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RESUMO

O medicamento homeopatico Método Canova® é um imunomodulador,
que nao apresenta toxicidade ou efeitos colaterais aparentes, indicado
em diversas patologias nas quais o sistema imune se encontra
comprometido. Estudos recentes mostraram que este medicamento atua
sobre macro6fagos, provocando alteragées em sua morfologia, distribuicao
de receptores e secregao de citocinas, sugerindo um processo de ativagéo
dessas células. Esse estudo foi projetado para avaliar o efeito de Método
Canova® sobre a funcionalidade de macréfagos peritoneais de
camundongo, a partir da analise dos seguintes parametros: viabilidade e
mobilizagdo celular, adesdo e espraiamento, atividade endocitica e
producéo de éxido nitrico. Os dados obtidos mostraram que o tratamento
com o Método Canova® nao altera a viabilidade celular, as capacidades
de mobilizagdo e adesdo dos macrofagos ou o indice endocitico das
formas infectivas dos microrganismos. Em contrapartida, o tratamento com
esse medicamento estimula a capacidade de espraiamento, fagocitose
de microrganismos nao infectivos e produgédo de éxido nitrico pelos
macroéfagos. Tais resultados demonstraram que o Método Canova® nao
apresenta efeitos toxicos sobre os macréfagos, além de promover um

processo estimulatério dos mesmos.
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ABSTRACT

The homeopathic medicine Método Canova® is an immune modulator,
which does not present collateral effects nor toxicity, used in several
pathologies where the immune system is disturbed. Recent experiments
showed that this medicine acts on macrophages, changing their morphology,
receptors distribution and cytokines secretion, suggesting an activation
process of this cells. This study was designed to evaluate the effect of
Método Canova® on functionality of mouse peritoneal macrophages, through
the following parameters: cellular viability and mobilization, adhesion and
spreading, endocytic activity and nitric oxide production. The data obtained
showed that treatment with Método Canova®doesn't affect cellular viability,
mobilization and adhesion capacities nor endocytic index of infective
microorganisms by macrophages. In other hand, this medicine estimulate
the spreading capacity, ingestion of non-infective microorganisms and nitric
oxide production by these cells. This results showed that Método Canova®
doesn’t present toxical effects against macrophages and promote its

stimulation.



Introducdo

1 INTRODUGAO

1.1 MACROFAGOS

1.1.1 Caracteristicas Gerais

Ontogeneticamente, os macrofagos séo originarios de células precursoras
do saco vitelinico, migrando para o figado, bago e medula 6ssea antes e logo
apo6s o nascimento. Ja nos individuos adultos, os macréfagos tém origem em
uma célula pluripotente mieldide, presente na medula 6ssea, a partir da qual
sdo originadas diferentes células progenitoras, entre elas as “unidades
formadoras de colénia de granulécitos e monécitos” (CFU-GM). As CFU-GM
dao origem aos pro-monocitos, que ja apresentam capacidade de pinocitose e
expressam uma série de receptores caracteristicos de macréfagos. Os pro-
mondécitos, por sua vez, dao origem aos mondcitos, que saem da medula 6ssea
e ganham a circulagao sangiinea. Os mondcitos permanecem na circulagao
por cerca de 1 a 3 dias, periodo apés 0 qual migram para os diversos tecidos,
onde se diferenciam e formam uma populagéo residente de macréfagos, com
tempo de vida variando entre 2 e 4 meses (NELSON e JOW, 1990; NEVEU, 1986).

Os macrofagos estdo amplamente distribuidos no organismo, sendo
encontrados em o6rgaos linféides e nao linféides. Dependendo de sua
localizagéo, células da linhagem macrofagica podem receber denominagdes
especificas, como por exemplo células de Kupffer (figado), osteoclastos (0ssos)
ou microglia (SNC). Os macrofagos teciduais apresentam-se em um estagio
terminal de diferenciagcao, sendo incapazes de reiniciar a replicacdo de DNA e,
consequentemente, de se multiplicar. Entretanto, algumas excec¢bes foram
observadas para microambientes especificos, tais como o pulméo, a glandula

pituitaria e sitios de injuria tecidual ou inflamatérios (GORDON, 1999).



Introdugdo 2

Os macréfagos foram primeiramente descritos por METCHNIKOFF
(1905), no inicio do século XX. Morfologicamente, caracterizam-se por serem
células relativamente grandes, medindo entre 25-50um de didmetro, com nucleo
irregular e excentricamente posicionado, um ou mais nucléolos e cromatina pouco
condensada. Sua superficie celular é bastante irregular, sendo dotada de
inimeras projegdes citoplasmaticas. Apresentam Complexo de Golgi abundante,
grande numero de lisossomos e mitocéndrias e um citoesqueleto bem
desenvolvido, rodeando o nlcleo da célula e estendendo-se até a periferia da
mesma (AUGER e ROSS, 1992).

A carga negativa da superficie dos macréfagos desempenha um papel
importante em varios processos celulares, incluindo o contato célula-célula, a
fagocitose e a diferenciagao celular (CARVALHO e DE SOUZA, 1990). O
desenvolvimento de suas fungbes depende também de um reconhecimento
primario ao nivel de receptores de superficie presentes na membrana plasmatica
dessas células, que sado, na sua maioria, glicoproteinas transmembrana (SILVA
e QUELUZ, 1996). O carater aniénico da superficie dos macrofagos € dado
principalmente pela presencga do acido n-acetilneuraminico (NANA) ou acido
sialico. Em adigao, grupamentos sulfato e carboxila, encontrados em
glicosaminoglicanas, e grupamentos fosfato encontrados nos fosfolipideos,
também contribuem para a negatividade da superficie celular (SOEIRO et al.,
1994).

Entre as moléculas e receptores expressos pelos macréfagos estédo
moléculas MHC | e II, envolvidas no processo de apresentagdo de antigenos
para os linfocitos T (DEBRICK et al., 1991; CAO et al., 1989), receptores Fc
para imunoglobulinas e receptores para o sistema complemento, envolvidos na
fagocitose de particulas opsonizadas (UNKELESS et al., 1988; RABELLINO et
al., 1981), receptores para anafilaxina e receptores manose/fucose, envolvidos

na fagocitose de particulas ndo opsonizadas (EZEKOWITZ e STAHL, 1988;



Introdugdo 3

GOODMAN et al., 1982) e receptores integrinicos, envolvidos na adesdo e

migragéo sobre moléculas da matriz extracelular (KOHN e KLINGEMANN, 1991).

1.1.2 Recrutamento e Ativagéo Celular

Durante o processo de inflamagéo, ocorre um aumento do numero de
mondcitos circulantes e da sua produgdo na medula 6ssea (METCALF, 1971),
assim como a redug¢do no tempo de permanéncia dos mesmos na circulagao,
uma vez que eles migram para o foco da lesdo (van FURTH et al., 1973). No
sitio inflamatério, os macréfagos passam por um processo denominado ativagao,
que compreende varios estagios e caracteriza essas células, dependendo do
estagio em que se encontram, como macréfagos estimulados e ativados
(NATHAN, 1987; WERB et al., 1986; GORDON, 1986; COHN, 1978).

Os macréfagos estimulados apresentam elevada capacidade de
espraiamento, fagocitose e secregao de proteases neutras e outras enzimas,
sendo ainda mais responsivos a fatores de crescimento, como fator estimulador
de coldnias de macréfagos. Entretanto, macréfagos estimulados apresentam
ainda baixa atividade citotéxica e microbicida (GORDON, 1995). A estimulagao
dos macréfagos ocorre pela agao de fatores nao especificos, sendo observada
apos injaria tecidual, onde a integridade do tecido é preservada (RAPPOLEE e
WERB, 1988). Experimentalmente, esses macrofagos podem ser obtidos pela
administragao de drogas inertes, tais como tioglicolato e carragenina (GORDON,
1995; HOPPER, 1986).

Os macréfagos ativados, por sua vez, sdo capazes também de produzir
grandes quantidades de metabolitos reativos do oxigénio e nitrogénio (H,O,,
O,, OH e NO), o que Ihes confere alta capacidade microbicida e tumoricida
(JORENS et al., 1995; ADAMS e HAMILTON, 1984). A ativagdo envolve a

interagao de citocinas com receptores presentes na membrana dos macréfagos,
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desencadeando uma série de eventos moleculares que incluem hidrélise de
fosfatidilinositol, formagéo de diacilglicerol, alteragdes na concentragéo de calcio
citosdlico, ativagédo de proteina quinase C, fosforilagdo de proteinas e alteragdes
na transcrigdo génica (ADAMS e HAMILTON, 1992). A ativagao experimental de
macrdfagos pode ser obtida pela infecgdo do animal com microrganismos, como
bacilo Calmett-Guérin (BCG), ou pela aplicagéo de citocinas, como IFN-y, gerando

uma resposta em funcao do agente ativador (TAKEMURA e WERB, 1984).

1.1.3 Participagéo na Resposta Imune e Inflamatoria

Os macréfagos influenciam varios aspectos da resposta imune e
inflamatoéria, atuando como células efetoras e desempenhando um papel
fundamental na uniéo entre os sistemas imunes inato e adaptativo. Em adigao,
essas células participam de processos envolvidos na angiogénese e reparo
tecidual (UNANUE e ALLEN, 1987) (Figura 1).

Para monitorar o organismo de maneira eficiente em busca de agentes
agressores, os macrofagos, assim como as demais células do sistema imune,
precisam circular como células ndo aderentes nos vasos sangiiineos e linfaticos
e migrar como células aderentes através dos tecidos. Na presenca de um
antigeno estranho, devem ser capazes de se concentrar nos 6rgaos linféides,
ultrapassar as barreiras impostas pelo endotélio e membrana basal e migrar
em diregao aos sitios de infecgdo (SPRINGER, 1990).

Os macréfagos interagem com outras células e com a matriz extracelular
em diversas situagdes durante sua ontogenia e diferenciagéo, assim como em
resposta a estimulos: fisiolégicos apropriados (MERCURIO e SHAW, 1988;
HARLAN, 1985). Sua habilidade de interagir com moléculas da matriz
extracelular, tais como colageno, laminina e fibronectina, € um fator determinante

para o desenvolvimento de suas fungdes. Essa interagdo permite as células
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Inflamagéao e Febre

IL-1, IL-6, TNF-a.,
Prostaglandinas
Fatores do complemento
Fatores de coagulagéo
Ativagao Linfécitos '
Apresentagéo Antigenos
Produgéo de IL-1 Reorganizagio Tecidual

Elastase, colagenase, hialuronidase
Fator de crescimento de fibroblastos

' Fatores Angiogénicos

Atividade Antitumoral
Fatores Citotéxicos ,
H,0,, C3a, proteases,

arginase, NO, TNF-a

\ Lesao Tecidual
l H,0,, C3a, TNF-a,
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H,0,, O,, NO Proteinas Catiénicas

A'g0,, OH Hidrolases Acidas
Hipoalite Lisozimas [ Adaptado de ROITT, 1999. |

FIGURA 1- PAPEL Dos MACROFAGOS NA RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA -
MEecANIsMOs DE AcAo
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aderir e espraiar-se sobre a matriz e acontece via receptores especificos
presentes na membrana celular, entre os quais destacam-se as integrinas
(LAOUAR et al., 1999; HYNES, 1992). Além de serem receptores de adesao,
as integrinas funcionam como transdutores de sinal via fosforilagao de residuos
de tirosina (CHEN et al., 1996; LIN et al., 1994). Assim, a interagdo dos
receptores integrinicos com seus ligantes na matriz extracelular desencadeia
uma série de cascatas de sinalizagao intracelular, influenciando a expressao
génica (LIN et al., 1995) e regulando, dessa forma, processos como crescimento
celular (SCHNELLER et al., 1997) e apoptose (MIAO et al., 1997).

A atuacéo dos macrofagos como células efetoras, bem como seu papel
na unido entre os sistemas imunes inato e adaptativo, envolve a participagéo
de diferentes mecanismos,tais como endocitose, processamento e
apresentagao de antigenos e secre¢do de moléculas efetoras e regulatérias
(GORDON, 1999) (Figura 2).

A endocitose é um processo fundamental para o desenvolvimento de
diferentes fungbes dos macréfagos. Ela permite a captura de uma série de
substancias, macromoléculas e microrganismos, variando de acordo com a
natureza do agente a ser ingerido (BERON et al., 1995).

Substéncias ou particulas pequenas, presentes em solugéo, sdo captadas
através de um processo denominado pinocitose, que pode ser seletivo ou ndo
seletivo. Na pinocitose nao seletiva ou de fase fluida, ocorre o englobamento de
microgotas, promovendo a captagao de solutos dissolvidos no fluido extracelular,
tais como sacarose. Ja na pinocitose seletiva ou absortiva, o englobamento de
macromoléculas depende de seu reconhecimento e ligagdo a receptores
presentes na membrana, como é o caso de complexos antigeno-anticorpo e

horménios protéicos (PHAIRE-WASHINGTON et al., 1980a).
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P\dapmdo de ROITT, 1999. |

FIGURA 2- PAPEL DOS MACROFAGOS NA UNIAO ENTRE OS SISTEMAS IMUNES INATO
E ADAPTATIVO.
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A ingestdo de particulas sélidas e microrganismos € denominada
fagocitose. Assim como a pinocitose seletiva, a fagocitose depende da interagdo
entre receptores presentes na membrana dos macrofagos e seus respectivos
ligantes na superficie dos elementos a serem fagocitados (BERON et al., 1995).

O processo de fagocitose esta intimamente relacionado aos fendbmenos
de adesao e espraiamento celular. Durante esses processos ocorrem uma série
de alteragOes estruturais nas células, envolvendo a ativagao e agrupamento de
receptores de membrana para moléculas da matriz extracelular, como
fibronectina, vitronectina e laminina. A ativagao dos receptores desencadeia
cascatas de sinalizagao intracelular mediadas por tirosinoquinases, promovendo
a reorganizagao de elementos do citoesqueleto, como microtubulos e filamentos
de actina e a redistribuicdo de organelas citoplasmaticas (GREENBERG, 1995).
Essas alteragGes levam a uma mudanga na morfologia celular, possibilitando o
aumento da area de contato da membrana plasmatica da célula fagocitaria com
a superficie das particulas ou microrganismos a serem fagocitados. Além disso,
0 aumento da polimerizagao de filamentos de actina préximo a membrana
plasmatica acarreta a formagao de projegdes celulares e pseudépodos, que se
estendem ao redor das particulas-alvo e promovem sua internalizagao (ARAKI
et al., 1996).

O processo de endocitose esta também relacionado com a fungédo de
célula apresentadora de antigeno (APC) desempenhada pelos macroéfagos. Eles
sd80 capazes de interagir com uma variedade muito grande de moléculas
extracelulares, tais como proteinas e polissacarideos livres em solugédo ou
presentes na estrutura de microrganismos. Subseqientemente, essas moléculas
sao internalizadas, submetidas a mudangas metabdlicas intracelulares e
apresentadas em sua superficie em associagdo com moléculas MHC | e Il, de
maneira a serem reconhecidas pelos linfocitos T (DEBRICK et al., 1991; CAO

etal., 1989).
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Macrofagos podem ingerir e destruir microrganismos através da utilizagao
de diferentes mecanismos microbicidas, tanto oxidativos (H,O,, O,, OH e NO),
quanto ndo oxidativos (hidrolases acidas, lisozimas e proteinas catiénicas). O
processo de fagocitose estimula o “burst” respiratério dos macréfagos,
resultando em um aumento na formagao de reativos intermediarios do oxigénio.
O mesmo ocorre em relagéo a produgdo de metabdlitos do nitrogénio, sendo
que ambos variam em quantidade conforme o estagio de ativagao dessas células
(JOHNSTON, 1981). Dentre esses metabdlitos, o 6xido nitrico (NO) € uma das
principais moléculas efetoras da atividade microbicida e citotoxica contra
parasitas intra e extracelulares, bem como células tumorais (JORENS et al.,
1995)

O NO é derivado de atomos de nitrogénio guanidino da L-arginina e de
oxigénio molecular, sendo produzido em uma reagao catalisada pela enzima
oxido nitrico sintase (NOS). Quando em solugao aquosa, o 6xido nitrico € uma
molécula relativamente instavel, apresentando uma meia-vida entre 3 e 15s.
Devido a esse fato, a producdo de NO é normalmente medida indiretamente,
através da determinagao da concentragao de seus produtos oxidativos, nitrito e
nitrato, no soro ou sobrenadante de culturas celulares (PALMER et al., 1988;
KWON et al., 1990; LEONE et al., 1991).

Existem trés isoformas de NO sintase: a endotelial (€NOS), a neuronal
(nNOS) e ainduzivel (iNOS). Em resposta a acetilcolina e ao influxo de calcio, a
eNOS produz quantidades fisiolégicas de NO, que se difunde para fora do
endotélio e promove o relaxamento vascular e muscular. A nNOS de células
neuronais também produz quantidades moderadas de NO em resposta ao calcio
e glutamato, participando dos processos de ativagao das células da glia. A
iINOS é expressada em uma variedade de tipos celulares, incluindo macréfagos,
neutréfilos e fibroblastos, em resposta a diversos estimulos imunolégicos

ativadores, tais como IFN-y, TNF-a e LPS. Uma vez induzida, a iNOS produz



Introdugdo 10

grandes quantidades de NO, mediando atividades tumoricidas e microbicidas
(NATHAN e XIE, 1994; MARLETTA, 1993). Assim, a produgéo de éxido nitrico
pode ser considerada uma caracteristica tipica de macréfagos ativados
(NIBBERING et al., 1991; DING et al., 1988, STUEHR e MARLETTA, 1987).

Varios microrganismos tém demonstrado sensibilidade ao NO produzido
por macréfagos (LIEW et al., 1997). Entre eles, podemos citar Leishmania spp
(GREEN et al., 1990; LIEW et al., 1990), Trypanosoma spp (VESPA et al., 1994;
GAZZINELLI et al., 1992; MUNOZ-FERNANDEZ et al., 1992) e Toxoplasma
gondii (ADAMS et al., 1990). O 6xido nitrico & capaz de atuar diretamente sobre
os parasitas, provocando efeitos tdxicos e inibitérios sobre diversos processos
celulares, como crescimento e multiplicacdo (ADHUNA et al., 2000;
BOURGUIGNON et al., 1997). Nas células tumorais, as proteinas e acidos
nucléicos sao geralmente os alvos do éxido nitrico. A interagdo com essas
substancias gera, entre outros efeitos, inibicdo da sintese protéica e de DNA,
além de supressao da respiragao mitocondrial (JORENS et al., 1995).

O grau de importancia do 6xido nitrico no controle de infecgdes
parasitarias, entretanto, parece variar de acordo com o organismo hospedeiro
em questao. Evidéncias que corroboram esse fato foram obtidas a partir da
observagao de que macréfagos derivados de mondcitos sangliineos de galinha
sao capazes de destruir formas de T. cruzi, embora nao seja detectada a
producéo de NO por essas células durante a infecgao (DAMATTA et al., 2000).

Além das moléculas envolvidas nos mecanismos microbicidas e
citotéxicos, os macréfagos secretam uma série de citocinas regulatérias, como
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas e fator de crescimento de
fibroblastos (FGF). Essas citocinas podem exercer efeitos autécrinos ou
paracrinos, controlando a proliferagao, diferenciagao e fungéo efetora dos
proprios macrofagos, linfécitos e outras células envolvidas na resposta

imunolégica (BIANCHI et al., 1998; NATHAN, 1987).
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1.2 HOMEOPATIA E METODO CANOVA®

Da-se 0 nome de Homeopatia ao sistema terapéutico criado no século
XVIIl pelo médico alemao Samuel Christian Hahnemann (1755-1843),
fundamentado no principio da similitude “similia similibus curantur ”, no qual
semelhantes sao curados pelos semelhantes. Segundo Hahnemann, o
medicamento homeopatico é toda substancia que tem a faculdade de provocar
sintomas patoldgicos no homem sadio e de fazer desaparecer esses mesmos
sintomas no homem enfermo (BAROLLO, 1995).

Os medicamentos homeopaticos sdo elaborados com base em
substancias dos reinos animal, vegetal e mineral, segundo uma técnica
farmacéutica propria da homeopatia. Essa técnica € denominada dinamizagao
e envolve a diluicdo seriada das substancias em questao, intercalada a
processos ritmicos ou sucussao (KAPLAN, 1994).

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

O Método Canova® consiste num medicamento indicado em patologias
onde o sistema imunolégico do individuo encontra-se comprometido, podendo
ser utilizado sozinho ou em associagdo a outros agentes terapéuticos no
tratamento de diversas doengas, tais como hepatite C, sindrome da

imunodeficiéncia adquirira (AIDS) e neoplasias.
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O Método Canova® trata-se de um produto resultante da combinagao das

seguintes tinturas homeopaticas, conhecidas das farmacopéias mundiais:

Esses componentes sdo diluidos em agua destilada contendo 0.01% (viv)
de etanol, utilizada como veiculo. A extracado e a seqliéncia de combinagao de
seus componentes & essencial ao processo de agdo desse medicamento,
resultando dai a denominacao de Método.

O Método Canova® é originario da Argentina, sendo atualmente
manipulado pela farmacia A Homeoterapica em Curitiba, PR, e envasado pelo
Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR), o qual também realiza o controle
de qualidade através de testes de esterilidade, toxicidade e pirogénio.

As informag¢des aqui descritas sobre o Método Canova® foram
fornecidas pela empresa Canova do Brasil Ltda., Curitiba, PR, e estdo

também disponiveis no site: http://www.metodocanova.com.br .
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2 JUSTIFICATIVA

Desordens no sistema imunoldgico podem ser a causa de muitas
enfermidades e a responsividade do sistema imune determina de maneira
decisiva o prognéstico do paciente. Pensando nesse sentido é que, cada vez
mais, médicos e pesquisadores tém se interessado por medicamentos e terapias
que atuem como “moduladores da resposta imunolégica”, visando regular o
organismo para responder de forma adequada e suficiente a qualquer estimulo
agressor, sem, no entanto, causar efeitos agressivos ao mesmo.

O Método Canova® é um medicamento imunomodulador indicado em
patologias onde o sistema imune do paciente se encontra comprometido. Dados
clinicos mostraram que esse medicamento nao apresenta efeitos colaterais nem
toxicidade, aumentando a imunidade do individuo e contribuindo para o
desencadeamento de uma resposta imunolégica especifica e adequada contra
diferentes estados patogénicos.

Nosso laboratério tomou conhecimento do Método Canova em 1997,
através de informagdes provenientes de médicos e pacientes que o estavam
utilizando. Desde entao, varios experimentos foram e vém sendo desenvolvidos,
no intuito de obter esclarecimentos sobre suas propriedades e mecanismos de
acdo. Entre eles, estudos utilizando macréfagos peritoneais de camundongo
mostraram que o Método Canova® atua sobre essas células, provocando
alteragdes na sua morfologia, distribuicdo de receptores e secre¢do de citocinas
(PIEMONTE e BUCHI, 2001).

Esses dados indicam um processo de ativagao dos macréfagos,
sugerindo uma via de atuagdo do medicamento através dos mesmos. No
presente trabalho, objetivou-se dar continuidade aos experimentos ja realizados
com o Método Canova®, uma vez que torna-se premente a obtencao de

informagdes que contribuam para o esclarecimento de suas propriedades.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do Método Canova® sobre a funcionalidade de

macréfagos peritoneais de camundongo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

, " , ®
Comparar macrofagos tratados e néo tratados com o Método Canova

em relagao aos seguintes parametros funcionais:

¢ Mobilizagao Celular: determinar o numero de células presentes na cavidade
peritoneal dos camundongos;

¢ Viabilidade Celular: determinar a porcentagem de células viaveis no lavado
peritoneal dos camundongos;

e Capacidade de Adesdo: determinar a taxa de adesao sobre superficies

plasticas e matrigel;

Capacidade de Espraiamento: determinar a taxa de espraiamento sobre

superficies plasticas e matrigel;

Atividade Endocitica: calcular o indice endocitico apds a interagdo com
leveduras e parasitas intracelulares;

Produgio de Oxido Nitrico: quantificar a produgdo de éxido nitrico na

presenga ou nao de parasitas intracelulares;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos suigos (Mus musculus), machos, com 2
a 3 meses idade, pesando entre 25 e 35g, cedidos pelo Biotério do Setor de

Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana.

4.2 TRATAMENTO COM O METODO CANOVA®

Para todos os experimentos foi utilizado o Método Canova® na sua forma

injetavel, cedido pela empresa Canova do Brasil Ltda.

4.2.1 Tratamento in vivo

Os camundongos foram inoculados, via subcutanea, com doses diarias
de 0,2 ml do Método Canova'. Os animais foram tratados durante um periodo
de 7 ou 28 dias, conforme o determinado para cada experimento. Os animais
do grupo controle nao receberam tratamento. Apds 24 horas do término do
tratamento, os animais foram sacrificados e os macréfagos coletados para a

realizagao dos experimentos desejados (PIEMONTE, 2000).

4.2.2 Tratamento in vivo e in vitro

Os macrofagos foram obtidos de camundongos submetidos ao tratamento
in vivo durante 7 dias com o Método Canova®, sendo entao mantidos em cultivo
sob condi¢cdes ideais. Durante todo o periodo determinado para cada

experimento, o tratamento foi complementado com a aplicagéo in vitro do
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medicamento, na concentragéo de 1% (v/v) em relagao ao meio de cultura padrao
(ver item 4.7). As doses foram aplicadas diariamente, sendo a primeira
adicionada apds 3 horas de cultivo e as demais a intervalos de 24 horas. Os
macrofagos do grupo controle foram obtidos de animais que nao receberam
tratamento e cultivados sob condigdes ideais, sem a adi¢do do medicamento,

até o final dos experimentos.

4.3 COLETA DAS CELULAS PERITONEAIS

Os animais foram sacrificados por inalagao de éter etilico, sendo entéao
realizada a sec¢do da pele abdominal para exposi¢cao do periténio parietal e a
inoculacgéao intraperitoneal de 5-10 ml de PBS (pH 7.4) estéril e gelado. Apos 0
massageamento do abdémen por aproximadamente 30 segundos para o
desprendimento das células, o lavado peritoneal dos camundongos foi aspirado
e acondicionado em frascos estéreis, mantidos em banho de gelo até sua
utilizagéo. Para a realizagdo dos experimentos, foram utilizadas células
provenientes da unido dos lavados de 3 a 10 camundongos por grupo (BUCHI e

DE SOUZA, 1992).

4.4 DETERMINAGAO DO NUMERO DE CELULAS PERITONEAIS

ApOs a coleta do lavado peritoneal, as células foram centrifugadas a 850xg
durante 5 minutos, sendo o sobrenadante desprezado e o precipitado celular
ressuspenso em 1 ml de meio de cultura (ver item 4.7). A suspensao celular
resultante foi entdo diluida 1:10 (v:v) em PBS (pH 7,4) estéril. A determinagao
do numero de células presente em cada amostra foi realizada através de
contagem em Camara de Neubauer, com 0 auxilio de microscépio invertido e

utilizacdo de anéis de contraste de fase (SAMPAIO et al., 2001).
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4.5 DETERMINAGAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade das células contidas no lavado peritoneal foi determinada
pela técnica de exclusdo de Azul de Tripan, onde apenas as células ndo viaveis
coram-se de azul. Apds a coleta, as células foram centrifugadas a 850xg durante
5 minutos, o sobrenadante desprezado e o precipitado celular ressuspenso em
1mi de PBS (pH 7,4) estéril. Aliquotas da suspensao celular foram diluidas 1:10
(v:v) em uma solugédo de Azul de Tripan 1% (v/v) em PBS estéril (pH 7,4). A
porcentagem de células viaveis foi determinada a partir da contagem diferencial
realizada em Camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio de luz

(SAMPAIO et al., 2001).

4.6 SELECAO DOS MACROFAGOS

A selegao dos macrofagos foi realizada por adesao, processo que permite
obter culturas em monocamada de células aderentes, das quais pelo menos
98% sao macréfagos. As células contidas no lavado peritoneal foram contadas
em Camara de Neubauer e centrifugadas a 850xg durante 5 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em meio
de cultura (ver item 4.7), de forma a atingir a concentragao desejada para cada
experimento. Essa suspenséo celular foi distribuida em placas de cultivo,
incubadas a 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO,, durante 15 minutos.
Passado esse periodo, as células ndo aderentes foram removidas através de 3
lavagens com meio de cultura e os macréfagos cultivados sob condi¢des ideais

(ver item 4.7) até o final dos experimentos (PIEMONTE e BUCHI, 2001).
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4.7 CONDIGOES DE CULTIVO CELULAR DOS MACROFAGOS

Os macréfagos foram cultivados em placas descartaveis de cultivo, mantidas
a 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de CO,, durante todo o periodo
determinado para cada experimento. Como meio de cultura padrao, foi utilizado o
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB) termoinativado, 1 U/ml de Penicilina, 1 ug/ml de Streptomicina e 2,5 ug/mi
de Amphotericina. Para a realizagao de alguns experimentos, entretanto, foi utilizado

meio de cultura sem SFB (PIEMONTE, 2000).

4.8 AVALIAGAO DA CAPACIDADE DE ADESAO E ESPRAIAMENTO

Para os ensaios de adesao celular e espraiamento foram utilizados
macréfagos tratados in vivo durante 7 dias, cultivados em placas de 96 pogos
de fundo chato cobertas ou ndo com matrigel (10ug/ml), cedido pelo Laboratério
de Oxidagdes Biolégicas do Departamento de Bioquimica da Universidade
Federal do Parana.

O matrigel é um composto representativo da membrana basal, sendo
constituido de diversas glicoproteinas, incluindo colageno IV, laminina, entactina
e proteoglicanos. As fontes mais convenientes para purificagao de proteinas da
membrana basal sdo tumores murinos, entre os quais podemos citar o tumor
Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) de camundongos. O EHS caracteriza-se por
apresentar agregados de células tumorais circundadas por uma camada de
membrana basal com varios micrOmetros de didametro, cuja extragao e
purificagdo resulta na preparagao do matrigel. Em alguns experimentos de
adesdo celular foram realizados ensaios com a utilizagdo de superficies
recobertas com soro albumina bovina (BSA), normalmente utilizada como

controle negativo nesse tipo de experimento (TIMPL et al., 1987).
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4.8.1 Determinagéo da Taxa de Adeséo

Apés a coleta, as células foram contadas em Camara de Neubauer,
centrifugadas a 850xg durante Sminutos e ressuspensas em meio de cultura sem
SFB, de maneira a atingir a concentragdo de 3x10° células/ml. Foram entao
adicionadas, a cada po¢o, aliquotas de 100 ul da suspenséo celular (3 x10° células/
po¢o) e as placas foram incubadas a 37°C, em atmosfera umida contendo 5% de
CO,, durante 5 min, 15 min, 1 hora ou 2 horas. Apos os tempos determinados, as
células ndo aderidas foram removidas através de 3 lavagens com PBS (pH 7,4).

Em seguida, as células que permaneceram aderidas foram fixadas e a taxa
de adesao foi estimada com a utilizagao do corante Cristal Violeta (Protocolo 1). A
absorbancia das amostras foi determinada em 550nm, com a utilizagao de um leitor
de microplacas. Para cada experimento, foram realizados ensaios em quadruplicata

dentro de cada grupo de tratamento.

4.8.2 Determinagao da Porcentagem de Espraiamento

As células foram coletadas, contadas em Camara de Neubauer, centrifugadas
a 850xg durante Sminutos e ressuspensas em meio de cultura sem SFB, de maneira
a atingir a concentragao de 3x10° células/ml. Aliquotas de 100 pul da suspenséo
celular foram entéo adicionadas a cada pogo (3x10° células/pogo) e as placas foram
incubadas a 37°C, em atmosfera Umida contendo 5% de CO,, durante 1 ou 3 horas.
Passado esse periodo, as células nao aderidas foram removidas através de 3
lavagens com PBS (pH 7,4).

A porcentagem de células espraiadas apés os diferentes tempos de
incubagéo foi determinada para cada amostra de 150-180 células, através de
contagem em microscopio invertido, utilizando anéis de contraste de fase. Em cada

experimento, foram realizadas quadruplicatas dentro de cada grupo de tratamento.
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PROTOCOLO 1

ENSAIO DE ADESAOQ CELULAR

(Placa de 96 pogos)

N

Aplicar 100ul da solugdo de proteina (em PBS estéril) a cada pogo;
Incubar na estufa a 37°C e 5%CO, (1 hora);

Incubar “overnight” a 4°C;

Aspirar a proteina nao aderida;

Lavar 3x com PBS estéril;

Adicionar 200ul da solugéo de BSA1% em PBS estéril;

Incubar na estufa a 37°C e 5%CO,, (1 hora),

Lavar 2x com PBS estéril (ou meio sem SFB);

© © N o o & w0 BN

Plaquear as células (1x10° a 5x10° células/pogo) em meio sem SFB;

10. Incubar na estufa a 37°C e 5%CO, pelo tempo desejado;

11. Aspirar as células n&o aderidas;

12. Lavar 3x com PBS estéril;

13. Fixar com metanol P.A. a temperatura ambiente (10 minutos);

14. Lavar 3x com PBS estéril;

15. Adicionar 60 pl da solugao de cristal violeta 0,2% em etanol 2% (5 minutos),
16. Lavar 10x com PBS (mesmo volume);

17. Adicionar 150ul da solugéao citrato de sédio 0,05M em etanol 50%(10 minutos),
18. Homegeneizar e transferir 100ul do sobrenadante para outra placa;

19. Determinar a absorbancia em 550nm;
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4.9 MICRORGANISMOS

4.9.1 Saccharomyces cerevisiae

Os exemplares de S. cerevisiae foram mantidos congelados a —20°C,
sendo aliquotas do estoque separadas e descongeladas para a utilizagdo em
cada experimento. Durante o processo de preparac¢ado, as leveduras foram
diluidas e homogeneizadas em 10ml de PBS (pH 7.4), sendo entao lavadas 3
vezes por centrifugagdo a 1500xg durante 5 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e substituido a cada etapa. Apds a lavagem, o numero de leveduras
contidas na solugao foi determinado através de contagem em Céamara de
Neubauer, com o auxilio de microscopio invertido e utilizagcao de anel de contraste

de fase (BUCHI et al., 1993).

4.9.2 Trypanosoma cruzi

Foram utilizadas formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi clone
Dm28c (CONTRERAS et al., 1988), cedidas pelo Instituto de Biologia Molecular
do Parana (IBMP). As formas epimastigotas foram mantidas através de repiques
semanais em meio LIT (“liver infusion tryptose”’) a 28°C. As formas
tripomastigotas metaciclicas foram obtidas a partir da diferenciagéo in vitro das
formas epimastigotas. Para indugéo do processo de metaciclogénese,
epimastigotas de culturas em fase de crescimento exponencial foram incubados
em TAU (“triatomine artifitial urine” - 190mM NaCl, 17mM KCI, 2mM MgCl,, 2mM
CaCl,, 0.035% NaHCO,, 8mM Na,PO,, pH 6.0) durante 2 horas. Isso feito, os
parasitas foram transferidos para garrafas de cultivo contendo TAU3AAG (TAU
acrescido de 50mM L-glutamato, 10mM L-prolina, 2mM L-aspartato and 10mM

D-glucose) e incubados durante 3 a 4 dias a 28°C. Durante o processo de
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diferenciagao, grande parte das formas epimastigotas permanecem aderidas
a superficie das garrafas de cultura, enquanto que as formas tripomastigotas
metaciclicas ja diferenciadas desprendem-se e vao sendo liberadas no
sobrenadante (CAMARGO, 1964). Apds o periodo de metaciclogénese, o
sobrenadante das culturas foi submetido a contagem diferencial em Camara de
Neubauer para determinagéo do numero de tripomastigotas metaciclicos, com

o auxilio de microscépio invertido e utilizagdo de anel de contraste de fase.

4.9.3 Leishmania amazonensis

Foram utilizadas formas promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/
73/M2269), cepa referéncia da Organizagao Mundial da Saude, cedidas pelo
Laboratério de Parasitologia Molecular do Departamento de Patologia Basica
da Universidade Federal do Parana. Os parasitas foram mantidos através de
repiques semanais em meio bifasico Tobie & Evans a 24°C. Para a obtengéo
de culturas em massa, os parasitas foram repicados em meio RPMI 1640
acrescido de 20% de SFB e mantidos sob condi¢des ideais de cultivo por
aproximadamente 15 dias, antes da realizagao de cada experimento. Passado
esse periodo, o numero de promastigotas nas culturas foi determinado através
de contagem em Camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio invertido

e utilizag@o de anéis de contraste de fase (THOMAZ-SOCCOL et al., 1993).
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4.10 INTERAGAO MICRORGANISMOS-MACROFAGOS

Apoés a realizagao da contagem, os microrganismos foram centrifugados
até que fosse obtido um precipitado celular, o sobrenadante desprezado e as
células ressuspensas em meio de cultura sem SFB. A concentracao final da
solugéo foi calculada para que o nimero de parasitas a ser adicionado em cada
experimento estivesse contido em 250 ul de meio de cultura.

Os macréfagos foram cultivados em placas de 24 pogos sob condi¢des
ideais durante 24 horas. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com
meio de cultura sem SFB e os parasitas adicionados, na propor¢édo de 10:1 em
relagcdo aos macréfagos. 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).

Apbés o periodo de interagao, os pogos foram lavados com meio de cultura
sem SFB para remoc¢éo dos parasitas ndo aderidos e as células fixadas ou
mantidas em cultura sob condi¢des ideais, conforme o determinado para cada

experimento.

4.11 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ENDOCITICA

Para os ensaios de endocitose foram utilizados macréfagos submetidos
ao tratamento in vivo e in vitro, sendo a atividade endocitica avaliada a partir
da interagdo dos mesmos com leveduras Saccharomyces cerevisiae, formas
epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi e formas promastigotas

de Leishmania amazonensis.
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As células (1x10°células/pogo) foram cultivadas sobre laminulas em placas
de 24 pocos e deixadas para interagir com os diferentes microrganismos
(ver item 4.10) durante um periodo de duas horas. Ap6s o periodo de interagao,
as células foram lavadas com PBS (pH 7,4) para remogao dos microrganismos
nao fagocitados, fixadas e processadas para microscopia de luz, com coloragéo
pela técnica de Giemsa (Protocolo 2).

Em cada experimento foram realizadas oito repeticées dentro de cada
grupo de tratamento, sendo os experimentos repetidos pelo menos 2 vezes.
Foram contados de 100 a 150 macréfagos por laminula, sendo o n.° total de
macréfagos, o n.° de macréfagos com microrganismos e o n.° de microrganismos
internalizados determinado para cada amostra.

O calculo do indice endocitico foi realizado segundo BUCHI e DE SOUZA

(1992; 1993), a partir da utilizagao das seguintes equagoes:

Indice Endocitico = n. microrganismos internalizados x % macrofagos ¢/ microrganismos
n.° macréfagos ¢/ microrganismos

% macrofagos ¢/ microrganismos =n.2 macréfagos ¢/ microrganismos |
n.° total macréfagos j
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PROTOCOLO 2

COLORACAO PELA TECNICA DE GIEMSA

1. Fixar em Bouin durante 5 minutos a temperatura ambiente;
2. Lavarem Alcool 70% (3 a4 vezes);
* Pode parar nesse estagio por tempo indeterminado, até a coloragao.
3. Lavarrapidamente em agua destilada (2 vezes),
4. Incubar com Giemsa 10% de 1 a 3 horas a temperatura ambiente;
* Filtrar o corante logo antes de diluir para usar.
5. Lavarrapidamente em agua destilada (2 vezes),
6. Passar pela bateria de desidratagao (2 vezes):
*Retirar 0 excesso das solugdes em um papel filtro entre um passo e outro.
=» Acetona pura 1
=» Acetona pura 2
=» Acetona 3 + 1 Xilol
=> Acetona 1 + 1 Xilol
= Acetona 1 + 3 Xilol
=> Xilol puro 1
=>» Xilol puro 2
7. Montar em lamina com Entelan;

8. Secar a temperatura ambiente.
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4.12 AVALIAGAO DA PRODUGAO DE OXIDO NiTRICO

Para a avaliagdo da produgao de 6xido nitrico foram utilizados macréfagos
submetidos ao tratamento in vivo e in vitro, cultivados em placas de 24 pogos
(5x10° células/pogo) e colocados para interagir com os seguintes parasitas
intracelulares: formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzie
formas promastigotas de Leishmania amazonensis. A produgao de NO foi
também determinada para macréfagos cultivados apenas com meio de cultura
sob condig¢des ideais, ou seja, na auséncia dos parasitas.

A avaliagdo da produgéo de 6xido nitrico foi realizada indiretamente, a
partir da determinag&o da concentragéo de nitrito (NO,’), o qual € um produto
estavel da reacao de produgao de éxido nitrico, no sobrenadante das culturas
(Protocolo 3). Aliquotas de 100ul de cada sobrenadante foram centrifugadas a
1500xg durante 5 minutos, transferidas para placas de 96 pog¢os e misturadas
em igual propor¢ao com o reagente de Griess que, na presenga de nitrito, reage
para produzir uma cor lilas. A densidade éptica (D.O.) de cada amostra foi entao
determinada em leitor de microplaca (BIO-RAD) em 550nm.

A concentragao de nitrito presente no sobrenadante das amostra foi
calculada com base nos valores de D.O. obtidos para cada concentragéo (10uM-
80uM) de uma curva padrao, confeccionada com a utilizagao de nitrito de sédio

diluido em meio de cultura.
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PROTOCOLO 3

DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO

1. Plaquear as células (3x10° a 5 x10°células/ pogo);
Deixar aderir por 15 minutos a 37°C e 5% CO,,
Aspirar o sobrenadante para retirar as células nao aderentes;
Lavar 2 vezes com PBS a 37°C;
Adicionar meio de cultura e incubar no minimo por 24 horas a 37°C e 5%CO,,

Centrifugar o sobrenadante e transferir 100l para uma outra placa;

N o o A 0 N

Adicionar 100ul do reagente de Griess e incubar 10 minutos a temperatura
ambiente;
8. Proceder a leitura das absorbancias em 550nm.

9. Calcular a concentragédo de NO, utilizando a curva padrao de nitrito de sédio.

=»Reagente de Griess

Misturar as duas solugdes na proporgéo 1:1, imediatamente antes do uso.

Solugédo A: naftiletilenodiamino 0,1% em acido fosférico 5%

Solugéo B: Sulfonamina p-aminobenzeno 1% em acido fosférico 5%

Obs.: As solugles separadas podem ser estocadas na geladeira por 1 més.
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4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Analise de Variancia

(ANOVA) com delineamento em “Blocos ao Acaso com Repeti¢cdes”, conforme

esquema abaixo

- 21 -C SQ7Tr SQIr
Tratamentos k-1 o ] SOR
. 2B -C SQB SQBI
Blocos r-1 e oy, SQR
Interacio (TexB 1) (-1 ZP - C- SQTr - SQB! SQTrxBI SQTrxBI
ragdo (TrxBI) (k-1 (-1) = K-1) (r-1) SQR
: : ) } ) SQR
Residuo kr(m-1) SQT - SQTr - SQBI - SQTrxBI kr (m-1)
Total n-1 Yy -C
n = n.° dados T'=total tratamento (Zrm dados) C =y
y = cada um dos dados B =total bloco (Zkm dados) n
k= n.° tratamentos I =total dos tratamentos dentro de cada bloco
r=n.° blocos G =total geral (Zy; =T, £B)
=no 1c6 0/ — . o~
m = n.° repetigdes CV% = coeficiente de variagdo CV %= \/QMRx 100
G/n

Quando necessario, para a realizagdo de comparagao entre as médias,
a analise de variancia foi complementada com o teste de Tukey, onde a diferenga

minima significativa (d.m.s.) foi calculada a partir da seguinte equagéo:

dms.=q J OMR

m

Os resultados foram expressos como média + desvio padrédo (DP) e o nivel

de significancia estatistico estabelecido em 5% (*p<0,05) ou 1% (**p<0,01).
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4.14 REAGENTES

Acetona P.A. (Merck)

Acido acético glacial (Reagen)

Acido fosférico (Analitica)

Acido picrico (Reagen)

Albumina fragédo V 99% p6 (Sigma)
Alcool etilico (Merck)
Amphotericina/Penicilina/ Streptomicina (Sigma)
Azul de Tripan (Merck)

Citrato de so6dio (Analitica)

Cristal violeta (Sigma)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma)
Entellan (Sigma)

Eter etilico (Rhodia)

Formaldeido (Reagen)

Giemsa (Qeel)

Metanol P. A. (Merck)

Método Canova® (Canova do Brasil Ltda.)
Naftilenodiamino (Sigma)

Nitrito de soédio (Sigma)

Sulfonamina p-aminobenzeno (Sigma)
Soro fetal bovino (Gibco BRL)

Xilol (Reagen)
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4.15 EQUIPAMENTOS

Leitor de microplacas (BIO-RAD)
Microscépio invertido (Leica)

Estufa imida de CO, (NUAIRE)
Centrifuga (Bering)

Fluxo Laminar (Veco)

Microscépio de Luz (STUDARLab)
Balanga Digital (Sartorius)

Capela (Permution)

Fotomicroscépio Olympus 820 (Espencer)
Microcentrifuga (Bering)

pHmetro (Micronal)
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5 RESULTADOS

5.1 MOBILIZACAO CELULAR

Nao foram observadas alteragdes significativas na mobilizagao de células
para a cavidade peritoneal dos camundongos em resposta ao tratamento com
o Método Canova® durante 7 ou 28 dias, embora o numero de células peritoneais
dos animais tratados tenha sido 6-8% maior do que dos animais controle, em

todos os experimentos realizados (Figura 3).

5.2 VIABILIDADE CELULAR

O tratamento com o Método Canova®, durante 7 ou 28 dias, ndo acarretou
efeitos significativos sobre a viabilidade das células presentes na cavidade
peritoneal dos camundongos.

A porcentagem de células vidveis manteve-se acima de 95% em todas
as amostras analisadas, tanto para os animais que receberam o tratamento,

guanto para os animais controle.
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MOBILIZACAO CELULAR

N.° Céls. Peritoneais (x10 7)

7 dias 28 dias

lGrupo Controle B Método Canova |

FIGURA 3 - EFeito po MEtopo CANoVA® sOBRE A MoBILIZAGAO CELULAR

O lavado peritoneal foi obtido de camundongos submetidos ao tratamento durante 7 ou 28
dias. O numero de células peritoneais foi determinado para cada grupo de trés animais,
através de contagem em Camara de Neubauer, com a utilizagdo de microscopia de
contraste de fase. Os valores estdo expressos como média + DP de 8 experimentos
distintos.
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5.3 CAPACIDADE DE ADESAO

A capacidade de adesdo dos macréfagos ao plastico e a matriz
extracelular ndo foi alterada significativamente em resposta ao tratamento com
o Método Canova®, embora a taxa de adesao do grupo tratado tenha sido maior
do que a do grupo controle em ambas as condigbes experimentais (Figura 4).

O perfil de adesdo dos macréfagos, independente da realizagéo do
tratamento, mostrou diferengas qualitativas e quantitativas entre as duas
superficies testadas: plastico e matrigel.

Nos ensaios de adesao ao plastico, observou-se que a taxa de adeséo
dos macréfagos atingiu um valor maximo por volta dos 15 minutos de incubagao
(Figura 4a). Ja nos ensaios realizados sobre superficies recobertas com
matrigel, essa taxa apresentou uma tendéncia a aumentar de maneira
proporcional ao tempo de incubagao (Figura 4b).

Em adicdo, a adesdo dos macréfagos a superficies plasticas foi
significativamente maior do que aquelas recobertas com matrigel, independente
do tempo de incubagao e do tratamento (Figura 5).

Foi observada ainda, nos ensaios realizados sobre superficies recobertas
com BSA, uma taxa consideravel de adesao dos macrofagos. Os resultados

foram semelhantes para os grupos tratado e controle (dados ndo mostrados).
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CAPACIDADE DE ADESAO
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FIGURA 4 - EFeiro po METopo CANOVA® sOBRE A CAPACIDADE DE ADESAO

Os macré6fagos foram submetidos ao tratamento in vivo durante 7 dias, plaqueados (3x10°
células/pogo) sobre (A) superficies plasticas ou (B) recobertas com matrigel (10pg/ml) e
incubados durante os tempos determinados. A taxa de adesao foi avaliada com a utilizagao
do corante Cristal Violeta, sendo a D.O. das amostras determinada em 550nm. Os valores
estdo expressos como média + DP de amostras em quadruplicata e sédo representativos
de trés experimentos distintos.
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ADESAO: PLASTICO X MATRIGEL

i
\
|
|
|

040 GRuUPO CONTROLE
0,32
E
é 0,24
O: 0,16
o
0,08
0,00
5min 15 min 1h 2h
A ‘B Matrigel m Pléstico
- VTrnCANVA° -
0,40 METopo 0

D.O. (550 nm)

5min 15 min 1h 2h

B Matrigel B Pléstico

FIGURA 5 - CapaciDADE DE ADESAO: PLAsTICO X MATRIGEL

Os macréfagos foram submetidos ao tratamento in vivo durante 7 dias, plaqueados (3x10°
células/pogo) sobre superficies plasticas ou recobertas com matrigel (10ug/ml) e incubados
durante os tempos determinados. A taxa de adeséao foi avaliada com a utilizagdo do
corante Cristal Violeta, sendo a D.O. das amostras determinada em 550nm. Os valores
estdo expressos como média + DP de amostras em quadruplicata e sédo representativos
de 3 experimentos distintos. A, Grupo Controle; B, Método Canova®. **p< 0,01 quando
comparado ao matrigel.
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5.4 CAPACIDADE DE ESPRAIAMENTO

O tratamento com o Método Canova’ por via subcuténea durante 7 dias
promoveu um aumento significativo na capacidade de espraiamento dos
macrofagos, tanto para o plastico quanto para o matrigel (Figuras 6 a 8).

Apds 1 hora de cultivo, a porcentagem de macréfagos espraiados sobre
superficies plasticas mostrou-se cerca de 61% maior no grupo tratado em relagao
ao controle. Ja para os macréfagos cultivados sobre o matrigel, foi observado um
aumento de 58% na taxa de espraiamento em resposta ao tratamento (Figura 6a).

Nos experimentos realizados ap6s 3 horas de cultivo, foram observados
resultados semelhantes. Sob essas condi¢des, a taxa de espraiamento dos
macrofagos do grupo tratado apresentou um aumento de 56% para as superficies
plasticas e de 50% para as superficies cobertas com matrigel, quando
comparada ao grupo controle (Figura 6b).

Independente do tratamento, a taxa de espraiamento dos macréfagos
sobre superficies plasticas foi significativamente maior do que sobre aquelas

recobertas com matrigel, para todos os tempo de incubagéo (Figura 9).
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CAPACIDADE DE ESPRAIAMENTO
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FIGURA 6 - EFeito po MEtopo CANOVA® sOBRE A CAPACIDADE DE ESPRAIAMENTO
Os macréfagos foram submetidos ao tratamento in vivo durante 7 dias, plaqueados (3x10°
células/pogo) sobre superficies plasticas ou recobertas com matrigel (10ug/ml) e
incubados durante (A) 1 hora ou (B) 3 horas. A porcentagem de espraiamento foi
determinada através de contagem em microscopia de contraste de fase. Os valores
estdo expressos como média + DP de amostras em quadruplicata e sdo representativos
de 2 experimentos distintos.**p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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FIGURA 7 - MacrOFaGos CuLTIvADOS SOBRE PLASTICO

Os macréfagos foram submetidos ao tratamento in vivo durante 7 dias e plaqueados
(3x105células/pogo) sobre superficies plasticas proprias para cultivo celular. As culturas
foram fotografadas em microscopia de contraste de fase, apés 1 hora de incubacgéao.
A, Grupo Controle; B, Método Canova®.
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FIGURA 8 - MacrOFaGos CuLTivaDOS SOBRE MATRIGEL

Os macréfagos foram submetidos ao tratamento in vivo durante 7 dias e plaqueados
(3x10°células/pogo) sobre superficies recobertas com matrigel (10ug/ml). As culturas
foram fotografadas em microscopia de contraste de fase, apés 1 hora de incubagéo.
A, Grupo Controle; B, Método Canova®.




Resultados 40

ESPRAIAMENTO: PLASTICO X MATRIGEL
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FIGURA 9 - CaraciDADE DE EsPRAIAMENTO: PLASTICO X MATRIGEL

Os macréfagos foram submetidos ao tratamento in vivo durante 7 dias, plaqueados (3x10°
células/pogo) sobre superficies plasticas ou recobertas com matrigel (10ug/ml) e
incubados durante (A) 1 hora ou (B) 3 horas. A porcentagem de espraiamento foi
determinada através de contagem em microscopia de contraste de fase. Os valores
estdo expressos como média + DP de amostras em quadruplicata e sdo representativos
de 2 experimentos distintos.**p<0,01 quando comparado ao grupo controle.
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5.5 ATIVIDADE ENDOCITICA

O tratamento com o Método Canova® resultou em um aumento significativo
da capacidade de fagocitose de ambas as formas ndo infectivas: leveduras  S.
cerevisiae (36%) e formas epimastigotas de T. cruzi (185%) (Figuras 10 a 12).

Ja para as formas infectivas, ndo foram encontradas diferencas
significativas, embora tenha sido observada uma leve diminuigéo na taxa de
infecgdo dos macroéfagos do grupo tratado, tanto para as formas tripomastigotas
de T. cruzi (25%), quanto para as formas promastigotas de L. amazonensis
(16%) (Figuras 13 a 15).

NaTabela 1, estdo representados os valores (média + DP) obtidos para

cada grupo de tratamento, a partir da interagcdo com os diferentes

microrganismos utilizados:

TABELA 1 - ATivibape EnpociTica Ap6s INTERAGAO coM MICRORGANISMOS
INFeCTIVOS E NAO INFECTIVOS

% macréfagos com n° microrganismos indice Endocitico
microrganismos por macréfago

Grupo Método Grupo Método Grupo Método
Controle Canova Controle Canova Controle Canova

S. cerevisiae 68+15 8960 24:018 25:040  4g3 223
T. cruzi EPI 31:40 46%30 11:016 21019 g4 97
T.cuziTRIPO 8010 60£10 10£001 1001 8 6

L. amazonensis 28 +3,0 27+20 1,33+0,35 1,15+022 37 31
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ATIVIDADE ENDOCITICA
FORMAS NAO INFECTIVAS
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FIGURA 10 - EFeito po Métopo CANOVA® SOBRE A ATIVIDADE ENDOCITICA PARA

FormAs NAO INFECTIVAS

Os macrofagos (1x10° células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in vitro e
cultivados sobre laminulas na presenga dos parasitas (10:1) durante 2 horas, sendo
entédo processados e corados pela técnica de Giemsa.O indice endocitico foi determinado
através de contagem com o auxilio de microscépio de luz. Os valores estdo expressos
como média + DP de amostras em triplicata e sdo representativos de 4 experimentos
distintos.*p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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FIGURA 11 - FAGOCITOSE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Os macréfagos (1x10° células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in
vitro, cultivados na presencga das leveduras (10:1) durante 2 horas e processados
para microscopia de luz. A e B, Grupo Controle; C e D, Método Canova®.
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FIGURA 12 - FagociTose TRYPANOSOMA CRUZI EPIMASTIGOTA
Os macréfagos (1x10° células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in
vitro, cultivados na presenga dos parasitas (10:1) durante 2 horas e processados
para microscopia de luz. A-C, Grupo Controle; D-F, Método Canova®.
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FIGURA 13 - EFeito po Métopo CANOVA® sSOBRE A ATIVIDADE ENDOCITICA PARA

FormAs INFECTIVAS
Os macréfagos (1x10° células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in vitro e

cultivados sobre laminulas na presenga dos parasitas (10:1) durante 2 horas, sendo
entéo processados e corados pela técnica de Giemsa.O indice endocitico foi determinado
através de contagem com o auxilio de microscépio de luz. Os valores estdo expressos
como média + DP de amostras em triplicata e sdo representativos de 4 experimentos

distintos.
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FIGURA 14 - FacociTose TRYPANOSOMA CRUZI TRIPOMASTIGOTA

Os macréfagos (1x105células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in
vitro, cultivados na presencga dos parasitas (10:1) durante 2 horas e processados
para microscopia de luz. A-C, Grupo Controle; D-F, Método Canova®.
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FIGURA 15 - FAGOCITOSE LEISHMANIA AMAZONENSIS PROMASTIGOTA

Os macréfagos (1x105células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in
vitro, cultivados na presenca dos parasitas (10:1) durante 2 horas e processados
para microscopia de luz. A e B, Grupo Controle; C e D, Método Canova®.
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5.6 PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

Para a avaliagdo da produgdo de 6xido nitrico foram utilizados
macrofagos cultivados sob condigdes ideais ou colocados para interagir com
diferentes parasitas intracelulares (Figuras 17 a 20).

O tratamento com o Método Canova® estimulou a producdo de 6xido
nitrico pelos macréfagos, na presenga ou nao de diferentes parasitas
intracelulares (Figura 16).

Quando os macréfagos foram cultivados apenas em meio de cultura, sob
condigdes ideais, o tratamento resultou em um aumento de 18% na produgéo
de NO. O perfil observado mostrou-se semelhante apos 24horas (Figura 16a)
e 72 horas de cultivo (Figura 16b).

Ap6s 24 horas de interagdo com os parasitas, a produ¢do de NO nos
grupos tratados aumentou cerca de 44% para os T. cruzi epimatigotas, 32%
para os T. cruzi tripomastigotas e 46% para as L. amazonensis
promastigotas, quando comparada ao grupo controle (Figura 16a).
Resultados semelhantes foram observados apds 72 horas de interagéo,
embora a amplitude da diferenga tenha sido um pouco menor. Nessas
condigcoes, foi observado, em resposta ao tratamento, um aumento na
produgédo de NO em torno de 18% para os T. cruzi epimastigotas, 5% para
os T. cruzi tripomastigotas e 32% para as L. amazonensis promastigotas
(Figura 16b)

Foi observada ainda, a diminuigéo da produgéo de NO apés a interagao
com todos os parasitas testados, quando comparada aquela encontrada para
os macrofagos cultivados apenas em meio de cultura. O perfil observado
mostrou-se semelhante apés 24 horas (Figura 16a) e 72 horas de interagéo

(Figura 16b).
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FIGURA 16 - Ereimo o MEtopo CANOVA® soBrRE A PRobucAo pe Oxipo NiTRico
Os macréfagos (5x10° células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in vitro
durante 7 dias e cultivados sob condigdes ideais ou na presenga dos parasitas (10:1)
durante 2 horas. A concentragéo de NO,” no sobrenadante das culturas foi determinada
com a utilizagao do reagente de Griess e leitura em 540nm, (A) 24 horas e (B) 72 horas
apo6s terminado o periodo de interagéo. Os valores estdo expressos como média + DP
de amostras em quadruplicata e sdo representativos de 3 experimentos distintos.
**p<0,01 e *p<0,05 quando comparado ao Grupo Controle.
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FIGURA 17 - MacrOFaGos CuLTivapos soB CoNDIGOES IDEAIS

Os macrofagos (5x105células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in
vitro e mantidos em cultivo sob condig¢des ideais. As culturas foram fotografadas
em microscopia de contraste de fase, ap6s 24 hora de incubagao.

A, Grupo Controle; B, Método Canova®.
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FIGURA 18 - INTERACAO MACROFAGOS X TRYPANOSOMA CRUZI EPIMASTIGOTA
Os macréfagos (5x10°células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in vitro
e cultivados na presenga dos parasitas (10:1) durante 2 horas. As culturas foram
fotografadas em microscopia de contraste de fase, durante o periodo de interacao.
A, Grupo Controle; B, Método Canova®.
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FIGURA 19 - INTERACAO MACROFAGOS X TRYPANOSOMA CRUZI TRIPOMASTIGOTA
Os macréfagos (5x10°células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in vitro
e cultivados na presenca dos parasitas (10:1) durante 2 horas. As culturas foram
fotografadas em microscopia de contraste de fase, durante o periodo de interagéo.
A, Grupo Controle; B, Método Canova®.
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FIGURA 20 - INTERAGAO MACROFAGOS X LEISHMANIA AMAZONENSIS PROMASTIGOTA
Os macroéfagos (5x10°células/pogo) foram submetidos ao tratamento in vivo e in vitro
e cultivados na presenga dos parasitas (10:1) durante 2 horas. As culturas foram
fotografadas em microscopia de contraste de fase, durante o periodo de interagéo.
A, Grupo Controle; B, Método Canova®.




Discussdo 54

6 DISCUSSAO

Estudos recentes demonstraram que o Método Canova® atua sobre
macrofagos, provocando alteragdes estruturais que indicam um processo de
ativagéo celular (PIEMONTE e BUCHI, 2001). Esses dados sugerem uma via
de atuacdo do medicamento através dessas células, entretanto, os mecanismos
e processos envolvidos nessa via ndo foram ainda completamente
caracterizados.Pensando nesse sentido, o presente trabalho foi desenvolvido
para avaliar os efeitos do Método Canova® sobre parametros funcionais de
macroéfagos peritoneais de camundongo, no intuito de ampliar os conhecimentos
acerca de seus mecanismos de agao.

Parametros como viabilidade celular, mobilizagédo, capacidade de adeséo
e espraiamento vém sendo utilizados para avaliar o efeito de diferentes
substancias sobre a funcionalidade de macréfagos (SAMPAIO et al., 2001;
HOPPER, 1986). Estudos indicam que substancias téxicas ou agressivas, sdo
capazes de provocar um efeito inibitdério sobre tais processos, interferindo no
desencadeamento da resposta imune e contribuindo para o desenvolvimento
de um quadro patolégico (SOUSA e SILVA, 1996; KREOFSKY et al., 1990).
Por outro lado, moléculas como PMA, LPS e IFN-y, conhecidas por
desencadearem o processo de ativagao dos macréfagos, provocam o0 aumento
de sua capacidade de adesao, area de espraiamento e atividade migratoria
(GORDON, 1995; PHAIRE-WASHINGTON et al., 1980b).

No presente trabalho foram avaliados, primeiramente, os efeitos do
medicamento sobre a viabilidade celular e capacidade de mobilizacdo. Para
tais experimentos, foi realizado o tratamento in vivo com o Método Canova®
durante um periodo de 7 ou 28 dias.A porcentagem de células viaveis, tanto
para o grupo tratado, quanto para o grupo controle, manteve-se acima de 95%

em todas as amostras analisadas, independente do tempo de tratamento. Da
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mesma forma, o nimero de células peritoneais, embora levemente aumentado
nos grupos tratados, ndo foi significativamente alterado em resposta ao
tratamento (Figura 3).

Os resultados descritos até entdo demonstraram que o medicamento nao
apresentou efeitos toxicos ou deletérios sobre 0os macréfagos, complementando
os dados previamente obtidos por SELIGMANN et a/ (2000), onde foi
demonstrado que o Método Canova® ndo apresenta efeitos genotdxicos sobre
linfécitos humanos.

Em seguida, foram avaliadas as capacidades de adesao e espraiamento
sobre superficies plasticas e recobertas com matrigel, com a utilizagdo de
macréfagos submetidos ao tratamento in vivo com o Método Canova® durante
um periodo de 7 dias. O tratamento nao acarretou diferengas significativas na
capacidade de adesao dos macrdfagos sobre ambas as superficies, embora a
taxa de adesao dos grupos tratados tenha sido maior que a dos grupos controle
em ambas as condigbes experimentais, plastico e matrigel, para todos os
tempos testados (Figura 4). Em contrapartida, a capacidade de espraiamento
foi estimulada de forma consideravel em resposta ao tratamento, tanto para
superficies plasticas, quanto para o matrigel (Figuras 6 a 8).

O fendmeno de espraiamento envolve alteragdes morfolégicas e estruturais
dos macrofagos. Nesse processo, € descrita a participagdo de elementos do
citoesqueleto, como microtubulos e microfilamentos. Glicoproteinas presentes na
matriz extracelular, como a fibronectina e seus respectivos receptores de membrana,
as integrinas, estao igualmente envolvidos (WOJCIAK-STOTHARD et al., 1997).
Dessa forma, o aumento na capacidade de espraiamento em resposta ao
tratamento com o Método Canova®, observado no presente trabalho, &€ um indicativo
do processo de ativagdo celular dos macréfagos, podendo ser relacionado com a

redistribuicdo dos filamentos de actina e das integrinas o« B na membrana dos
5 1

macréfagos, demonstrada por PIEMONTE e BUCHI (2001).
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Nos experimentos de adesdo e espraiamento foram observadas
diferengas quantitativas e qualitativas no comportamento dos macréfagos em
relacdo ao plastico e ao matrigel, independentemente da realizagao do
tratamento. Para um mesmo tempo de incubagdo, as taxa de adesédo e
espraiamento sobre as superficies plasticas foram maiores do que aquelas
encontradas para o matrigel (Figuras 5 e 9). Além disso, a analise do perfil de
adesao dos macréfagos ao longo do tempo também permitiu observar que, para
as superficies plasticas, a taxa de adesao atingiu um valor maximo por volta de
15 minutos, enquanto que, para aquelas recobertas com matrigel, essa taxa
tendeu a aumentar de maneira proporcional ao tempo de incubagéo (Figura 5).

A adesdo das células a moléculas da matriz extracelular € dependente
da realizagdo de uma série de interagdes essas moléculas e receptores
presentes na membrana celular. Durante esse processo, as células necessitam,
além de possuir receptores especificos para tais moléculas em quantidade
suficiente, redistribui-los ao longo da membrana e reorganizar seu citoesqueleto
afim de promover a formagdo dos contatos focais, 0 que demanda tempo e
energia. Em contrapartida, a ades&o a superficies como vidro ou plastico ndo
tem como fator limitante a presenca de receptores especificos para determinadas
moléculas, acontecendo, em grande parte, devido a um processo de adsorsao
celular. Assim, esses fatores, somados ao fato de terem sido usadas superficies
plasticas préprias para cultivo celular, tratadas para propiciar maior adsorgéo
das células, podem ter sido determinantes para as maiores taxas de adeséo e
espraiamento sobre o plastico em relagdo ao matrigel, observadas no presente
trabalho. Outro ponto a ser considerado é o fato dos macrofagos néo
apresentarem, na auséncia de estimulos especificos, aderéncia a laminina
(MERCURIO e SHAW, 1988; SHAW et al., 1990), uma das principais moléculas

constituintes da membrana basal e por conseqiiéncia, do matrigel.
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Foi observada, ainda, uma consideravel taxa de adesao dos macréfagos a
superficies recobertas com BSA. Esse fato indica que o0 uso dessa molécula é
inadequado em experimentos de adesao realizados com esse tipo celular, o que
confirma os resultados ja descritos na literatura por MERCURIO e SHAW (1988).

Em continuidade a analise dos parametros funcionais ja apresentados,
foram avaliados os efeitos do Método Canova® sobre a atividade microbicida
dos macrofagos. Para tanto, foram realizados ensaios de fagocitose e
mensuragao da produgao de 6xido nitrico, a partir da interagao de macréfagos
submetidos ao tratamento in vivo e in vitro, com formas infectivas e nao infectivas
de diferentes microrganismos.

Microrganismos extracelulares e formas nao infectivas de parasitas
intracelulares sao reconhecidos e fagocitados pelos macréfagos, sendo
destruidos de maneira eficiente através de diferentes mecanismos microbicidas.
Entretanto, formas infectivas de parasitas intracelulares podem apresentar um
papel ativo na infecgcao da célula hospedeira, ganhando acesso aos macréfagos
através de mecanismos fagociticos e nao fagociticos. Além disso, esses
parasitas desenvolveram a capacidade de evadir 0s mecanismos de defesa
das células hospedeiras, podendo sobreviver e se multiplicar no interior das
mesmas e dificultando, dessa forma, o controle da infec¢gdo (CARVALHO et al.,
1999; HALL e JOINER, 1991).

A capacidade de fagocitose dos macréfagos tratados com o Método
Canova® aumentou significativamente para ambas as formas nao infectivas,
leveduras S. cerevisiae e de T. cruzi epimastigota (Figuras 10 a 12) . J& para
as formas infectivas dos parasitas, T. cruzi tripomastigota e L. amazonensis
promastigota, o indice endocitico ndo foi alterado de maneira significativa em
resposta ao tratamento, embora tenha sido observada uma leve diminui¢gado da

taxa de infecgdo dos macréfagos do grupo tratado (Figuras 13 a 15).



Discussdo 58

O fendmeno de fagocitose esta intimamente relacionado ao de
espraiamento celular, uma vez que esse é um passo importante para a interagao
da célula fagocitaria com a particula a ser fagocitada. Assim, varias substancias
capazes de interferir com o espraiamento, influenciam igualmente o processo
de fagocitose (KREOFSKY et al., 1990; RABINOVITCH, 1975). Drogas que
bloqueiam a polimerizagéo de microfilamentos, tais como a citocalasina B, sdo
capazes de inibir o espraiamento e a fagocitose mediada por receptores Fc
(SWANSON e BAER, 1995). Em contrapartida, o tratamento dos macrofagos
com PMA estimula a polimerizagdo de microtubulos e a redistribuicédo de
lisossomos (PHAIRE-WASHINGTON et al., 1980a), além de provocar o0 aumento
da capacidade de espraiamento e atividade endocitica dos mesmos (PHAIRE-
WASHINGTON et al., 1980b). Dessa forma, o0 aumento na capacidade de
espraiamento em resposta ao tratamento, descrito anteriormente, pode estar
atuando como um fator determinante para o incremento da fagocitose de
microrganismos nao infectivos pelos macroéfagos tratados.

Durante o processo de fagocitose pelos macréfagos a produg¢do de
metabdlitos reativos do oxigénio e nitrogénio é estimulada, sendo que esses
metabdlitos variam em quantidade conforme o estagio de ativagdo dessas
células (JOHNSTON, 1981). Assim, macréfagos residentes provéem um habitat
seguro para parasitas intracelulares que desenvolveram a habilidade de evadir
aos mecanismos de ataque, enquanto que macréfagos ativados sdo capazes
de destruir esses organismos de maneira eficiente a partir da produgao de uma
variedade de mediadores (LIEW e COX, 1991). Dentre esses mediadores, o
oxido nitrico € uma das principais moléculas efetoras na defesa de macréfagos
contra parasitas intracelulares, sendo sua produgdo considerada uma
caracteristica tipica de macréfagos ativados (NIBBERING et al., 1991; DING et
al., 1988; STUEHR e MARLETTA, 1987).
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O NO é capaz de atuar diretamente sobre os parasitas, provocando efeitos
toxicos e inibitorios sobre diversos processos celulares, como crescimento e
multiplicagdo (ADHUNA et al., 2000; BOURGUINON, et al., 1997). A capacidade
de provocar inibicdo na produgao de éxido nitrico vem sendo demonstrada para
diversos parasitas intracelulares, tais como Leishmania spp (LIEW et al., 1997),
Toxoplasma gondii (SEABRA et al., in press) e T. cruzi (PAKIANATHAN, 1994;
FABRINO, 2001). Esse fenémeno pode atuar como um mecanismo de defesa
dos parasitas em questdo, auxiliando na sua sobrevivéncia dentro da célula
hospedeira.

Em resposta ao tratamento, foi observado um incremento na producéo
de NO por macréfagos cultivados apenas em meio de cultura. A produgédo de
NO pelos macréfagos do grupo controle na preseng¢a dos diferentes parasitas
testados, mostrou-se diminuida em relagdo aqueles cultivados na auséncia dos
mesmos. Ja para os grupos tratados com o Método Canova®, essa diminui¢ao
nao foi observada. O medicamento estimulou a produgédo de éxido nitrico pelos
macrofagos durante a infecgdo experimental com L. amazonensis e T. cruzi,
revertendo o efeito inibitorio dos parasitas (Figura 16).

PIEMONTE e BUCHI (2001), através da avaliagao de critérios
morfoldgicos e estruturais, sugeriram que o Método Canova® provocava a
ativagdo de macréfagos. O aumento na produgéo de 6xido nitrico em resposta
ao tratamento, observada no presente estudo, fornece evidéncias bioquimicas
que confirmam a atuacao do medicamento como um agente ativador dessas
células. E importante salientar que, apesar desse aumento, os niveis de producéo
de NO nao chegaram a atingir valores muito elevados em relagao aos valores
basais, ndo provocando, portanto efeitos toxicos ou agressivos para os proprios

macrofagos.
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Assim, os resultados presentemente obtidos com o Método Canova®,
além de demonstrarem que o medicamento ndo apresentou efeitos toxicos ou
deletérios sobre 0s macrofagos, indicaram também um processo estimulatorio
dos mesmos em resposta ao tratamento. Tais resultados corroboram os estudos
previamente obtidos e somam-se aos relatos clinicos de médicos e pacientes,
demonstrando que o Método Canova® atua como um medicamento
imunomodulador, tendo como um dos seus mecanismos de agéo a ativagao de
macréfagos, sem produzir, no entanto, os efeitos colaterais experimentados por

muitos tratamentos convencionais.
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7 CONCLUSOES

= Aviabilidade das células presentes na cavidade peritoneal de camundongos
nao é afetada pelo tratamento com o Método Canova®;

= O Método Canova® nao provoca alteragées significativas sobre a mobilizagao
celular para a cavidade peritoneal dos camundongos, embora tenha sido
observado um leve aumento no numero de células peritoneais dos animais
tratados;

= A capacidade de ades&o sobre superficies plasticas e recobertas com
matrigel ndo é alterada significativamente em resposta ao tratamento com o
Método Canova®, embora a taxa de adeséo dos grupos tratados tenha sido
maior para ambas as condi¢ées experimentais;

=» Para um mesmo tempo de incubagao, a taxa de adesao ao plastico € maior
que aquela observada para o matrigel, tanto para os macréfagos tratados
com o Método Canova®, quanto para aqueles do Grupo Controle;

=» O perfil de adesao dos macréfagos ao longo do tempo, difere entre o plastico
e o matrigel. Para as superficies plasticas, a taxa de adesao atinge um valor
maximo por volta de 15 minutos, enquanto que para aquelas recobertas com
matrigel, essa taxa tende a aumentar de maneira proporcional ao tempo de
incubagéo;

= Os macrofagos sao capazes de aderir a superficies recobertas com BSA,

= O tratamento com o Método Canova® promove 0 aumento da capacidade de
espraiamento dos macréfagos sobre superficies plasticas e recobertas com
matrigel;

=» Para um mesmo tempo de incubagéo, a porcentagem de células espraiadas
sobre o plastico € maior que aquela observada para o matrigel, tanto para
os macrofagos tratados com o Método Canova®, quanto para aqueles do

Grupo Controle;
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= O Método Canova® promove o aumento da capacidade de fagocitose de
leveduras S. cerevisiae e formas epimastigotas de T. cruzi ;

= Ataxa de infec¢do dos macrofagos por formas tripomastigotas de T. cruzie
promastigotas de L. amazonensis nao € alterada de maneira significativa
apos o tratamento com o Método Canova®, embora apresente-se ligeiramente
diminuida nos grupos tratados;

= A producéo de NO diminui na presenga de T. cruzi e L. amazonensis,
quando comparada aquela encontrada para os macréfagos cultivados na
auséncia de parasitas.

= O Método Canova® estimula a produgao de 6xido nitrico pelos macréfagos,
na presenga ou nao de diferentes parasitas intracelulares, evidenciando um

processo de ativagao celular.
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