate membrane protein) e, assim como os lisossomas, sao
compartimentos de degradacdo (GEUZE, 1999; TJELLE, 1996). Os LEs também
contribuem para a reciclagem de proteinas, jA que nestes compartimentos séo
encontradas pequenas quantidades de receptores de transferrina (KILLISCH et al.,
1992). Os LEs acumulam membranas internas e muito material denso, o que resulta
na caracteristica de alta densidade dos lisossomas. Estes sdo os Ultimos
compartimentos da via endocitica, com pH muito baixo, entre 4 e 5 (POOLE,
OHKUMA, 1981). Possuem a maior concentracdo de hidrolases acidas da via
endocitica e portanto sdo o principal compartimento de degradacdo na célula
(KORNFELD, MELLMAN, 1989).

Uma importante funcdo da protedlise endossomal/llisossomal € o
processamento dos antigenos que se ligam ao MHC II. Nas células apresentadoras
de antigeno a maior parte das moléculas MHC Il € encontrada em compartimentos
LEs e lisossomas. Estas estruturas sao coletivamente denominadas MIICs (MHC
class Il compartments) (GEUZE, 1998).

Moléculas MHC Il sdo heterodimeros of3, sintetizadas no reticulo
endoplasmatico, cuja estrutura forma sitios que permitem a ligacdo de uma grande
variedade de peptidios. Os dimeros o3 recém sintetizados se associam, ainda no
reticulo endoplasmético, com a cadeia invariante (li), uma proteina que possui
funcdo chaperona para moléculas MHC II, direcionando-as para a via endocitica
(VILLADANGOS et al., 2000). A maior parte dos complexos MHC lI-li derivados da
rede trans-Golgi entram na via endocitica num tipo de MIIC precoce, situado logo em
seguida aos EEs e que contém muita li (GEUZE, 1998). Na formacdo do complexo
af-li a CLIP (Class Il Invariant Chain-Derived Peptide), uma regido especializada de
li, € inserida no sitio de ligacdo para peptidios do dimero o de maneira similar aos
peptidios antigénicos. Esta interagdo € necessaria para estabilizar o dimero off e
prevenir a ligacdo de peptidios residentes. Entrando na via endocitica, 0 complexo
MHC II-li é rapidamente degradado, mas restam ainda fragmentos de CLIP,
transitoriamente associados ao MHC I, até que sejam removidos com a ajuda de
moléculas semelhantes ao MHC, a HLA-DM (H2-M em camundongos), entdo ocorre

a associacao de peptidios antigénicos com MHC, que serdo transportados para a
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membrana celular para o reconhecimento pelas células T (VILLADANGOS et al.,
2000; GEUZE, 1998).

1.6 FOSFATASE ACIDA

Fosfatases Acidas (AcPase) sio uma familia de enzimas que s&o
diferenciadas de acordo com propriedades estruturais, cataliticas e imunoldgicas.
Trés isoenzimas de fosfatases &cidas pertencentes ao grupo de monoesterases
ortofosféricas com pH 6timo &cido, foram identificadas (DREXLER, GIGNAC, 1994).
Tem-se a fosfatase acida prostatica que € especificamente expressa e secretada
nesta glandula (VINHKO, et al.,, 1988). A fosfatase acida lisossomal, sensivel a
inibicdo pelo L-tartarato, & encontrada em diferentes células e tecidos (DE ARAUJO,
MIES, ORLANDO, 1976). A fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP, tartrate
resistant acid phosphatase) € encontrada em células do sistema mononuclear
fagocitico (CLARK et al., 1989; HAYMAN, COX, 1994).

Estas enzimas liberam fosfato inorganico, um metabdlito chave para o
desenvolvimento celular, a partir de ésteres de fosfato (SUTER et al., 2001). As
fosfatases acidas séo hidrolases contidas nos lisossomos, amplamente utilizadas em
técnicas citoquimicas como enzimas marcadoras de vesiculas do sistema lisossomal
e outras organelas de processos relacionados com o sistema endossomal.
Entretanto é igualmente claro que ela também ocorre em outros sistemas
membranosos das células e na fase soluvel (TEIXEIRA et al., 2001; ALBERTS et
al.,1997; OLEA,1991). Os lisossomos sdo compartimentos que contém enzimas
hidroliticas utilizadas na digestéo intracelular controlada de macromoléculas. Contém
varios tipos de hidrolases acidas responsaveis pela quebra de restos intra e
extracelulares, destruicdo de microrganismos fagocitados e producéo de nutrientes
para a célula. Nos macréfagos, os lisossomos desempenham a funcédo de digerir
material proveniente de fora da célula (heterofagia), e substancias préprias das
células (autofagia) (MEIRELLES,1983).

A fosfatase &cida é classicamente considerada um critério bioquimico para
macrofagos ativados, pois assim como ROS e outras enzimas lisossomais, se

encontra aumentada nestas células ativadas, quando comparada com células
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residentes (KARNOVSKY, LAZDINS, 1978; GREEN et al.,1994). A funcado digestiva
intervém em numerosos processos biolodgicos, como a defesa, nutricdo dos
organismos e involucdo de o6rgdos ou tecidos no curso do desenvolvimento
(MEIRELLES,1983).

A TRAP, também conhecida como fosfatase acida purpura ou fosfatase acida
tipo 5, distingue-se das outras fosfatases de mamiferos por sua cor caracteristica,
baixo pH o6timo (~5), alto ponto isoelétrico (~9) e resisténcia ao L-tartarato, sendo
comumente encontrada em macrofagos e em osteoclastos de mamiferos (LORD et
al., 1990; MARSHALL et al., 1997; KAIJA et al., 2002). Estas células possuem uma
linhagem comum e ambas geram radicais livres derivados do oxigénio, 0s quais
estdo diretamente associados com atividade microbicida e reabsor¢do 0ssea, 0 que
confere a estes tipos celulares uma grande taxa de sintese desta enzima (HAYMAN,
COX, 1994).

A expressdo da TRAP tem sido encontrada aumentada em algumas
condi¢des patolégicas como a doenca de Gaucher (ROBINSON, GLEW, 1980), na
reticuloendoteliose leucémica (LAM, et al. 1976, KETCHAM, et al. 1985), na
encefalopatia induzida por HIV (SCHINDELMEISER, et al. 1989), na osteoporose e
em outras patologias no metabolismo 6sseo (DELMAS, 1992; CHEUNG, et al. 1995).

As funcgdes fisiologicas da TRAP ainda ndo foram bem esclarecidas. Sugere-
se algumas fungdes a TRAP de macréfagos: funcbes microbicidas, através da
geracdo de ROS, degradacdo de material infeccioso, no caso de macréfagos
alveolares e a hidrélise de fosfoproteinas de membrana de eritrocitos, no caso de
macréfagos esplénicos (MARSHALL et al.,1997). Sugere-se que as atividades
fosfatase e geracdo de ROS da TRAP sejam independentes, mesmo que o sitio
ativo utilizado para estas funcdes seja 0 mesmo, ja que o pH 6timo para a geracao
de ROS ¢ 6,5, enquanto o pH 6timo para atividade fosfatase é 4,5 (KAIJA et al.,
2002).

Tem sido sugerido que a TRAP participe no processamento macromolecular
de antigenos, ja que é encontrada em células apresentadoras de antigeno derivadas
da medula 6ssea, como macrofagos e células dendriticas (HAYMAN et al., 2000).
Esta hipotese € corroborada pela co-localizagdo da TRAP com moléculas MHC 1l e
bactérias fagocitadas, no sistema endossomal/lisossomal tardio (RAISANEN et al.,

2001). Estudos histoquimicos, citoquimicos e imunocitoquimicos mostram que a
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TRAP esta localizada no interior de vesiculas do sistema endossoma/lisossoma,
vesiculas transcitéticas intracelulares nos osteoclastos e na rota de apresentacao de
antigenos em macréfagos (LAM et al., 1976, CLARK et al., 1989, REINHOLT et al.,
1990, HALLEEN et al., 1999, HAYMAN et al., 2000, RAISANEN et al., 2001).

1.7 MAGNESIO

O magnésio (Mg) é o segundo elemento mais abundante nos sistemas
celulares. Ele atua em inumeras fung¢des bioldgicas, incluindo o transporte de ions
calcio e potassio, sintese de proteinas e &cidos nucléicos, manutencdo da
integridade do citoesqueleto e mitocondrias, modula transducdo de sinais,
metabolismo energético e proliferacao celular. O Mg é cofator de inUmeras reacdes
enzimaticas, sendo especialmente importante para enzimas que utilizam
nucleotideos como cofatores ou substratos. Isso ocorre com fosfotransferases e
hidrolases, assim como ATPases (HARTWIG, 2001; SARIS et al., 2000).

Foi descrito que o transporte de substratos protéicos intracelulares para os
lisossomos é realizado por proteinas da familia heat shock de 70 kD (hsp70), que
necessitam de ATP e MgCl,, a heat shock cognata de 73 kD (hsc73)
constitutivamente expressa no citoplasma (CHIANG et al., 1989) e uma hsp 70
localizada no Iumen lisossomal (ly-hsc73) (AGARRABERES, TERLECKY, DICE,
1997; CUERVO, DICE, KNECHT, 1997). Panjwani e colaboradores mostraram que
em macrofagos a expressao de hsc73 coincide com a expressao de moléculas MHC
Il e que antigenos endocitados por estas células interagem com a hsc73, sendo que
esta interacdo é dependente de ATP (PANJWANI et al.,1999). A hsc73 citosolica,
com sua atividade chaperona, reconhece sequéncias especificas em proteinas que
sdo enderecadas a degradacdo nos lisossomos. Agarraberes e colaboradores
demonstraram em andlise de gel bi-dimendional que a ly-hsc 73 corresponde em sua
maioria a isoforma acidica da hsc73 citosélica (AGARRABERES, TERLECKY, DICE,
1997).

As ATPases sdo enzimas de extrema importancia na bioquimica celular,
principalmente no metabolismo de energia (SARIS et al., 2000). Estas enzimas vém

sendo amplamente utilizadas como marcadoras de membrana plasmatica
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(CARVALHO, SOUZA, 1989). O citoplasma contém energia nos depositos de
moléculas de triacilglicerideos (lipidios neutros) e de moléculas de glicogénio. Estas
reservas podem ser oxidadas, culminando com a transferéncia de sua energia para
o ATP formado na mitocOndria. As ATPases sao enzimas que rompem a ligacao
quimica do grupo fosfato terminal do ATP, liberando energia e gerando ADP. O Mg é
necessario como cofator para a maioria das ATPases, um baixo nivel de Mg
prejudica o transporte de K, H, Na, Ca (CARVALHO, SOUZA, 1989).

Devido ao aumento metabdlico, os macréfagos ativados necessitam de mais
nutrientes e entre esses nutrientes encontram-se os ions. A entrada do ion Mg*™* na
célula ocorre por difusdo, devido a um potencial de membrana negativo no lado
citosélico. Como o efluxo de Mg é contra o gradiente eletroquimico, é necessario um
mecanismo envolvendo gasto energético para a saida do Mg da célula. Este
processo pode ser feito através de antiporte com Na*, ou através de um mecanismo
de bomba de Mg, dependente de ATP. A Mg ATPase, enzima presente na
membrana plasmatica, permite a saida do ion Mg™" da célula, utilizando a energia
liberada pela hidrélise do ATP (BUCHI, SOUZA, 1992; SARIS et al., 2000).

O magneésio possui um papel estabilizador e protetor de membranas, devido a
sua carga (Mg®") e a capacidade de inibir a fosfolipase A, (SARIS et al., 2000).
Possui também, papel fundamental na liberagdo de 6xido nitrico pelas células. Sua
deficiéncia impede a liberacdo desta substancia que possui papel fundamental na
prevencao de infeccdes e vasodilatacdo (JOHNSON, 2001). Outro aspecto que vem
sendo muito discutido é a relacédo entre a deficiéncia de Mg e o stress oxidativo. A
deficiéncia de Mg leva animais a apresentarem alteracdes na resposta imune, sao
mais suscetiveis ao stress oxidativo e a peroxidacdo. Ratos com dieta pobre em Mg
mostraram uma acelerada involucdo do timo, acompanhada de apoptose
aumentada. Células endoteliais bovinas cultivadas em meio pobre em Mg,
apresentaram altos niveis de peroxidagdo lipidica e danos no processo oxidativo
intracelular (DICKENS et al.,, 1992; RAYSSIGUIER et al.,, 1993; MALPUECH-
BRUGERE, 1999).
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1.8 CORPOS LIPIDICOS

Antigamente os lipidios eram vistos como unidades estruturais inativas da
membrana, sé recentemente eles foram reconhecidos como importantes moléculas
na transmissdo e regulacdo da sinalizacdo celular. Agem como precursores e
também atuam diretamente como mensageiros na transmissdo de sinais gerados na
superficie celular pela ligacdo de um agonista com o receptor. E uma importante
classe de segundos mensageiros (JACKSON, 1997).

A maioria dos organismos transporta ou estoca lipidios neutros como corpos
lipidicos, inclusbes citoplasmaticas ndo ligadas a membrana que variam muito em
sua morfologia (MURPHY, VANCE, 1999). Os corpos lipidicos séo estruturas
morfologicamente distintas e podem ser identificadas por microscopia eletrénica e de
luz utilizando-se coloracéo especifica. Sdo goticulas esferoidais que variam de 0,1 a
50 um, envolvidas por uma monocamada de fosfolipidios com algumas proteinas
especificas. Entre os lipidios contidos nestas organelas estdo principalmente
triacilgliceraois, diacilglicerois (em alguns tecidos de insetos) e ésteres de colesterol
(MELO et al., 2003).

Os mecanismos pelos quais os corpos lipidicos sdo gerados nas plantas,
animais e microorganismos parecem ter em comum sua origem em microdominios
especificos do reticulo endoplasmatico (ou na membrana plasmatica dos
procariotos), que contém enzimas de biosintese de lipidios (MURPHY, VANCE,
1999).

Os corpos lipidicos representam uma caracteristica morfolégica da
participacdo celular no processo de resposta inflamatéria. Sdo constituintes normais
de muitos tipos celulares, incluindo neutrofilos, eosindfilos, linfocitos, mastocitos,
células endoteliais e fibroblastos. A principal funcédo destas particulas € armazenar
lipidios neutros como fonte de energia, de componentes necessarios a biogénese de
membranas e componentes lipofilicos especificos, como horménios esterdides
(MELO et al., 2003).

Estudos sobre a formacdo de corpos lipidicos e seus papéis na inflamacgéao
tém mostrado que os corpos lipidicos podem atuar como organelas intracelulares

dindmicas. O numero e o0 tamanho destes corpos lipidicos aumentam
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significativamente quando as células participam de processos inflamatérios, tendo
sido reconhecidos como dominios intracelulares especializados, envolvidos na
formacdo de mediadores paracrinos da inflamacdo (eicosandides), em células
envolvidas em reacdes inflamatérias (MELO et al., 2003). Foi observado que o
namero de corpos lipidicos aumenta em eosindfilos e em outros leucocitos quando
estes participam de reacgfes inflamatérias (ZWEYTICK, ATHENSTAEDT, DAUM,
2000). Enquanto alguns macro6fagos podem conter relativamente poucos corpos
lipidicos, esses sdo caracteristicamente abundantes em macréfagos (e outras
células) envolvidos em inflamacdes, aterosclerose e neoplasias (MURPHY, 2001).
Em 1983 em macréfagos alveolares humanos foi observada a associacdo de corpos
lipidicos com a rede de filamentos intermediarios. O estimulo da fagocitose nestas
células resultou no movimento destes corpos lipidicos para as proximidades dos
fagolisossomas, dentro dos quais eles descartam seu conteudo. Macrofagos séo
importantes sitios do metabolismo de acido araquidénico, os produtos deste séo
potentes mediadores biologicos. Os derivados da oxidacdo do &cido araquiddnico
incluem eicosandides como prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanas que séo
produzidas via cicloxigenase (COX), assim como leucotrienos e hidroxi/hidroperoxi
acidos graxos resultantes da via da lipoxigenase (LOX). Esses mediadores possuem
papéis importantes em diversos processos celulares como inflamacgéo, imunidade e
homeostase (DVORAK, 1983). O possivel papel dos corpos lipidicos na formacéo de
eicosandides é corroborado pelo fato de enzimas relacionadas a formacao destes,
como a fosfolipase A;, COX, MAP (mitogen-activated protein) quinases, LOX,
leucotrieno C, sintase, prostaglandina endoperdxido sintase e prostaglandina H
sintase terem sido encontradas associadas ou contidas em corpos lipidicos
(DVORAK et al., 1992; DVORAK et al., 1992; DVORAK et al., 1994; BOZZA et al.,
1997; BOZZA et al., 1998; YU et al., 1998; WELLER, DVORAK, 1994).
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2. JUSTIFICATIVA

A maioria dos tratamentos médicos € efetivo no controle das doencas, porém
muitas vezes produz efeitos colaterais indesejados. A homeopatia € um método de
tratamento que de maneira geral ndo apresenta toxicidade, fazendo com que esta
especialidade médica seja cada vez mais utilizada. No entanto a homeopatia ainda
carece de estudos cientificos que esclarecam seus mecanismos de acdo e
comprovem sua eficacia.

O medicamento homeopatico Canova vem sendo utilizado com sucesso no
tratamento de pacientes com cancer e AIDS. Alguns desses pacientes utilizam
apenas o medicamento Canova, enquanto outros fazem o uso dessa medicacao
concomitantemente ao tratamento alopatico usual recomendado a suas respectivas
doencas (quimioterapicos e anti-retrovirais). Relatos de médicos e pacientes
usuarios da medicagdo confirmam a eficacia clinica do tratamento. Relatam melhora
nos sintomas e principalmente na qualidade de suas vidas, além de amenizar os
efeitos colaterais dos demais medicamentos, quando estes sao utilizados em
conjunto.

Nosso laboratério deu inicio a estudos celulares e moleculares com o
medicamento Canova, a fim de aumentar o conhecimento dos mecanismos de acao
deste medicamento. Hoje, através destes estudos, sabemos da sua atuacdo na
ativacdo de macrofagos. No entanto as vias de atuacdo do medicamento através
destas células ainda ndo séo totalmente conhecidas.

Neste trabalho pretende-se dar continuidade aos experimentos ja realizados
com o medicamento Canova, a fim de obter um maior nimero de informacfes que

contribuam para o esclarecimento de seu mecanismo de acéao.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Avaliar os efeitos do medicamento Canova sobre a atividade de macréfagos

peritoneais de camundongo.

Objetivos especificos

e Avaliar possiveis alteragfes ultraestruturais nos macréfagos tratados com
Canova com o auxilio da Microscopia Eletronica de Transmissao;

e Detectar a atividade das enzimas Mg'* ATPase, fosfatase acida e TRAP,
utilizando técnicas de citoquimica;

e Observar os corpos lipidicos, com o auxilio da microscopia confocal e
eletronica de transmisséao;

e Avaliar a atividade fagocitica dos macréfagos tratados com Canova em
microscopia eletrénica, Optica e confocal, observando possiveis alteracdes na

atividade da enzima fosfatase &cida e na localizacdo de corpos lipidicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  ANIMAIS

Utilizou-se como modelo biolégico, camundongos albinos sui¢cos, machos, da
espécie Mus musculus, linhagem Rockefeller, com idade de 3 meses, pesando entre
40 e 60g, os quais foram gentilmente cedidos pelo biotério do Instituto de Tecnologia
do Parana (TECPAR).

4.2 OBTENCAO DOS MACROFAGOS PERITONEAIS

Para a obtencdo dos macréfagos peritoneais, foi feita a coleta do lavado
intraperitoneal dos camundongos. Estes foram anestesiados através da inalacao de
éter etilico, para posterior eutanasia por meio de deslocamento cervical.
Imediatamente apds o Obito, foi realizada a seccdo da pele abdominal para a
exposicao do peritbnio. Foi injetado na cavidade peritoneal 10 mL de solucdo de
PBS estéril pH 7,4, a 4°C. O peritonio foi entdo massageado para que ocorresse o
desprendimento das células e o lavado peritoneal retirado com auxilio de uma
seringa e armazenados a 4°C até o plagueamento (PIEMONTE e BUCHI, 2002).

4.3 CULTIVO CELULAR

Os macroéfagos foram cultivados em garrafas ou placas de cultivo de 24
pocos, estéreis, com o numero de células necessarias para cada experimento. O
lavado intraperitoneal foi mantido em estufa a 37°C com 5% de CO,, durante 15
minutos para a adesdo dos macrofagos nas paredes da garrafa ou sobre as
laminulas previamente distribuidas nas placas de cultivo. Apds este tempo, as
células ndo aderentes foram descartadas e se adicionou meio de cultura DMEM a
37°C suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibiético (penicilina 1 U/mL,
estreptomicina 1 pg/mL, e anfotericina 2,5ug/L). As células permaneceram em
cultura por um periodo de 48 horas (PIEMONTE e BUCHI, 2002).
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4.4 GRUPOS DE TRATAMENTO

As andlises foram realizadas em camundongos (experimentos in vivo) e em
macrofagos cultivados (item 4.3) (experimentos in vitro),
Os experimentos envolveram trés grupos de tratamento:

e Grupo Controle: sem qualquer tratamento

e Grupo Diluente: tratamento com solucdo hidroalcodlica 0,01% utilizada na
preparacao do medicamento.

e Grupo Tratado: tratamento com o medicamento Canova.

Todos os grupos foram mantidos sob as mesmas condicbes ambientais

controladas.

4.41 TRATAMENTO IN VIVO

O tratamento dos animais ocorreu durante 7 dias com a administracao de
solucdo hidroalcéolica ou Canova sucussionado (3ulL/g), em seus respectivos
grupos, através de injecdes subcutaneas a cada 24 horas. Apos o periodo de 7 dias,
as células foram coletadas e cultivadas por 24 horas (item 4.3) para posterior

utilizacdo em procedimentos experimentais (PIEMONTE e BUCHI, 2002).

4.4.2 TRATAMENTO IN VITRO

As células foram tratadas, de acordo com seus respectivos grupos,
adicionando-se ao meio de cultura 10% da medicagao sucussionada ou diluente em
relacdo ao meio, ap6s as 3 primeiras horas de cultivo. Uma segunda dose do
tratamento, na concentracdo de 1% em relacdo ao meio, foi administrada passadas
24 horas de cultivo (PIEMONTE e BUCHI, 2002).
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4.5  Saccharomyces cerevisiae

Os exemplares de S. cerevisiae (leveduras) foram mantidos a —20°C, sendo
aliquotas do estoque separadas e descongeladas para a utilizacdo em cada
experimento.

Durante o processo de preparacdo, as leveduras foram diluidas e
homogeneizadas em 10ml de PBS (pH 7.4), sendo entdo lavadas 2 vezes por
centrifugacédo (2000 rpm/5 min). O sobrenadante foi desprezado e substituido a cada
etapa. Apos a lavagem, o numero de leveduras contidas na solucdo foi determinado
através de contagem em Céamara de Neubauer. Ap6s a contagem, 0S
microrganismos foram centrifugados até que fosse obtido um precipitado celular, o
sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas em meio de cultura
sem SFB. A concentracdo final da solucdo foi calculada para que o numero de
leveduras (10:1) a ser adicionado em cada experimento estivesse contido em 200 pl
de meio de cultura (BUCHI et al, 1993).

4.6  INTERACAO LEVEDURA -MACROFAGOS

Apos cultivo celular em placa de cultura de 24 pocos, por um periodo de 48
horas, os macrofagos foram lavados 5 vezes com meio de cultura sem SFB e as
leveduras adicionadas, na propor¢do de 10:1 em relacdo ao niumero de macréfagos
(10° células/poco). As placas de cultivo foram entdo incubadas em estufa a 37°C,
com atmosfera umida e 5% de CO,, durante 2 horas (CARVALHO et al, 1999).

Apés o periodo de interacdo as células foram fixadas, conforme o

determinado para cada experimento.

4.7 CITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL COM TRATAMENTO IN VITRO E IN
VIVO DA ENZIMA Mg*™ ATPASE

Os animais foram tratados para os experimentos in vivo, seus macréfagos

coletados e cultivados por 24 horas, segundo método descrito anteriormente (itens
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4.2, 4.3 e 4.4.1). Nos experimentos com tratamento in vitro, os macrofagos foram
tratados em cultura de 48 horas (itens 4.2, 4.3 e 4.4.2).

Os macrofagos foram incubados em meio adequado a atividade da
enzima Mg ATPase de acordo com a metodologia descrita no ANEXO 1. O meio
de incubacao continha o substrato da enzima (ATP), o cofator (Sulfato de Magnésio)
e 0 agente de captura (Cloreto de Cério). O Cério se complexa com o fosfato e forma
um precipitado eletrondenso, o fosfato de cério, facilmente visualizavel no
microscépio eletrbnico. Além dos grupos de tratamento, neste experimento foi
adicionado o grupo controle da enzima (ANEXO 1). Neste grupo néo foi adicionado o
substrato da enzima, para que se pudesse garantir a especificidade da marcacéo.
Apés incubacdo as células foram fixadas segundo Karnovsky (1965) e apds a
fixacdo, as células foram processadas para microscopia eletrénica de transmisséo e
observadas sem contrastacdo (ANEXO 2) (BUCHI et al, 1993).

4.8 CITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL IN VIVO E IN VITRO DA ENZIMA
AcPase

Os animais foram tratados para 0s experimentos com tratamento in vivo, seus
macrofagos coletados e cultivados por 24 horas, segundo método descrito
anteriormente (itens 4.2, 4.3 e 4.4.1). Nos experimentos com tratamento in vitro, 0s
macréfagos foram tratados em cultura de 48 horas (itens 4.2, 4.3 e 4.4.2).

Os macroéfagos foram incubados em meio adequado a enzima AcPase. Apos
incubacédo, sempre se respeitando os grupos de tratamento, as células foram entédo
fixadas segundo Karnovsky (1965) (ANEXO 3). O meio de incubacdo continha o
substrato da enzima (B-Glicerofosfato) e o agente de captura (Cloreto de Cério). O
Cério se complexa com o fosfato e forma um precipitado eletrondenso, o Fosfato de
Cério, facilmente visualizavel no microscopio eletrénico. Além dos grupos de
tratamento, neste experimento foi realizado um grupo controle da reacao enziméatica.
Neste grupo ndo foi adicionado o substrato da enzima, no entanto adicionou-se
Fluoreto de Sddio (inibidor da AcPase) para que se pudesse garantir a
especificidade da marcacdo (JAMUR, VUGMAN e HAND, 1986; ROBINSON e
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KARNOVSKY, 1983). Apdés a fixacdo, as células foram processadas para

microscopia eletrénica de transmissao e observadas sem contrastacao (ANEXO 2).

49 CITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL PARA DETECCAO DE CORPOS
LIPIDICOS

Os animais foram tratados de acordo com o item 4.2, sacrificados, seus
macrofagos coletados e cultivados por 48 horas (itens 4.3 e 4.4). De cada grupo
foram analisados macréfagos com (Item 4.6) e sem interacdo com leveduras. O
grupo sem interacdo com levedura foi submetido as mesmas condi¢gdes do grupo
com leveduras, no entanto sem a adicdo das mesmas.

Os macréfagos foram fixados com glutaraldeido e pos-fixados com o
complexo Osmio-Imidazol (ANEXO 4). O imidazol penetra rapidamente nas células e
facilita a interacdo da molécula do tetroxido de 6smio com os lipidios insaturados,
contrastando fortemente as inclusdes lipidicas. Posteriormente a pos-fixacédo, segue-
se com o procedimento de rotina para microscopia eletrénica de transmissédo, com
contrastacdo em citrato de chumbo (ANEXO 2) (DE SOUZA, et al., 1998;
ANGERMULLER e FAHIMI, 1982).

4.10 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A fixacao foi realizada de acordo com o descrito nos diferentes experimentos,
em Karnovsky ou glutaraldeido. As células foram raspadas das garrafas de cultura,
coletadas e centrifugadas. Foi feita entdo, a pds-fixacdo em tetroxido de 6smio 1%,
ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de célcio 2 mM, desidratacdo em acetona,
infiltracdo em mistura de epon:acetona em série decrescente e a emblocagem feita
em epon. Apds a polimerizacdo do epon em estufa a 60°C, os blocos foram cortados
em ultramicr6tomo e observados no microscopio eletrbnico de transmissdo Jeol
1200 EXII, 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 0,5u (ANEXO 2).
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4.11 CITOQUIMICA PARA ENZIMA ACPASE TOTAL E TRAP

Para verificar a atividade da enzima AcPase total e da TRAP, foram
realizados experimentos com macrofagos cultivados em placas de 24 pocos,
contendo laminulas, por 48 horas, com e sem interagcdo com leveduras, segundo
método descrito anteriormente. Utilizou-se o "Sigma Diagnostics Acid Phosphatase
Kit " (SIGMA - n°386A), segundo instrucdes do fabricante (ANEXO 5). As células
foram observadas e fotografadas no fotomicroscopio Olympus PM10AD.

4.12 MICROSCOPIA CONFOCAL DE CORPOS LIPIDICOS

Os macréfagos foram coletados, tratados e cultivados, em placas de cultura
contendo laminulas no interior de seus 24 pocos, por 48 horas com e sem interacao
com leveduras, segundo métodos descritos em itens anteriores.

O fluoréforo, Vermelho Nilo (Sigma®), que cora lipidios neutros intracelulares
foi utilizado para analisar o conteudo lipidico intracelular em microscopia confocal.
Apoés o cultivo, as laminulas que continham as células aderidas, foram fixadas em
paraformaldeido 1%, lavadas em tampdo Cacodilato de Sédio 0,1M - pH 7,2,
coradas com Vermelho Nilo (1ug/mL) por 10 minutos, lavadas novamente com o
tamp&o e observadas em microscépio confocal Radiance 2001 (Bio-Rad®) acoplado
a Eclypse E-800 (Nikkon®). Foi utilizada objetiva com lente de imersdo plana-
apocromatica 60X/1.4 NA e microscopia de interferéncia diferencial por contraste
(DIC) para analise das células. O Vermelho Nilo foi excitado utilizando-se o laser
Verde HeNe de 543nym e a imagem foi obtida utilizando-se o filtro de emisséo
E600LP.
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5. RESULTADOS

Foram realizados experimentos com trés grupos de controle, sem tratamento,
tratamento com solugdo hidroalcodlica e controle da reacdo citoquimica. Os
resultados referentes as células do grupo diluente de todos os experimentos, tanto
dos grupos in vivo como in vitro, foram sempre semelhantes ao grupo controle sem
adicdo de nenhuma substéancia. Desta forma serédo apresentados apenas resultados
como sendo do grupo controle do tratamento, grupo tratado e grupo controle da

reacao citoquimica.

5.1 FOSFATASE ACIDA

5.1.1 CITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL

Nos experimentos em que as células foram tratadas in vitro, os resultados
mostraram-se semelhantes a experimentos onde foi feito o tratamento in vivo dos
animais. Os macréfagos apresentaram reacdo positiva para a citoquimica da enzima
fosfatase acida (AcPase), tanto no grupo tratado com Canova como no grupo
controle do tratamento. A especificidade da reacédo foi comprovada com o controle
da enzima (figura 2) que ndo recebeu o substrato da enzima (B-Glicerofosfato),
portanto ndo formando precipitado eletrondenso de Fosfato de Cério. O grupo
tratado (figuras 6, 7 e 8) apresentou marcacdo mais intensa e maior nimero de

compartimentos, quando comparada com o grupo controle (figuras 3, 4 e 5).
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FIGURA 2: Fosfatase acida - grupo controle da enzima.
Macrofago peritoneal de camundongo, processada sem o substrato da enzima AcPase. Nao foi

observado precipitado eletrondenso para este grupo de células.
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FIGURAS 3 e 4: Fosfatase acida - grupo controle do tratamento - experimento in vivo.
Macrofagos peritoneais de camundongos contendo leve marcacéo eletrondensa para a enzima na

superficie celular e em vesiculas do sistema endossoma/lisossoma.

FIGURA 5: Fosfatase acida - grupo controle do tratamento - experimento in vitro. Resultado

semelhante ao tratamento in vivo.
Setas: marcacédo eletrondensa positiva para a AcPase.
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FIGURAS 6 e 7: Fosfatase acida - grupo tratado com Canova - tratamento in vivo. Macrofagos
peritoneais de camundongos com aspecto de células ativadas, mostrando muitas vesiculas do
sistema endosoma/lisossoma intensamente marcadas.

FIGURA 8: Fosfatase acida - grupo tratado com Canova - tratamento in vitro.
Resultado semelhante ao tratamento in vivo.

Setas: marcacéo eletrondensa positiva para a AcPase.
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5.1.2 CITOQUIMICA EM MICROSCOPIA DE LUZ

Os macrofagos apresentaram reacao positiva para a citoquimica da enzima
AcPase, tanto no grupo tratado como no grupo controle, na interagdo ou ndo com
leveduras. A especificidade da reacédo foi comprovada com os grupos controle da
enzima (incubado em meio sem substrato e com o inibidor fluoreto) com (figura 9) e
sem levedura (figura 10), os quais ndo apresentaram marcagao.

Na analise dos grupos controle e tratado in vitro com Canova, percebe-se
clara diferenca morfolégica entre os grupos. No grupo controle (figuras 11 e 12)
encontra-se muito mais células com aspecto de macréfagos residentes: células
menores, com poucos vacuolos e pouco espraiadas. No grupo tratado (figuras 13 e
14) observa-se macrofagos com aspecto de ativados, células maiores com muitos
vacuolos e bastante espraiadas.

Observando-se a marcacdo de cor avermelhada, especifica para a enzima
fosfatase acida total nota-se que em ambos os grupos a AcPase esta distribuida em
toda a célula, embora seja encontrada em maior quantidade no grupo tratado com
Canova (figuras 13 e 14). Quando os macréfagos dos grupos controle e tratado sao
colocados para interagir durante 2 horas com leveduras, a situacao se repete. A
marcacao para AcPase de maneira geral é mais intensa no grupo tratado (figura 21
e 22), se comparado ao controle (figura 19 e 20). Macrofagos interagindo com
leveduras, independente do grupo, de maneira geral apresentam maior quantidade
de marcacdo que macrofagos que ndo entraram em contato com leveduras. O
namero de leveduras fagocitadas também é maior nos macréfagos do grupo tratado,
repetindo os resultados encontrados por Godoy (GODQY, 2002). Observa-se ainda
uma reducdo da marcacdo em alguns macréfagos contendo maior quantidade de
leveduras.

Observando-se a marcagdo de cor marrom, especifica para a enzima
fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) nota-se que em ambos os grupos, a
TRAP esta dispersa por todo o citoplasma, embora seja encontrada em maior
guantidade no grupo controle (figuras 15 e 16) que no grupo tratado (figuras 17 e
18). Quando os macréfagos dos grupos controle e tratado sdo colocados para

interagir durante 2 horas com leveduras, a situacdo se repete. A marcacao para
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TRAP de maneira geral € maior no grupo controle (figura 23 e 24), se comparado ao
tratado (figura 25 e 26). Observa-se grande quantidade de marcacdo também no
interior das leveduras nos dois grupos, dando as vezes impressao de maior

marcacgao no grupo tratado, ja que estes macrofagos fagocitam mais leveduras.
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FIGURAS 9 e 10: AcPase total e TRAP - grupo controle da enzima - experimento in vivo.
Macrofagos peritoneais de camundongos, nédo foi observada marcagéo positiva para este grupo de
células processadas como grupo controle da reagdo das enzimas AcPase total e TRAP.

FIGURA 10: intera¢@o com leveduras.

Seta: leveduras fagocitadas.
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FIGURAS 11 e 12: Fosfatase acida - em grupo controle do tratamento - experimento in vitro.
Células contendo marcacgéao especifica para a enzima.

Seta: marcacéo de cor avermelhada, distribuida no citoplasma.
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FIGURAS 13 e 14: Fosfatase acida - grupo tratado com Canova - tratamento in vitro. Macrofagos

peritoneais de camundongo maiores e mais espraiados, contendo marcagdo especifica para a

AcPase, em maior quantidade se comparada com o grupo controle do tratamento.

Seta: marcacao de cor avermelhada, especifica da reacéo enzimatica.
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FIGURAS 15 e 16: TRAP - grupo controle do tratamento - experimento in vitro.
Macrofagos peritoneais de camundongos contendo intensa marcacao especifica para a enzima

TRAP.
Seta: marcacao de cor marrom, indicando a reacdo enzimatica.
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FIGURAS 17 e 18: TRAP - grupo tratado com Canova - experimento in vitro. Macrofagos

peritoneais de camundongos contendo marcacao especifica para a enzima em menor quantidade que

a encontrada no controle (figuras 15 e 16).

Seta: marcacao de cor marrom, indicando a reac&o enzimatica.
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FIGURAS 19 e 20: AcPase - grupo controle do tratamento - experimento in vitro.

Macréfagos peritoneais de camundongos apos fagocitose de leveduras, células contendo marcacgéo
especifica para a enzima AcPase.
Seta estreita; marcacdo de cor roxa, distribuida pelo citoplasma, inclusive em projecdes

citoplasmaticas. Seta larga: leveduras fagocitadas.
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FIGURAS 21 e 22: AcPase - grupo tratado com Canova - tratamento in vitro.

Macréfagos peritoneais de camundongos contendo maior nimero de leveduras fagocitadas e
marcagdo especifica mais intensa para a enzima, se comparada com o grupo controle.

Seta estreita; marcacdo de cor roxa, distribuida pelo citoplasma, inclusive em projecdes

citoplasmaticas. Seta larga: leveduras fagocitadas.
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FIGURAS 23 e 24: TRAP - grupo controle do tratamento - experimento in vitro.

Macrofagos peritoneais de camundongos apoés 2 horas de interagdo com leveduras. Células contendo
intensa marcacéo especifica para a enzima TRAP.

Seta estreita: marca¢éo de cor marrom, distribuida no citoplasma. Seta larga: levedura fagocitada.
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FIGURAS 25 e 26: TRAP - grupo tratado com Canova - tratamento in vitro.

Macrofagos peritoneais de camundongos, apds 2 horas de interacdo com leveduras. As células
fagocitaram muitas leveduras, as quais também mostraram reagdo positiva especifica para a enzima
TRAP.

Seta estreita: marcacdo de cor marrom dispersa por todo o citoplasma. Seta larga: levedura

fagocitada.



48

5.2 Mg ATPase - CITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL

Nos experimentos em que as células foram tratadas in vitro, os resultados
mostraram-se semelhantes a experimentos onde foi feito o tratamento in vivo dos
animais. Os macrofagos apresentaram reacao citoquimica positiva para a enzima
Mg *ATPase, tanto no grupo tratado com Canova como no grupo controle do
tratamento. A especificidade da reacdo foi comprovada com o controle da enzima
(figura 27) que nao recebeu o substrato da enzima (ATP), portanto ndo se formou
precipitado eletrondenso de fosfato de Cério. Fraca marcacdo eletrondensa em
vesiculas do sistema endossomal/lisossoma foi observada no grupo controle do
tratamento (figuras 28, 29 e 30). Marcacao eletrondensa mais intensa foi verificada
no grupo tratado com Canova (figuras 31, 32 e 33), a marcagdo € muito evidente no

[Gmen de vesiculas e tubulos do sistema endossoma/lisossoma.
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FIGURA 27: Mg"™ ATPase — grupo controle da enzima.
Macrofago peritoneal de camundongo na auséncia do substrato da enzima. Ndo foi observada

marcacao eletrondensa para este grupo de células processadas como grupo controle da reagdo da

enzima Mg ATPase.
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FIGURAS 28 e 29: Mg*"ATPase - grupo controle do tratamento - in vivo.
Macrofagos peritoneais de camundongos com poucas vesiculas, contendo pouca marcacao

eletrondensa em seu interior.

FIGURA 30: Mg*™*ATPase - grupo controle do tratamento - in vitro.

Resultado semelhante ao tratamento in vivo.

Setas: marcac&o eletrodensa fraca, mostrando reac&o para a enzima Mg~ ATPase.
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FIGURAS 31 e 32: Mg""ATPase - grupo tratado com Canova - in vivo.
Macréfagos peritoneais, com aspecto de ativadas, mostrando muitas vesiculas e tabulos do sistema

endossoma/lisossoma intensamente marcados.

FIGURA 33: Mg*™'ATPase - grupo tratado com Canova - in vitro.
Resultado semelhante ao tratamento in vivo.

Setas: intensa marcagao eletrondensa para a enzima Mg* " ATPase.
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5.3 CORPOS LIPIDICOS

5.3.1 CITOQUIMICA ULTRAESTRUTURAL
Nos macréfagos tanto do grupo tratado in vitro com Canova como no grupo

controle do tratamento, observam-se os corpos lipidicos evidenciados por forte
marcacdo eletrondensa, quando se utilizou o método 6smio-imidazol. Ndo foram
observadas diferencas entre os grupos tratado e controle. Os corpos lipidicos
localizam-se principalmente proximos a vacuolos (figuras 36, 37 e 39), estando
muitas vezes no interior dos mesmos (figuras 38, 42 e 43). Sao encontrados também
dispersos pelo citoplasma, principalmente na periferia celular (figura 35) com
vesiculas, reticulo endoplasmatico e mitocondrias ao redor (figuras 36, 40 e 41).

Na interacdo dos macréfagos com leveduras por 2 horas, também ndo foram
detectadas diferencas em relacdo aos corpos lipidicos entre os grupos tratado e
controle. Observa-se a forte marcacéao eletrondensa, tanto nos macrofagos (figuras
45 e 49) como nas leveduras (figuras 44 e 47). Os corpos lipidicos estao localizados
geralmente ao redor dos vacuolos fagociticos e também sdo encontradas imagens
sugestivas de fusdo dos corpos lipidicos com os vacuolos digestivos (figuras 46 e
49) ou em processo de digestdo mais avancado juntamente com as leveduras
(figuras 45 e 48).



FIGURA 34: Método 6smio-imidazol - grupo controle da reagao.

Macréfago peritoneal de camundongo, células processadas sem imidazol.
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FIGURAS 35 e 36: Método 6smio-imidazol - grupo controle do tratamento - experimento in
vitro.

Corpos lipidicos em macréfagos peritoneais de camundongos. Observa-se os corpos lipidicos
evidenciados por forte marcagéo eletrondensa.

FIGURA 35 - corpos lipidicos (%) na periferia celular;

FIGURA 36 - corpos lipidicos muito préximos a vacuolos, com muitas vesiculas e reticulos (seta) ao
redor.
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FIGURAS 37, 38 e 39: Método 6smio-imidazol - grupo controle do tratamento - experimento in
vitro.
Observa-se grande nuamero de corpos lipidicos evidenciados por forte marcacdo eletrondensa. Os

corpos lipidicos (%) estdo localizados em regides muito proximas ou até mesmo no interior dos
vacuolos (detalhe sugestivo de digestao parcial na figura 39).
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FIGURAS 40 e 41: Método 6smio-imidazol - grupo tratado com Canova - experimento in vitro.
Macrofagos peritoneais de camundongos, nos quais observa-se corpos lipidicos (%) evidenciados
por forte marcacao eletrondensa. Corpos lipidicos préximos a mitocondrias (M), vesiculas e reticulos

ao redor (seta).



FIGURAS 42 e 43: Método 6smio-imidazol - grupo tratado com Canova - experimento in vitro.

Pode-se observar os corpos lipidicos (%) eletrondensos no interior de vacuolos citoplasmaticos.
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FIGURAS 44, 45 e 46: Método 6smio-imidazol - grupo controle do tratamento - experimento in
vitro.

Corpos lipidicos em macréfagos peritoneais de camundongos apds fagocitose de leveduras.
Observam-se corpos lipidicos (%), evidenciados por forte marcagéo eletrondensa.
FIGURA 44 - corpos lipidicos na levedura;

FIGURA 45 - lipidios em processo de digestdo mais avancado juntamente com a levedura (seta);

FIGURA 46 - Imagem sugestiva de fusé@o do corpo lipidico com o fagossomo.
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FIGURAS 47, 48 e 49: Método 6smio-imidazol - grupo tratado com Canova - experimento in
vitro.

Corpos lipidicos em macréfagos peritoneais de camundongos apos fagocitose de leveduras. Corpos

lipidicos (%), evidenciados por forte marcacao eletrondensa.

FIGURA 47 - corpos lipidicos na levedura;

FIGURA 48 - lipidios em processo de digestdo mais avancado juntamente com levedura;

FIGURA 49 - imagem que sugere a fusdo do corpo lipidico, ja parcialmente digerido, com o
fagossoma (seta).
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5.3.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

Os corpos lipidicos dos macréfagos, evidenciados pela marcagdo com o
corante Vermelho Nilo, estdo distribuidos por todo o citoplasma, sendo encontrados
também no interior de vacuolos. No grupo controle (figuras 50, 51, 52 e 53) os
corpos lipidicos sdo maiores e estdo em maior quantidade que no grupo tratado com
Canova (figuras 54, 55, 56 e 57). Na interacdo macréfago-levedura nota-se um
menor numero de corpos lipidicos que nos macréfagos sem leveduras, tanto no
grupo tratado, como no grupo controle do tratamento. Como nos outros
experimentos, observa-se uma capacidade maior de fagocitose dos macréfagos do
grupo tratado (figuras 60 e 61), quando comparados com o controle (figuras 58 e
59).
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FIGURAS 50 e 52: Vermelho Nilo - grupo controle do tratamento - experimento in vitro.

Microscopia confocal de macréfagos peritoneais de camundongos.
Seta estreita: corpos lipidicos dispersos pelo citoplasma. Seta larga: Corpos lipidicos no interior de

vacuolos. Barra 5um.

FIGURAS 51 e 53: Vermelho Nilo - grupo controle do tratamento - experimento in vitro.
Microscopia de contraste de interferéncia diferencial. Imagens equivalentes as imagens de

microscopia confocal. Barra 5um.
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FIGURAS 54 e 56: Vermelho Nilo - grupo tratado com Canova - tratamento in vitro.
Microscopia confocal de macréfagos peritoneais de camundongos corados com Vermelho Nilo.
Seta estreita: corpos lipidicos no interior de vacuolos; Seta: Corpos lipidicos dispersos pelo

citoplasma. Barra 5um.

FIGURAS 55 e 57: Vermelho Nilo - grupo tratado com Canova - tratamento in vitro.
Microscopia de contraste de interferéncia diferencial. Imagens equivalentes as imagens de
microscopia confocal.

Seta: corpos lipidicos no interior de vacuolos. Barra 5um.
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FIGURA 58: Vermelho Nilo - grupo controle do tratamento - tratamento in vitro.
Microscopia confocal de macrofagos apés interagdo com leveduras. Células com alguns corpos
lipidicos corados, dispersos pelo citoplasma (seta larga). Observa-se no interior dos macréfagos

algumas leveduras contendo corpos lipidicos (seta estreita), em vacuolos fagociticos. Barra 5um.

FIGURA 60: Vermelho Nilo - grupo tratado com Canova - tratamento in vitro.
Microscopia confocal de macréfago apés duas horas de interacdo com leveduras, com alguns corpos
lipidicos dispersos pelo citoplasma (seta larga). Observa-se no interior do macréfago inUmeras

leveduras contendo corpos lipidicos (seta estreita), em vacuolos fagociticos. Barra 5um.

FIGURAS 59 e 61: Vermelho Nilo - tratamento in vitro - microscopia de contraste de interferéncia

diferencial. Imagens equivalentes as imagens de microscopia confocal.
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6. DISCUSSAO

Quando patdgenos, células apoptéticas ou moléculas especificas se ligam a
receptores da membrana plasmatica de macréfagos, profundas modificacdes
acontecem e esta célula passa a estar em um estado denominado ativado. Os
critérios bioquimicos e morfolégicos que caracterizam o estado de ativacdo dos
macrofagos foram descritos em 1978 (COHN, 1978; KARNOVSKY, LAZDINS, 1978).
Algumas destas caracteristicas relatadas puderam ser observadas no presente
trabalho como aumento de volume citoplasmatico, maior espraiamento, capacidade
fagocitica aumentada, maior nimero de vesiculas citoplasmaticas, aumento de
atividades ATPase e maior atividade de hidrolases lisossomais. A ativacdo de
macrofagos peritoneais de camundongos através do tratamento com Canova ja
havia sido descrita através de analises morfolégicas e moleculares em microscopia
de luz, confocal e eletrbnica de varredura. Piemonte e Buchi encontraram em cultivo
celular de macréfagos peritoneais de camundongos tratados com Canova uma
ativacdo de 86%, contra 15% de ativacao nos grupos controle; j& em cultivo celular
tratado in vitro com meio de cultura, contendo 10% de Canova, foi encontrado 72%
de ativacdo no grupo tratado contra 33% de ativacao no grupo controle (PIEMONTE,
BUCHI, 2002).

No presente trabalho a ativacdo dos macréfagos tratados com Canova foi
corroborada com critérios citoquimicos, através do aumento na atividade das
enzimas Mg ATPase e fosfatase &acida.

Endossomas precoce, endossomas tardio e lisossomas compreendem um
universo de compartimentos que nao podem ser identificados com base somente na
sua morfologia. Faz excecdo o0s corpos multivesiculares que apresentam
caracteristico sistema de membranas intravesiculares (GRUENBERG, 2003).
Portanto, o uso de uma enzima hidrolitica caracteristica do sistema digestivo
intracelular é de grande valia para a identificacdo destas organelas. A fosfatase
acida durante muitos anos foi utilizada como marcadora de lisossomas (OLEA, 1991,
ROBINSON, KARNOVSKY, 1983). Atualmente j4 esta bem estabelecido que as
vesiculas transportadoras contendo enzimas hidroliticas destinadas aos lisossomas
sdo oriundas do Complexo de Golgi e fundem-se com endossoma precoce. As

enzimas sao entdo transferidas ao longo da via endocitica até os lisossomas
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(GRUENBERG, 2003). Logo, a fosfatase acida € uma enzima que esta presente em
endossomas e lisossomas (LUO, ROBINSON, 1992), sendo um bom parametro
citoquimico para avaliar modificac6es nestes sistemas.

O conjunto das vesiculas marcadas citoquimicamente para fosfatase acida
corresponde ao sistema endossomal/lisossoma, uma vez que a morfologia
heterogénea das vesiculas e tubulos marcados esta de acordo com o conhecimento
atual sobre essas organelas (GRUENBERG, 2003). A atividade e a distribuicdo da
fosfatase acida mostraram-se alteradas com a administracdo de Canova. Dois
aspectos ficam evidentes: o aumento do numero de compartimentos marcados e o
aumento da deposicdo do produto de reacdo nestes compartimentos. A marcacao
com fosfatase acida além de caracterizar grupo de organelas também indica os
niveis de atividade da propria enzima. O aumento do sistema endossomal e da
atividade fosfatase acida no macrofago ativado é evidente, considerando a sua
funcdo no papel do macrofago. Estas células formam extensfes da membrana
plasmatica, internalizam patdgenos e células apoptéticas, dentre outros, originando
um novo compartimento, o fagossoma. Apés a sua formacgéo, o fagossoma sofre um
complexo e ordenado processo de amadurecimento, fundindo-se se com
endossomas e lisossomas, adquirindo diferentes proteinas e enzimas lisossomais
(GARIN et al., 2004). O compartimento resultante, com grande atividade digestiva e
de destruicao, é denominado fagolisossoma (UNDERHILL, OZINSKY, 2002; GARIN
et al, 2004). Fica evidente, portanto, que o0 aumento do sistema
endossomal/lisossoma, bem como de suas enzimas, é condicdo para a destruicdo de
patégenos eventualmente englobados. O aumento da fosfatase acida e do nimero
de endossomasl/lisossomas indica que o macrofago, ativado por Canova, esta com a
sua maquinaria de destruicdo de patdgenos pronta para entrar em acao atravées da
fusdo de endossomas e lisossomas com o0s eventuais fagossomas formados
(UNDERHILL, OZINSKY, 2002; GARIN et al., 2004).

Godoy em 2002 foi descreveu o aumento de 37% no indice endocitico de
leveduras nos macrofagos tratados com Canova (GODOY, 2002). Este resultado é
corroborado em todos os experimentos realizados com leveduras, onde notamos um
maior numero de leveduras fagocitadas nos macréfagos tratados com Canova. Os
nossos resultados de fagocitose de leveduras confirmam a ativagdo do sistema

endossomal/lisossoma. Nas células com levedura, do grupo controle do tratamento,
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ja se observa um aumento das vesiculas marcadas para fosfatase acida, quando
comparado com a célula controle de macréfagos que ndo fagocitaram levedura.
Portanto receptores envolvidos na fagocitose de leveduras, na auséncia de Canova,
ja induzem ativacdo do macréfago, e do sistema endossomal/lisossoma. Neste
sentido, a fagocitose de leveduras pode ser encarada como um controle positivo dos
experimentos realizados com fosfatase &acida e Canova. Quando se adicionou
leveduras ao cultivo de macréfagos previamente tratados com Canova, observou-se
que a deposicdo de vesiculas marcadas foi tal que a marcacao cobriu toda a célula,
deixando-a com aspecto granuloso violaceo muito escuro. Estes resultados sugerem
um somatoério da ativacao pela levedura e pelo Canova. Nas células que fagocitaram
muitas leveduras ocorreu uma reducdo destas granulagcbes no citoplasma e
observou-se a coloracdo caracteristica da fosfatase acida no interior dos vacuolos
com levedura. Estes resultados indicam a fusdo das vesiculas positivas para
atividade da fosfatase acida com fagossomas, o que esta de acordo com o conceito
de que endossomas/lisossomas fundem-se com fagossomas (GARIN et al., 2004). O
conjunto destes resultados mostra que macréfagos em presenca de patégenos e
ativados por Canova fagocitam mais e, uma vez que tem o arsenal da destruicéo
extremamente desenvolvido, terdo maior poder de degradacdo das particulas
fagocitadas. E importante lembrar que, além das enzimas hidroliticas, outras
proteinas estdo presentes nos fagossomas e fagolisossomas. Por exemplo, a
membrana dos fagossomas em macréfagos ativados apresenta o complexo NADPH
oxidase, que produz espécies reativas de oxigénio, que participam na morte dos
patégenos recém-internalizados (UNDERHILL, OZINSKY, 2002), e mostra-se
igualmente aumentado em macréfagos peritoneais de camundongos tratados com
Canova (OLIVEIRA, 2002).

Na analise dos experimentos realizados com o "Sigma Diagnostics Acid
Phosphatase Kit" para TRAP, os resultados mostraram que macrofagos ativados por
Canova ou pelas leveduras apresentam modificacdes na deposicdo do produto de
reacdo no interior das vesiculas, formando granulos mais escuros dentro dos
vacuolos contendo as leveduras, porém com menos granulos positivos por célula.
Estes resultados demonstram que esta redistribuicdo é inerente a acdo de ativagédo
do macréfago, com uma diminuicdo de um segundo tipo de fosfatase acida, a

fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), enzima cujas funcdes ainda néo sao
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muito bem esclarecidas. No conjunto, os resultados mostram que a ativacdo do
macrofago induz a redistribuicdo das vesiculas contendo fosfatase acida e com
aparente diminuicdo da TRAP. A fagocitose de leveduras mantém o mesmo padrao
de atividade das enzimas fosfatase acida e TRAP. A TRAP € produzida em menor
quantidade nos tratados, ao contrario da fosfatase acida total que estd em maior
atividade neste grupo de células em atividade fagocitica.

As vesiculas do sistema endossoma/lisossoma dos macréfagos, marcadas
pela reacdo citoquimica para Mg*™*ATPase, apresentam as mesmas caracteristicas
morfologicas e localizacdo que vesiculas com marcacédo citoquimica para fosfatase
acida. A marcacdo para fosfatase acida ocorre em praticamente todo o sistema
endossomal/lisossoma, enquanto que parte dos endossomas ndo estdo marcados
para Mg ATPase. Os resultados sugerem que parte dos endossomas marcados
para fosfatase acida também apresentem marcacgéo para Mg *ATPase, 0 que sugere
diferencas funcionais entre esses compartimentos.

A Mg~ ATPase teve sua atividade identificada no limen de organelas do
sistema endossoma/lisossoma dos macréfagos, sendo observada a marcagdo muito
mais intensa com a administracdo de Canova. Essas organelas tém sua morfologia
bastante heterogénea, contendo vesiculas e tdbulos conforme o descrito na
literatura. Gruenberg descreveu endossomas precoces, corpos multivesiculares,
endossomas tardios e lisossomas, como organelas que compdem um sistema
heterogéneo de tdbulos (~60 nm de didmetro) e vesiculas de diferentes diametros,
sendo que as maiores podem medir até ~300-400 nm didmetro), que estdo em
constante processos de brotamento e fusdo (GRUENBERG, 2003). Em macrofagos,
além das diferencas inerentes entre endossoma precoce, endossoma tardio, corpo
multivesicular e lisossoma, nas células ativadas também se observa endossomas
destinados a apresentacdo de antigenos (MURK, 2002; BOES, CUVILLIER,
PLOEGH et al., 2004). A morfologia de vesiculas e tubulos marcados pela reagéo
Mg *ATPase lembra fortemente estes endossomas MHCII, que frequentemente
apresentam-se como longos tubulos (CHOW et al., 2002) que nas células
dendriticas ativadas se estendem na periferia celular (KLEIJMEER et al., 2001).

A reacdo positiva intraluminal da atividade ATP&sica marcada demonstra que
o sitio de utilizacdo do ATP esta voltado para dentro da vesicula (ESKELINEN,
TANAKA, SAFTIG, 2002). A marcacao citoquimica para Mg**ATPase observada nos
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macrofagos pode estar identificando locais de atividade de proteinas hsc73, ja que
estas sdo dependentes de atividades Mg*"ATPase e sua localizagdo coincide com a
descrita na literatura. Estudos em lisossomos de figado de rato demonstraram em
microscopia eletrénica que a ly-hsp73 é encontrada na maioria dos lisossomas, 25%
ligado a membrana e 75% no lumen lisossomal (CUERVO et al.,, 1995). Em
microscopia confocal foram estudados fibroblastos de pulmdo humano, a mesma
proteina foi localizada 17% na membrana e 83% localizada no lumen lisossomal,
tendo sido descrita inclusive em lisossomas tubulares (AGARRABERES,
TERLECKY, DICE, 1997) como o observado neste estudo. A administracdo de
Canova pode entdo estar favorecendo a degradacdo de proteinas nos
endossomas/lisossomas ja que, estando aumentada a atividade da Mg ATPase,
pode-se sugerir que esteja aumentada a atividade da hsc73 que é dependente da
atividade da enzima marcada, indicando indiretamente maior atividade do complexo
MHC II.

A principal funcdo dos corpos lipidicos € armazenar lipidios neutros como
fonte de energia, fonte de componentes necessarios a biogénese de membranas e
fonte de componentes lipofilicos especificos, como hormdnios esterdides. Tém sido
reconhecidos como dominios intracelulares especializados envolvidos na formacéao
de mediadores paracrinos da inflamacao (eicosandides) por células envolvidas em
reacdes inflamatorias (MELO et al., 2003). Através de ensaios em microscopia
confocal pudemos notar uma diminuicdo no niumero de corpos lipidicos nos grupos
tratados. Sendo este numero mais reduzido ainda quando os macrofagos
fagocitaram leveduras. Essa diminuicdo pode ser explicada pelo possivel consumo
destas organelas ricas em acido aracdénico, para sintese de mediadores
inflamatorios e biogénese de membranas.

Dvorak observou uma grande proximidade dos corpos lipidicos a
fagolisossomas de macréfagos durante a fagocitose de particulas de zimozam e
sugeriu a influencia de filamentos intermediarios que estariam envolvendo 0s corpos
lipidicos (DVORAK et al., 1983). Ndao s6 a proximidade como também a
internalizacdo dos corpos lipidicos a fagolisossomas pode ser observada em nossos
experimentos tanto na microscopia eletrénica de transmissao como na microscopia
confocal. Pode-se observar que corpos lipidicos de macréfagos dos grupos tratados

com Canova e controle do tratamento se concentram ndo somente em regi@es
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préximas como também no interior de vacuolos de macréfagos que fagocitaram ou
nao leveduras. Pode-se observar muito reticulo endoplasmatico ao redor dos corpos
lipidicos muitas vezes continuos aos fagossomas. Por essa razao torna-se facil
explicar a diminuicdo do numero de corpos lipidicos observados, estes lipidios
estariam sendo amplamente utilizados na biogénese de membranas e sintese de
eicosandides (ZWEYTICK, 2000). Os macrofagos aumentam muito seu volume
citoplasmatico e langam muitas projecdes citoplasmaticas quando séo ativados, para
que issO aconteca torna-se necessaria a produgcdo de membrana,

consequentemente ocorrendo o consumo das reservas lipidicas celulares.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados e discutidos permitem que se estabelecam as
seguintes conclusdes:

e Macrofagos peritoneais de camundongos sdo ativados quando o medicamento
Canova é administrado tanto in vitro como in vivo;

e O medicamento Canova proporciona um aumento da atividade da enzima
Mg *ATPase e fosfatase acida em macréfagos peritoneais quando administrado
em camundongos ou aos cultivos celulares;

e O tratamento com o medicamento Canova proporciona um aumento nas fungdes
relacionadas ao sistema endossoma/lisossoma;

¢ A enzima fosfatase 4cida resistente ao tartarato (TRAP) diminui sua atividade em
macrofagos peritoneais tratados in vitro com Canova, na interagdo ou ndo com
leveduras;

e Ocorre uma diminuicdo na quantidade de corpos lipidicos de macrofagos
peritoneais tratados in vitro com Canova, na interacdo ou ndo com leveduras;

e Corpos lipidicos sao frequentemente encontrados no interior de vacuolos

citoplasmaticos.
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ANEXO 1

DETECCAO DA ENZIMA Mg *ATPase

1. Cultivar as células em garrafas de cultura de 150 mL, 10" células por garrafa,
uma garrafa por grupo de tratamento.

2. Lavar com tampéao Cacodilato de Sédio (0,1M - pH 7,2 - 5% sacarose);

3. Preé-fixar em glutaraldeido 1% em tampé&o Cacodilato de Sédio (0,1M - pH 7,2 -
5% sacarose), durante 10 minutos a 4°C;

4. Lavar em tampéo Cacodilato de Sédio (0,1M - pH 7,2 - 5% sacarose);

5. Lavar em tampao Tris-maleato de S6dio(0,05 M - pH 7,2 - 5% sacarose);

6. Incubar a 37° C por 1 hora, com leve agitacdo a cada 10 minutos, em meio
contendo Cloreto de Cério 3mM, ATP 5mM, Sulfato de magnésio 10mM, Tris-

maleato de Sodio (0,05M - pH 5,0 - 5% sacarose), segundo esquema abaixo:

Frasco | Frasco Il Frasco Il
CeCl, — 0,029¢g MgSO, — 0,048g ATP -0,119g
1mL de agua destilada 20mL de Tris 19mL de Tris

OBS: a agua deve ser adicionado gota a gota no CeCl, para que nédo se forme

precipitado e a solu¢éo nao fique turva.

Meio de incubacéo normal (para grupos tratados, controle e diluente)

v" 15ml do frasco |l

v" 19ml do frasco Il

v' Completar até 40mL com Tris-maleato de Sédio (0,05 M - pH 7,2 - 5% sacarose)
v' 0,75ml do frasco | (gota a gota)

Meio de controle da enzima (sem ATP)
v" 5ml do frasco Il
v 0,25ml do frasco |

v' Completar até 10mL com Tris-maleato (0,05 M - pH 7,2 - 5% sacarose)
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Frasco | Frasco Il Frasco Il

Incubacéo normal Controle da enzima

OBS: Caso o0 meio de incubacdo normal fique turvo deve ser filtrado.

7. Passada uma hora, descarta-se o meio;

8. Lavar com tampao Tris-maleato de Sédio (0,05M - pH 7,2 - 5% sacarose);

9. Lavar em tampéo Cacodilato de Sodio (0,1M - pH 7,2 - 5% sacarose);

10. Fixar por uma hora no fixador de Karnovsky (glutaraldeido 2%, paraformaldeido
4%, cloreto de calcio 5mM);

11. Descartar o fixador e adicionar Tampao.Cacodilato de Sodio (0,1M - pH 7,2);

12. O experimento pode ser parado e continuado no dia seguinte, guardando as
garrafinhas em geladeira;

13. Processar material para microscopia eletrénica de transmissédo (ANEXO 2).
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7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
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19.
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21.

ANEXO 2

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
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Fixar as células segundo o descrito para cada experimento, Karnovsky ou

glutaraldeido;

Raspar as garrafas de cultivo, transferir para tubos de centrifuga e centrifugar

para formar um pellet de macro6fagos;

Lavar 2 vezes com tampéao Cacodilato de Sodio 0,1M - pH7,2;

Transferir para tubos eppendorfs;

Centrifugar e desprezar o sobrenadante;

Pés-fixar durante 1 hora, no escuro, com Tetroxido de Osmio 1% em tampéo

Cacodilato de Sdédio 0,1M - pH7,2 (Pode-se ainda adicionar Ferricianeto de

Potassio 0,8% e Cloreto de Célcio 2 mM);

Lavar 2 vezes com tampdo Cacodilato de Sodio 0,1M - pH7,2;

Desidratar em acetona:

Acetona 70%;

Pode-se parar e continuar no dia seguinte;
Acetona 70% - 10 minutos;

Acetona 90% - 2 vezes de 10 minutos;
Acetona 100% - 2 vezes de 10 minutos;
Incluir em Epon:

MISTURA I: Acetona/Epon 2:1 - overnight;
MISTURA II: Acetona/Epon 1:1 - overday;
MISTURA IlI: Acetona/Epon 1:2 - overnight;

Colocar Epon puro e etiquetar - overday;

Polimerizar em estufa & 60°C durante 4 dias;

Obter cortes ultrafinos;

OBS: Todo o material
utilizado (tubos de centrifuga,

eppendorfs, pipetas e
ponteiras) deverédo ser
siliconizados, com a

finalidade de evitar perda de
células por adesdo nas
paredes destes.

Observar em microscoépio eletrénico de transmisséo, sem contrastacao.
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ANEXO 3

DETECCAO DA ENZIMA AcPase

1. Cultivar celular em garrafas de cultura de 150 mL, 10’ células por garrafa, uma
garrafa por grupo de tratamento.

2. Lavar 2 vezes com tampao Cacodilato de Sédio (0,1M - pH 7,2 - 5% sacarose), a
4°C;

3. Preé-fixar em glutaraldeido 1% em tampao Cacodilato de Sédio (0,1M - pH 7,2 -
5% sacarose), durante 10 minutos a 4°C;

4. Lavar em tampéo Cacodilato de Sédio (0,1M - pH 7,2 - 5% sacarose);

5. Lavar em tampao Tris-maleato de Sodio (0,05M - pH 5,0 - 5% sacarose);

6. Incubar a 37° C por 1 hora, com leve agitacdo a cada 10 minutos, em meio
contendo Cloreto de Cério 2mM, B-Glicerofosfato 2mM, Tris-maleato de Sdédio

(0,05M - pH 5,0 - 5% sacarose), segundo esquema abaixo:

Frasco | Frasco Il Frasco Il
CeCl, — 0,029¢g B-Glicerofosfato — 0,017g Fluoreto 10mM - 4,2ulL 1mL
de agua destilada 10mL de Tris-maleato 1mL de Tris-maleato

OBS: a agua deve ser adicionada gota a gota no CeCl,, sempre agitando, para que
a solucéo nao fique turva. Caso isso aconteca, deve-se filtrar a solucao.

Meio de incubac&o normal (para grupos tratados, controle e diluente)

v" 10mL do frasco Il

v' 0,75mL do frasco | (gota a gota)

v' Completar até 30mL com Tris-maleato de Sédio (0,05M - pH 5,0 - 5% sacarose);

Meio de controle da enzima (sem ATP)

v' 1ml do frasco I

v' 0,25ml do frasco | (gota a gota)

v' Completar até 10mL com Tris-maleato de Sédio (0,05M - pH 5,0 - 5% sacarose);



Frasco | Frasco Il Frasco Il

L
)L

Incubacéo normal Controle da enzima

7. Lavar com tampdao Tris-maleato de Sddio (0,05M - pH 5,0 - 5% sacarose);
8. Lavar com tampé&o Cacodilato de Sédio (0,1M - pH 7,2 - 5% sacarose);
9. Fixar em glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%, cloreto de calcio 5mM,;

10.Processar material para microscopia eletronica de transmissédo (ANEXO 2).
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ANEXO 4

METODO DO OSMIO - IMIDAZOL

1. Cultivar os macréfagos em garrafas de cultura de 150 mL, 10’ células por
garrafa, uma garrafa por grupo de tratamento;

2. Preparar uma solucéo estoque de Imidazol 0,2 M. Acertar o pH dela para 7,5;

3. Preparar uma solucéo estoque de Tetroxido de Osmio a 4%;

4. Fixar por 1 hora em glutaraldeido 2,5% em tampao Cacodilato de Sédio (0,1M -
pH 7,2), durante 1 hora 4°C;

5. Lavar 2 vezes de 10 minutos em tampé&o Cacodilato de Sodio (0,1 M - pH 7,2);

6. Lavar por 10 minutos em tamp&o Imidazol (0,1 M - pH 7,5);

7. Pés-fixar por apenas 30 minutos, no escuro, a temperatura ambiente, com
Tetroxido de Osmio a 2% em tamp&o Imidazol (0,1 M - pH 7,5), ou seja, misturar
as solucdes estoque dos itens 1 e 2 na proporgao 1:1

OBSERVACAO:

Preparar a mistura 0smio-imidazol somente na hora do uso, direto no vidro onde

estd o material, adicionando primeiro o Imidazol 0,2 M ao material, e depois gotejar

(e ir agitando a mistura) o 6smio a 4% até atingir a proporcao 1:1;

8. Apds 30 minutos a solugdo deve ficar ligeiramente marrom. N&o deixe mais de 30
minutos.

9. Lavar 2 vezes de 10 minutos em tampéao Imidazol (0.1 M - pH 7.5)

10. Processar para microscopia eletronica de transmissao (ANEXO 2), desidratando

em acetona e incluindo em Epon;



ANEXO 5
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"SIGMA DIAGNOSTICS ACID PHOSPHATASE KIT"

1. Cultivar os macrofagos durante 48 horas;

2. Interacdo ou ndao com leveduras;

3. Fixar as células com solugéo diluida de citrato: 1mL de citrato concentrado

(n°386-1), 9mL de agua destilada e 15 mL de acetona.

4. Enxaguar em agua destilada e deixar secar.

5. Preparar o meio de incubacéo segundo ordem e quantidades descritas no quadro

abaixo:
AcPase total TRAP Controle
Agua destilada 37°C 3,4mL 3,7mL 3,2mL
Solucéo de acetato 0,3mL 0,3mL 0,3mL
(n°386-3)
Acido Naftol AS-BI fosférico 0,3mL 0,3mL L
(n°386-4)
Solucéo de tartarato (n°386-2) _ 0,3mL _
Fluoreto 100mM _ - 0,8mL
1 caps. Fast Garnet GBC Salt 4mL 4mL 4mL
(n°386-15) em 12 mL dH,0
Volume final 8,3mL 8,3mL 8,3mL

6. Filtrar e aquecer os meios de incubacdo em banho-maria a

colocéa-los na placa;

7. Incubar durante 1 hora, a 37°C, no escuro;

8. Lavar em agua destilada por 3 minutos;

9. Corar com a solucédo de hematoxilina (n°285-2) por 5 minutos;

10. Lavar em agua destilada por 3 minutos;

11. Montar a lamina com glicerol.

37°C, antes de



