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RESUMO

A medula 6ssea vermelha presente em o0ssos como o esterno, ossos iliacos, costelas e
fémures, é altamente vascularizada e apresenta uma estrutura anatdbmica especial que
permite a proliferacdo e diferenciacdo das células pluripotentes. Esse microambiente
especial é formado pelas células do estroma medular, que sustentam a sobrevivéncia,
proliferacado, diferenciagdo e maturagcdo das células tronco e seus sucessores e sao
produtoras de citocinas. Esse microambiente também contém moléculas de matriz
extracelular. Existe entdo um verdadeiro sistema regulador que garante a hematopoiese in
vivo. O medicamento Canova é uma especialidade farmacéutica desenvolvida a partir de
tinturas conhecidas na farmacopéia: Aconitum napellus, Bryonia alba, Thuya occidentalis,
Lachesis muta e Arsenicum album diluidos em agua destilada e menos de 1% de alcool. Os
fémures de camundongos suicos, apresentando trés meses de idade, foram dissecados e
limpos. As epifises foram removidas e a medula 6ssea foi obtida através de lavagem com
Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) contendo 10% de soro bovino fetal com
antibioticos. As células foram contadas em camera de Neubauer. Esse trabalho tem como
objetivo verificar os efeitos do composto medicamentoso homeopatico Canova sobre células
da medula 6ssea de camundongos, cultivadas in vitro. O Canova agiu sobre as células
aderentes da medula 6ssea promovendo a ativacdo e o espraiamento. Também foram
encontrados, em grande quantidade, agrupamentos de células sobre as aderentes (ninhos)
nas culturas tratadas. O tratamento com o Canova nao alterou a expressao dos marcadores
de superficie analisados, CD45R, CD11b, CD11c, Ly-6G, CD3e e TER-119. O que ocorreu
foi uma flutuagdo de alguns desses marcadores (CD45R, CD11c, CD3e e TER-119) ao
longo do desenvolvimento da cultura, indicando diferenciacéo celular. Esse medicamento
também nao alterou a concentracdo de citocinas presentes no sobrenadante da cultura.
Nesse trabalho ndo encontramos alteragdes em varios tipos celulares com excecao dos
macrofagos. Essas células sdo a primeira linha de defesa do organismo, sendo mais
suscetiveis a responderem a alguns estimulos. O medicamento imunomodulador Canova

atua comprovadamente sobre macrofagos.

palavras-chave: medula 6ssea, Canova.
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ABSTRACT

The medullar cavity of long bones and the interstices between trabeculae of spongy bones
house the soft, gelatinous, highly vascular and cellular tissue known as marrow. It shows a
special anatomic structure that allows proliferation and differentiation of progenitors cells.
This microenvironment is composed by marrow stromal cells, extracellular matrix,
progenitors cells which differentiate into mature blood cells and growth factors. Canova is a
homeopathic medication resulted from the combination of widely used homeopathic tinctures
derived from the following substances: Aconitum napellus, Thuya occidentalis, Bryonia alba,
Lachesis muta and Arsenicum album in alcoholic solution. Femurs from three months swiss
mice were dissected and cleaned. Epiphyses were removed and the marrow was flushed
with Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum with
antibiotics. Cells were counted in Neubauer chamber. This study aimed to know the effects
of Canova medication on in vitro mice bone marrow cells. This medication acts on bone
marrow adherent cells improving its activation and spread. Canova seems to increase cell
clusters on adherent cells. Flow cytometry analysis showed no differences on the expression
of tested surface markers among the groups. It was observed that culture periods have
influences on expression of some markers. CD11c and CD3 increased the expression after
72 hours and decreased after 96 hours. CD45R decreased expression after 72 and
increased after 96 hours. TER-119 increased the expression after 72 hours and it was
maintained after 96 hours of culture, and this is an indication of cell differentiation. This
medication did not modify the cytokines concentration on culture supernatant. In this work no
alterations in some cellular lineages were detected except for the monocytic lineage.
Macrophages are the first defense line of an organism thus being more susceptible to

respond a stimulus. The immunemodulator medication called Canova acts on macrophages.

Key Words: bone marrow, Canova



1. INTRODUCAO

1.1 MEDULA OSSEA E HEMATOPOIESE

A medula 6ssea vermelha de um animal adulto se situa dentro dos ossos
esponjosos que compde o esqueleto axial, como o esterno, ossos iliacos, costelas e
fémures. Essa medula funcionante, produtora de células, € muito vascularizada,
apresentando cor vermelha escura. A medida que deixa de ser ativa vai se tornando
amarela, rica em células gordurosas (LORENZI, 1999).

Apresenta uma estrutura anatébmica especial que permite a sobrevivéncia,
proliferagcao, diferenciacdo e maturacdo das células hematopoiéticas pluripotentes e
suas descendentes. Esse microambiente especial é constituido pelas células
estromais que, além de fornecerem sustentacdo e promoverem a sobrevivéncia das
células tronco, sdo produtoras de citocinas, e pela matriz extracelular. E esse
sistema regulador que garante a hematopoiese in vivo (MULLER-SIEBURG &
DERYUGINA. 1995; WHETTON & GRAHAM. 1999), quando as células tronco e

suas descendentes encontram-se ai instaladas.

1.1.1 Células tronco ou stem cells

Um organismo multicelular origina-se a partir de uma unica célula totipotente
(zigoto). Essa célula totalmente indiferenciada é chamada de célula tronco ou stem
cell. Apdés sua formacgao, inicia-se um processo de divisdo, que ira resultar na
formagao do embrido. Até oito células, continuam totipotentes, ou seja, capazes de
dar origem a qualquer célula de um organismo multicelular (plasticidade) (EVANS &
KAUFMAN. 1981), mas quando esse numero é ultrapassado, essas células passam
a ser pluripotentes, ou seja, capazes de dar origem a muitas células, mas néo a
todas de um organismo multicelular, ja estando comprometidas com alguma
linhagem celular. As células tronco embrionarias pluripotentes humanas foram
inicialmente isoladas da massa interna de blastocistos (THOMSOM et al. 1995;
KONDO et al. 2003) e apresentam a capacidade de dar origem as células dos trés
folnetos embrionarios — endoderme, ectoderme e mesoderme. Essas células
continuam se dividindo e mantendo sua pluripotencialidade até o momento em que

se tornam multipotentes. As células multipotentes sdo linhagem especificas e



incluem as células tronco hematopoiéticas (KONDO et al. 2003). As células
multipotentes continuam se dividindo e/ou diferenciando até que algumas resultam
nas ceélulas unipotentes, capazes de dar origem a somente um tipo celular. Essa
diferenciacdo € desencadeada devido a acdo de citocinas e sua interagdo com
receptores, que desencadeiam varios mecanismos moleculares. Durante a
diferenciagao celular, a presenca das moléculas envolvidas nesses mecanismos,
pode ser verificada pela analise da expressdao génica das células tronco e
progenitoras (WOLPERT et al. 2000; KONDO et al. 2003).

Ha células tronco presentes na medula 6ssea de organismos adultos que sao
capazes de originar as células sanguineas, além das células que formam e mantém
o estroma medular.

Desde o momento em que foram isoladas, as células tronco embrionarias
mereceram grande atencdo ja que se expandem em seu estado primitivo nao
diferenciado in vitro e, mesmo apds longos periodos de cultivo, mantém sua
pluripotencialidade (PERA et al. 2000). Essa descoberta foi muito importante ja que
propiciou novas possibilidades de estudos embrionarios e de desordens, como erros
inatos e tumores embrionarios, além do estudo de genes de embrides e abriu
caminho para estudos de regeneragdo e reparo de tecidos, bem como para o
tratamento de doencas degenerativas (PERA et al. 2000), mas foi a partir do
desenvolvimento das células tronco de camundongos que se tornou possivel o
desenvolvimento de tecnologias, propiciando o estudo das células tronco humanas
(EVANS & KAUFMAN. 1981). Ja as células tronco adultas podem ser isoladas de
uma grande variedade de tecidos e se diferenciam de acordo com o microambiente
que se encontram (BARRY & MURPHY. 2004).

1.1.1.1  Células tronco hematopoiéticas (HSCs) - 1° compartimento

As células tronco hematopoiéticas apresentam extensivo potencial de auto-
renovacdo e proliferacdo associado com a capacidade de se diferenciar em
progenitoras e manter todas as linhagens sanguineas (eritrécitos, neutrofilos,
eosindfilos, basofilos, mastdcitos, mondcitos, macréfagos, linfocitos T, B e NK,
células dendriticas, megacariécitos e plaquetas). Essas caracteristicas s&o

demonstradas pela capacidade de reconstituir a hematopoiese completa, apds



transplante, em um recipiente cuja medula 6ssea foi destruida completamente ou se
encontra incapaz de produzir hematopoiese (QUESEMBENY & COLVIN. 2001).

As HSCs representam uma pequena fragao celular da medula 6ssea, cerca
de 0,5% das células nucleadas (LORD. 1997). Em cultura, na presenca de
determinadas citocinas, podem se diferenciar em linhagens celulares especificas
(BARRY & MURPHY. 2004).

Para se entender o desenvolvimento e maturagdo das células da medula
O0ssea, tanto humanas quanto de camundongos, € necessario conhecer seus
antigenos de superficie os quais séo proteinas que podem ser utilizadas como
marcadores de populacdes celulares e que permitem a selecao dessas populacdes.
O surgimento dessas moléculas de membrana durante o desenvolvimento celular é
regulado, sendo que n&o aparecem ou desaparecem abruptamente durante a
maturacdo e sim apresentam uma expressao e uma perda gradual, dependendo do
estagio de maturagdo no qual a célula se encontra (CIVIN & LOKEN. 1987). Esses
marcadores também permitem a selecdo de células primitivas as quais se
comportam como células tronco hematopoiéticas em experimentos in vitro e in vivo.
Exemplos desses marcadores, CD34, c-kit e Thy1, sendo que camundongos
apresentam o c-kit (CD117) em maior quantidade e humanos, o CD34
(QUESEMBENY & COLVIN. 2001). Essas células ndo apresentam ou apresentam
em pequena quantidade os marcadores de linhagens (Lin"'°). Existe também o
marcador Sca-1, que é especifico para células de camundongos e um marcador da
familia CD59, o] qual e especifico para células humanas
(www.stemcells.nih.gov/index.asp). Quando as HSC expressam Thy1.1"° Lin™ c-kit* e
Sca-1" apresentam capacidade de se multiplicar podendo reconstituir as linhagens
celulares hematopoiéticas de um camundongo (KONDO et al. 2003). A partir do
momento que essas células se diferenciam, sua capacidade de auto-renovacao
diminui (WOLPERT & cols. 2000).

No microambiente medular ¢ mais dificil encontrar as células CD34"
(totalmente indiferenciadas), ja que estdo em pequena quantidade; isso indica que a
maioria dessas células ja esta em processo de diferenciacdo. A medida que a célula
se diferencia, perde a expressdo de CD34 e adquire outros marcadores, mais

especificos das linhagens celulares descendentes (HAYLOCK et al. 1994).



Até o momento sabe-se que, o saco vitelinico é o primeiro local de producéo
de células sanguineas em murinos e humanos (PALIS & YODER. 2001). Existem
estudos relatando que, em embrides de camundongos, essas células também
podem se originar na regido primitiva da aorta-gbnada-mesonéfrons (AGM)
(WHETTON & GRAHAM. 1999; TAMURA et al. 2002). Ainda é controverso se a
regido AGM também representa um local de origem das células tronco
hematopoiéticas (HSCs) ou se € um local de passagem entre o saco vitelinico e o
figado fetal, durante o desenvolvimento embrionario. Com o desenvolvimento do
embrido, as células sanguineas primitivas atingem a circulagcdo embrionaria e se
fixam em locais do embrido, e depois, do feto, onde existe grande vascularizagao. O
figado é considerado o principal 6rgao hematopoiético no feto, o timo, responsavel
pela hematopoiese na vida embrionaria e adulta em roedores, o bago, o qual € co-
responsavel pela hematopoiese no final da vida embrionaria, apdés o nascimento e
vida adulta em roedores e, posteriormente, a medula éssea, a qual representa o
orgao central formador das células sanguineas apds o nascimento e na vida adulta
(MOORE. 1991; WHETTON & GRAHAM. 1999; KONDO et al. 2003). Nos
organismos adultos, populagdes de células tronco hematopoiéticas podem ser
encontradas no sangue periférico, bagco e figado, o que sugere um movimento
dindmico, partindo da medula éssea para outros locais do organismo (WHETTON &
GRAHAM. 1999).

A célula tronco hematopoiética apresenta capacidade de multiplicacado e de
diferenciagdo como qualquer célula tronco. As células tronco hematopoiéticas de
camundongos podem ser subdivididas em trés subpopulagées: HSCs de longa
duragao (0,005 — 0,01%), que sao as mais primitivas e apresentam a capacidade de
se auto-renovar por toda a vida do organismo; HSCs de curta duragdo, que
apresentam uma capacidade limitada de auto-renovacéao; células multipotentes, as
quais nao apresentam capacidade de auto-renovacdo (KONDO et al. 1997;
WHETTON & GRAHAM. 1999). Essas células estado ligadas ao estroma medular.
Existem juncdes gap entre as células estromais e as hematopoiéticas, sendo que a
proteina predominante responsavel por esse suporte € a conexina 43 (Cx-43)
(WHETTON & GRAHAM. 1999; CANCELAS et al. 2000). Enquanto estdo aderidas
algumas células mantém-se indiferenciadas, mas outras ja se apresentam

comprometidas com alguma linhagem celular e, apos esse comprometimento, essas



células ja poderdo se desligar das células estromais e se mobilizar para o sangue
periférico (KONDO et al. 2003; FUCHS et al. 2004).

A adesao das HSCs ao estroma é ativada por citocinas como SCF (stem cell
factor - c-kit ligant, steel factor, mast cell growth factor), GM-CSF (fator estimulador
de colbnia de granuldcitos/macréfagos) e IL-3 (interleucina 3) que poderdo atuar, por
exemplo, através da ativagéo de integrinas, como, VLA-4 e VLA-5 (very late antigen
group) (WHETTON & GRAHAM. 1999). Como as células periféricas e funcionais
apresentam tempo de vida limitado e precisam ser substituidas regularmente, as
células tronco hematopoiéticas estdo continuamente se proliferando para atender
essa demanda fisiolégica. Em caso de dano em algum outro tecido do organismo
podera ocorrer mobilizagcdo dessas células, sendo o dano um estimulo para que
esse tipo celular se diferencie e promova o reparo da estrutura danificada (KONDO
et al. 2003; FUCHS et al. 2004). Muitas citocinas estdo envolvidas neste fendbmeno,
como G-CSF (fator estimulador de colbénia de granulécitos), GM-CSF, IL-11, IL-3, IL-
8, SCF e FIt-3 ligante.

Outra caracteristica das HSCs é o homing que corresponde ao caminho
contrario, ou seja, capacidade que essas células possuem de migrar do sangue
periférico para a medula 6ssea (KONDO et al. 2003). Esse fenémeno foi conservado
durante a evolucdo e tem a finalidade de repopular a medula 6ssea se necessario.
Nesse mecanismo estdo envolvidos receptores, substancias quimiotateis e proteinas
adesivas (WHETTON & GRAHAM. 1999). A agcdo combinatoria e compensatoéria dos
heterodimeros de of} integrina esta envolvida no homing das células tronco e suas
progenitoras (KONDO et al. 2003). Outra molécula importante neste fenbmeno é a
quimiocina stromal cell-derived factor -1 (SDF-1), a qual regula a migragdo das
HSCs durante o desenvolvimento embrionario e na vida adulta. O receptor dessa
quimiocina é a molécula CXCR4 - receptor de quimioatracdo (WHETTON &
GRAHAM. 1999). Um importante exemplo da ocorréncia desse mecanismo €& o
retorno das células tronco para a medula 6ssea, apds um transplante (KONDO et al.
2003).

Nos ultimos anos, varios estudos demonstraram que as células tronco da
medula d&ssea adulta apresentam a mesma capacidade pluripotente das

embrionarias (www.stemcells.nih.gov/index.asp), sendo capazes de promover



reparos de outros tecidos, como tecido muscular cardiaco, muscular esquelético,
cerebral, epitelial e células do figado (JENSEN & DRAPEAU. 2002).

A expansao das HSC in vitro ocorre em resposta a combinagdo de algumas
citocinas como, por exemplo, FIt3 ligante e IL-3 e a expressdo de alguns genes
como o Notch e o Sonic hedgehog (KONDO et al. 2003). Outra molécula que parece
sustentar essas células in vitro € a proteina anti-apoptética BCL-2 (KONDO et al.
2003).

Existem dois tipos de células tronco hematopoiéticas, a progenitora mieldide
que dara origem aos granulécitos, mondcitos/macrofagos, células dendriticas,
eritrocitos e megacariécitos e a progenitora linféide que resultara nos linfocitos T, B,
natural killers e células dendriticas (ABBAS.2000).

A seguir, na Figura 1, esta demonstrada a diferenciacdo das células

hematopoiéticas a partir de uma HSC.
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FIGURA 1: Diferenciacao das células hematopoiéticas

FONTE: http://www.nih.gov/news/stemcell/scireport.htm

1.1.2 Células comprometidas com alguma linhagem celular - 2° compartimento)

1.1.2.1 Progenitoras de Monécitos/Macréfagos e Granulécitos

O marcador CD15 esta presente em alta quantidade nos granulécitos
maduros e em pequena quantidade nos mondcitos. E detectado desde o estagio de
promielécito e aumenta com a maturagdo das células granulociticas. O marcador
CD11b esta presente em grande quantidade nos mondcitos e granulécitos maduros
€ sua expressao se inicia no estagio de promielécito. Nenhuma dessas moléculas
esta presente nas células formadoras de colénia (CIVIN & LOKEN.1987). Em sua
maturagdo, os mondcitos expressam primeiramente o CD11b sendo ainda CD15".
Com o desenvolvimento celular, apresentam grande quantidade de CD11b e o
marcador CD15 em pequena quantidade. Ja no desenvolvimento dos granulécitos, o
marcador CD15 aparece anteriormente ao CD11b, mas a quantidade desses dois
marcadores aumenta com a maturacdo desse tipo celular. As células que néao
apresentam esses dois marcadores sao blastos e células das séries eritroide e
linféide.

Outros marcadores podem ser considerados no desenvolvimento da linhagem
mieldide, como, o CD13 e o CD33 que surgem no inicio do desenvolvimento dessas
células, sendo encontrados nas unidades formadores de colénias de
granulécitos/mondcitos. O CD14, que ¢é especifico dos mondcitos, aparece
posteriormente ao CD11b. Ja o marcador HLA-DR esta expresso na série
monocitica inteira, incluindo as unidades formadoras de colénias (CFC). O CD16
aparece tardiamente durante a maturagao dos neutréfilos, sendo que as células que
o apresentam estdo, na sua maioria, no sangue periférico sendo dificiimente
encontradas na medula 6ssea (CIVIN & LOKEN.1987).

1.1.2.2 Progenitoras de Linfocitos T e B

As células T podem ser selecionadas usando algum dos anticorpos
monoclonais contra marcadores que sdo encontrados em todas essas células (pan).
Exemplos desses marcadores sdo CD2, CD3, CD5 e CD7 (CIVIN & LOKEN.1987).



As células B também apresentam marcadores do tipo pan, como o CD19, que
é encontrado desde as células imaturas até as células B maduras. O marcador
CD20 também é caracteristico desse tipo celular sendo especifico para identificar
células que ja estdo no estagio final de maturagdo. CD10 esta presente em um
pequeno numero dos linfocitos B imaturos na medula éssea.

As células CD19*, CD20" e CD10" apresentam morfologia de linfocitos
maduros e expressam antigenos de células B maduras, como CD22 e CD21,
podendo n&o mais estar presente na medula éssea.

Ja as células CD19", CD20" e CD10" apresentam caracteristicas morfolégicas
de células menos maduras e as células CD10" e CD20 so as células, efetivamente,
menos maduras (CIVIN & LOKEN.1987).

1.1.2.3 Progenitoras de Eritrécitos

As moléculas caracteristicas da populagao eritrocitica sao, principalmente,
receptor da transferina (TFR), glicoforina A (GPA) e CD45 (CIVIN & LOKEN.1987).
As células eritréides maduras podem ser identificadas, primeiramente, pela presenca
da GPA, que é a maior glicoforina presente na membrana dos eritrécitos a qual se
expressa somente nessa série (KINA et al. 2000).

Os reticulécitos se distinguem dos eritrocitos maduros pelo baixo nivel de
expressdo do TFR. Células que sdo intensamente GPA® e TFR® apresentam
morfologia de normoblasto. Eritroblastos s&o caracterizados pela baixa quantidade
de GPA (sdo quase essencialmente GPA’), mas expressam TFR. Unidades
formadoras de blastos e colénias de eritrocitos (BFU-e e CFU-e respectivamente)
sdo GPA/TFR'. Finalmente, a populagdo celular GPA/TFR  inclui poucos
eritroblastos e contém predominantemente células de outras linhagens (CIVIN &
LOKEN.1987).

A maioria da série eritréide apresenta pouca ou nenhuma unidade do
marcador CD45 o qual € um antigeno comum de leucodcitos (CIVIN & LOKEN.1987),

dessa maneira esse marcador € utilizado para selecionar as células dessa série.



1.1.3 Células diferenciadas e suas fungdes - 3° compartimento

Existem duas principais linhagens derivadas das células tronco
hematopoiéticas (HSCs) e, para o desenvolvimento dessas populagdes celulares,
ocorrem muitas proliferagdes ao longo da diferencia¢ao celular (KATSURA. 2002).

Linhagem mieldide: Inclui a série dos mondcitos/macréfagos e a série dos
granulécitos ou células polimorfonucleadas (neutréfilos, basoéfilos e eosindfilos).
Essas populagdes correspondem a maioria das células medulares (LORENZI. 1999).
Os macrdéfagos sdo considerados os fagocitos mais eficientes apresentando também
uma importante fungdo na imunidade adaptativa, cooperando com as células T e B
como apresentadoras de antigenos e como produtoras de citocinas. Os macréfagos
e as células dendriticas apresentam origem comum (KATSURA. 2002). Essa
linhagem também inclui a série eritréide que é composta pelos eritrocitos (células
vermelhas do sangue) e seus precursores. Os eritrocitos apresentam a fungéo de
transportar o oxigénio através dos vasos sanguineos (KATSURA. 2002). A série
megacariocitdéide também se origina dessa linhagem e inclui as plaquetas derivadas
dos megacariocitos. As plaquetas operam na homeostasia do sistema vascular
(KATSURA. 2002).

Linhagem linféide: as respostas imunes especificas sdo mediadas pelos
linfocitos, células do organismo capazes de reconhecer e distinguir especificamente
determinantes antigénicos diferentes (ABBAS. 2000).

Apos a diferenciagdo demonstrada na figura 1 e migragéo celular, o sangue
periférico apresentara as seguintes células: eritrocitos ou hemacias; granulécitos;
mondcitos (0s quais migram para os tecidos onde se transformardo em macréfagos
ou células dendriticas); linfocitos e plaquetas.

Estudos in vitro das células medulares de camundongos demonstraram que,
na presenca de GM-CSF, predominam os neutréfilos na populacdo sobrenadante,
enquanto os macrofagos encontram-se altamente aderidos aumentando seu numero
apos uma semana e, as células dendriticas encontram-se em agregados fixados ao
estroma medular as quais soltam-se facilmente (INABA et al. 1992).

Ja na presenga de M-CSF, um grande numero de macréfagos prolifera e se
encontra firmemente aderido a superficie plastica. Células dendriticas ou agregados

desse tipo celular nao aparecem. Se for realizada uma cultura misturando o GM-CSF
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com o M-CSF células aderentes e agregados de granuldcitos e células dendriticas
se desenvolvem (INABA et al. 1992).

As células pré B e B correspondem a 50% da suspensao inicial da medula
ossea (INABA et al. 1992).

A seguir serdo descritas as principais células diferenciadas, derivadas das

células tronco hematopoiéticas.

1.1.3.1 Linfécitos

Os linfocitos originam-se na medula éssea, migram e se desenvolvem nos
orgaos linféides primarios — os linfécitos T no timo e os linfécitos B na bursa de
Fabricius, nas aves, ou no figado fetal e medula éssea em mamiferos. Apds seu
desenvolvimento essas células migram para os tecidos linféides secundarios onde
poderao responder aos antigenos (ROITT. 1999). Os linfocitos B, ao encontrarem-se
com antigenos, transformam-se em plasmocitos, células que secretam anticorpos
capazes de reagir com antigenos soluveis. Os linfécitos T, por sua vez, expressam
proteinas de superficie (receptores de células T), que reagem com antigenos
expressos na superficie de outras células (COOPER. 2002).

Os linfécitos, quando fixados e corados, apresentam-se como células
pequenas, com nucleo grande em relagdo ao tamanho da célula (LORENZI. 1999),
sendo que os subgrupos T e B sao indistintos morfologicamente.

Muitos linfocitos maduros possuem uma vida meédia longa e podem persistir
como células de memoria por muitos anos (ROITT. 1999).

O marcador definitivo das células T € o TCR — receptor de antigeno das
células T. Existem dois tipos bem definidos de TCR: o TCR-2, um heterodimero com
dois peptideos ligados por pontes dissulfeto (o € B) e o TCR-1, que é
estruturalmente semelhante, mas consiste de polipeptideos y e 5. Ambos receptores
estdo associados a um conjunto de 5 polipeptideos, o complexo CD3, importante na
transducdo de sinal apoés o reconhecimento do antigeno pelo heterodimero TCR,
formando o complexo receptor TCR-CD3 da célula T. A grande maioria dos linfocitos
circulantes (90 — 95%) corresponde a linfécitos T af. As células T aff podem ainda
ser subdivididas em duas subpopulagdes: uma apresentando o marcador CD4 que

tem como principal funcado “auxiliar’ ou “induzir’ as respostas imunes (Ta) e outra
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apresentando o marcador CD8 a qual é predominantemente citotdxica (Tc). Existem
evidéncias de que ambas populagdes de células T (CD4 e CD8) podem suprimir as
respostar imunes e essa atividade supressora poderia operar-se através de uma
citotoxicidade direta das células apresentadoras de antigeno via citocinas
“supressoras”. Como as células T precisam reconhecer uma ampla variedade de
antigenos diferentes, os genes das cadeias aff e yd6 do TCR sofrem recombinagéo
somatica durante o desenvolvimento timico, originando genes funcionais para os
diferentes receptores das células T. O fator de crescimento das células T é a IL-2 e
seu receptor especifico € o CD25 (ROITT. 1999).

A via de maturacao das células T pode ocorrer nas culturas de medula dssea
durante 48 horas (DEJBAKHSH-JONES & STROBER. 1999).

O timo é o principal local de maturacao das células T. No entanto, a auséncia
congénita do timo, que ocorre na sindrome de DiGeorge no homem ou na raca de
camundongos nude, é caracterizada pelo baixo numero de células T maduras na
circulacdo e nos tecidos linféides periféricos, mas ndo auséncia dessas células
funcionais. Esses dados sugerem que podem existir locais extratimicos de
amadurecimento destas células (ABBAS. 2000). Neste contexto, muitos locais tém
sido propostos como detentores dessa capacidade como, por exemplo, a medula
Ossea, os linfonodos mesentéricos e do intestino. A habilidade das culturas de
medula dssea de apresentarem elementos que promovam a maturacio de células T
timicas indica que o microambiente do timo n&o € o unico que apresenta capacidade
de promover a maturacdo das células T. Entretanto, a via alternativa de
desenvolvimento de células T na medula parece estar sob um rigoroso controle
regulatério e é quase completamente inibida in vitro quando estao presentes células
T maduras (DEJBAKHSH - JONES &. STROBER. 1999).

Os linfécitos B sao responsaveis pela producdo de anticorpos. Seus
receptores antigénicos sao imunoglobulinas ligadas a membrana e, a interagdo dos
antigenos com estas moléculas de anticorpos da inicio a seqiéncia de ativagao das
células B, e culmina com o desenvolvimento de células efetoras que secretam
ativamente moléculas de anticorpo (ABBAS. 2000). O CD45R (B220) esta presente
em todas as células B, desde as pré B até as maduras e ativadas

(www.bdbiosciences.com).
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1.1.3.2 Mondcitos/Macréfagos

Os mondcitos e macréfagos murinos € humanos possuem receptores para
manosil-fucosil, que se ligam aos agucares presentes na parede celular de alguns
microorganismos e em células velhas ou desgastadas do organismo. Apresentam
também trés receptores distintos para a porgado Fc de IgG: FcyRIl (CD64) (células
humanas) com alta afinidade para IgG e homologia para o receptor FcyRlla do
camundongo; FcyRIl (CD32), de média afinidade e equivalente ao receptor FcyRIlb/1
do camundongo; e FcyRIIl (CD16), equivalente ao FcyRlo de camundongos, de baixa
afinidade e presente em um subgrupo de mondcitos. Estes receptores para Fc,
provavelmente, possuem funcdes diversas que incluem desencadeamento da
destruicdo extracelular e fagocitose dos microorganismos opsonizados. O
CD11b/Mac-1 é o principal receptor dessas células, sendo caracterizado como uma
importante molécula de adesao e esta envolvido na migragao celular transendotelial
até a regido da inflamacdo. A expressdo desse marcador esta intimamente
relacionada com a capacidade de polimerizagcdo da actina, o principal componente

do citoesqueleto envolvido na fagocitose (BROM et al. 1995).

1.1.3.3 Células dendriticas

As células dendriticas apresentam papel importante na regulagdo de
respostas imunoldgicas contra varios antigenos incluindo alérgenos, agentes
infecciosos e tumores (CITTERIO et al. 1999). Sdo apresentadoras de antigenos
profissionais e quando ativadas por um estimulo inflamatério, migram para os 6rgaos
linféides e regulam as respostas mediadas pelas células T (MA et al. 2004). Durante
a migragcao, aumenta em sua superficie, a expressao de moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) e moléculas coestimulatérias além de
tornarem-se competentes para ativar células B e T (CITTERIO et al. 1999). As
células imaturas apresentam uma aderéncia fraca e quando maduras, encontram-se
em suspensdo. Como apresentam capacidade de aderéncia, expressam altos niveis
de moléculas de adesao (CITTERIO et al. 1999). Essas células podem ser derivadas
das linhagens mieldide e linféide (KATSURA. 2002).

Culturas de tecidos hematopoiéticos de camundongos, como bago e medula

O0ssea, podem dar origem a esse tipo celular. As células imaturas expressam
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grandes quantidades de moléculas MHC de classe | e baixas quantidades de MHC
de classe Il e de moléculas coestimulatdrias, além de apresentarem alta capacidade
fagocitica. No estagio maduro, perdem sua capacidade fagocitica, adquirem alta
atividade coestimulatoria de células T, altos niveis de moléculas MHCIlI e de
moléculas coestimulatorias (CITTERIO et al. 1999).

O fator estimulador de colénia de granulécitos/mondcitos/macrofagos (GM-
CSF) apresenta um profundo efeito na viabilidade, fungcédo e crescimento das células
dendriticas, sendo considerado um fator estimulante de granuldcitos,
monadcitos/macrofagos e células dendriticas (INABA et al. 1992). Outras citocinas
também apresentam acao sobre esse tipo celular, como IL-4, TNFa e stem cell
factor (SCF) (CITTERIO et al. 1999). Administracdo do FL (Flk2 ligante) ao
camundongo, aumenta a formagao de células dendriticas (MARASKOVSKY et al.
1996). Nesta acao, o FL apresenta agdes comuns ao stem cell factor (METCALF.
1997).

As células dendriticas, na presenga dos fatores de crescimento, precisam de
duas semanas em cultura para tornarem-se maduras e, na auséncia destes fatores
aderem-se novamente, perdendo seu fendtipo estimulatério (CITTERIO et al. 1999).

O sangue humano apresenta, aproximadamente, 1% deste tipo celular e estas
células expressam niveis significantes de molécula CD4 (CITTERIO et al. 1999).

Essas células se desenvolvem a partir de um agregado em proliferagao,
formado a partir de um precursor. Esse agregado se adere as células do estroma ou
a superficie da cultura. Durante a diferenciagao das células dendriticas, ocorre um
aumento progressivo dos processos celulares, como aumento da expressao de
moléculas MHCII, aparecimento de antigenos de superficie e intracelulares e uma
progressiva diminuicao da aderéncia ao plastico (INABA et al. 1992).

A capacidade que a medula 6ssea apresenta, de gerar células dendriticas em
cultura é grande. In situ este fendmeno acontece em menor frequéncia ja que nao se
encontram essas células maduras, em grande quantidade, na medula e sangue
periférico de camundongos (INABA et al. 1992).

Essas células podem ser consideradas como versateis adjuvantes, com
capacidade de apresentar antigenos tumorais em diferentes vias, induzindo uma
terapéutica imunidade antitumoral (CITTERIO et al. 1999).

O principal marcador desse tipo celular € o CD11c (www.bdbiosciences.com).
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1.1.3.4 Granuldcitos

Os granulécitos apresentam este nome porque contém abundantes granulos
citoplasmaticos. Sdo conhecidos também como leucdcitos polimorfonucleares
(nucleos multilobados). Esses leucdocitos podem ser chamados de células
inflamatdrias porque desempenham papéis importantes na inflamacéo e imunidade
inata, eliminando microorganismos e tecidos mortos. Do mesmo modo que os
macroéfagos, os granuldcitos sdo estimulados pelas citocinas derivadas das células T
e fagocitam particulas opsonizadas, dessa maneira também servem a importantes
funcdes efetoras nas respostas imunes especificas (ABBAS. 2000). Sao trés os tipos
dos granuldcitos, classificados de acordo com o conteudo dos seus granulos
predominantes, os quais podem ser distinguidos apos fixagao e coloragéo.
Neutrofilos: perfazem cerca de 95% dos granulécitos circulantes, possuem nucleo
multilobado caracteristico e compdem a principal populacdo celular na resposta
inflamatdria aguda.

Eosindfilos: perfazem 2 a 5% dos leucdcitos sanguineos, em individuos saudaveis,
agindo na defesa contra certos tipos de agentes infecciosos. S&o também
abundantes nos sitios de reagbes de hipersensibilidade imediata (alérgica),
contribuindo para a leséo e inflamacéo teciduais.

Basdfilos: correspondem a menos de 0,2% dos leucdécitos da circulagao,
apresentando funcbes semelhantes a dos mastocitos teciduais. Quando
estimulados, secretam seu conteudo granular, que contém os mediadores quimicos
da hipersensibilidade imediata. Portanto, sdo células efetoras da hipersensibilidade
imediata (ROITT. 1999; ABBAS. 2000).

Da populagao granulocitica, quem esta presente em grande quantidade na
medula 6ssea sao os neutrofilos, sendo que eosindfilos e basofilos sdo raros (INABA
et al. 1992).

O marcador caracteristico dessas células de camundongos é o Ly-6G (Gr-1)

(www.bdbiosciences.com).

1.1.3.5 Eritrocitos

As células eritrociticas precursoras encontram-se em pequena quantidade na

medula Ossea, sendo que, aproximadamente, 0,1% corresponde a unidades
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formadoras de colbnias de células vermelhas e 0,5% equivale ao total de
proeritroblastos (ZHANG et al. 2001).

O marcador TER-119 é altamente especifico das células eritrdides maduras e
esta presente desde o estagio de proeritroblasto até o eritrécito maduro, n&o
estando presente nas unidades formadoras de blastos (BFU-E) e de colbnias (CFU-
E) (KINA et al. 2000). Em camundongos adultos, as células TER-119" correspondem
a 20-25% das células da medula 6ssea (KINA et al. 2000). Essas células também
expressam um nivel significante de CD45, mas n&o apresentam CD11b, Ly-6G ou
CD45R em sua superficie. Como o marcador CD45 exerce um papel na regulagéo
da sinalizagdo das células hematopoiéticas, sugere-se que o CD45 esta
funcionalmente envolvido na regulacdo dos estagios posteriores de diferenciagao
das células eritroides da medula 6ssea adulta (KINA et al. 2000).

As células eritroides passam por varios estagios de diferenciagdo, desde a
precursora até a formagdo da hemacia. Estes estagios sdo os seguintes:
proeritroblasto (PE) — apresenta nucleo redondo e grande capacidade de
multiplicagao; eritroblasto basdfilo (EB) — apresenta-se pouco menor que o PE e tem
capacidade de divisdo celular. O nucleo ja esta menor que na célula anterior;
eritroblasto policromatofilo (EPC) — € o precursor encontrado em maior proporgéao
nos esfregagcos da medula 6ssea. Tamanho menor e nucleo ainda menor que na
célula anterior. Neste estagio, ja ocorre sintese de hemoglobina; eritroblasto
ortocromatico (EOC) — célula menor, citoplasma ja repleto de hemoglobina. Estas
células perdem os nucleos no parénquima medular, que sao fagocitados pelos
macrofagos medulares, podendo entdo atravessar as paredes dos capilares
sinusdides e entrar na corrente sanguinea; reticuldcito (Rt) — apresenta didametro
pouco maior que o da hemacia e ndo tem nucleo, esta presente no sangue em torno
de 1 a 1,5% do total de hemacias e corresponde as células recém-langcadas na
circulagao; eritrocitos (hemacias) — possui cerca da 7y de diametro e a forma de
disco bicbncavo. Apresenta excesso de membrana citoplasmatica, com a finalidade
de suportar o conteudo hemoglobinico que transporta (LORENZI. 1999).

A seguir esta exemplificada a diferenciacdo das células progenitoras

eritroides.
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6 a 7 dias medula 6ssea sangue periférico

BFUE —» CFUE —» PE —» EB — EPC —» EOC —» Rt —» Hemacias
527 dias
(camundongos) /

16 a 1 7 dias (homem)

coldnias com eritroblastos -12 a 15 dias

fendbmenos dependentes de IL-3 e EPO

In vitro existe um alto nivel de células TER-119" em 24 horas de cultura, um
alto nivel de TER119" entre 24 e 36 horas de cultura e um baixo nivel de TER119"
entre 40 e 48 horas de cultura, indicando que as células estdo em diferentes
estagios de diferenciagcdo (ZHANG et al. 2001). Ja foi demonstrado que progenitores
de células eritroides provenientes da medula éssea, corddo umbilical ou sangue
periférico, podem se expandir por extensos periodos em cultura na presenca de
dexametazona e B-estradiol além de SCF e eritropoetina (EPO), apresentando alta
expressao do c-kit (VON LINDERN et al. 1999 apud ZHANG et al. 2001). A partir de
10 ml de sangue do corddo umbilical, aproximadamente 10® células podem ser
geradas apds duas ou trés semanas de cultura (PANZENBOCK et al. 1998 apud
ZHANG et al. 2001).

1.1.4 Microambiente ou estroma medular

Como ja foi citado, para que ocorra a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciagao das células tronco, € necessario que exista um local em que possam
se fixar. Esse parénquima de sustentacdo que inclui varias moléculas de matrix
extracelular (MEC), apresenta grande vascularizagdo e € composto por células
tronco mesenquimais e células originadas desse tipo celular (CROFT &
PRZYBORSKI. in press), que dardo origem a células Osseas e cartilaginosas.
Apresenta também adipécitos, células reticulares, fibroblastos e células endoteliais
(http://www.nih.gov/news/stemcells/scireport.ntm). Contém também macrofagos e
linfocitos (HAYLOCK et al. 1994). Os adipécitos aparecem apods algumas semanas,

em culturas de longa duragdo (cultura de Dexter) (DEXTER et al. 1976), e
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apresentam um papel positivo no suporte e na proliferagdo das unidades formadoras
de colbnias de granulécitos/mondcitos (GM-CSF) de camundongos, mas néao
apresentam a mesma fungao para essas células humanas (TOUW & LOWENBERG.
1983).

Esse sistema permite que ocorram interacdes entre as células tronco, células
hematopoiéticas e estromais, através do contato direto célula-célula (por meio de
receptores especificos) ou por interagcbes com citocinas produzidas e/ou presentes
no estroma (HAYLOCK et al. 1994). A sobrevivéncia das células tronco in vitro é
dependente do seu contato direto com o microambiente medular ou da adesao
dessas células com moléculas de matriz extracelular produzidas pelas células
estromais (PAUL et al. 1991). As células estromais interagem de maneira diferente
com celulas tronco diferentes, apresentando um funcionamento heterogéneo
(MULLER-SIEBURG & DERYUGINA. 1995).

Existem estudos indicando que o compartimento estromal é altamente
adaptativo e apresenta a capacidade de alterar sua funcdo em resposta a estimulos
externos, com isso se especula o papel do estroma na traducdo de sinais da
periferia para as células tronco (MULLER-SIEBURG & DERYUGINA. 1995).

O microambiente medular apresenta entdo distintos moduladores que atuam
sinergicamente para influenciar a sobrevivéncia, proliferacdo e o desenvolvimento
das células hematopoiéticas em todos os seus niveis de diferenciagao.

Apobs o devido comprometimento com alguma linhagem celular, essas células
ja poderao se desligar do estroma medular e se dirigir para os diferentes tecidos
(FUCHS et al. 2004).

1.1.5 Fatores de crescimento e interleucinas

Sao glicoproteinas que agem em pequenas concentragdes sobre moléculas
receptoras regulando a sobrevivéncia, morte, proliferagdo e diferenciacao celular
(QUESEMBENY & COLVIN. 2001). Aqui o enfoque sera sobre as citocinas
envolvidas na hematopoiese. Essas substancias sao os fatores de crescimento ou
fatores estimuladores de colénia (CSFs) e as interleucinas (ILs) (ABBAS, 2000).
Estdo presentes em quantidades minimas no microambiente medular, atuando sobre
células-alvo através de receptores celulares de membrana, capazes de reconhecé-

las. Uma vez fixadas a superficie da membrana das células indiferenciadas, iniciam
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sua agao por meio de receptores especificos presentes no citoplasma e nucleo da
célula-alvo (ABBAS, 2000). Existe uma ag¢ao conjunta dos fatores de crescimento
sobre as células e a ligacdo dessas células ao estroma medular através das
moléculas de adesdo ali presentes, propiciando entdo a proliferacdo e/ou a
diferenciagao celular (ABBAS, 2000).

Os CSFs demonstraram efeitos benéficos quando utilizados na terapia do
cancer. Por exemplo, administragdo de G-CSF reduz a incidéncia de neutropenia
febril e diminui o tempo de hospitalizacdo do paciente que recebe apenas
quimioterapia ou esta conjugada ao transplante de medula éssea autdélogo (MOORE.
1991; OTTMANN & HOLZER. 1998).

Ja se sabe da existéncia de inumeras citocinas envolvidas no
desenvolvimento das células hematopoiéticas, sendo que as principais estao

apresentadas na Tabela 1 a seguir.

TABELA 1: CITOCINAS IMPORTANTES NA HEMATOPOIESE E NO DESENVOLVIMENTO DE
SUAS CELULAS.

NOME FONTE (células) CELULAS-ALVO EFEITOS BIOLOGICOS
células do estroma medular | células granulociticas estimula a diferenciagéo e
G-CSF (linfécitos, macréfagos e jovens formacéo de coldnias de
fibroblastos) granuldcitos
células do estroma medular | células granulociticas/ estimula a diferenciagéo e
GM-CSF (linfécitos, macréfagos e monociticas jovens formacéo de coldnias de
fibroblastos) granuldcitos e mondcitos
células do estroma medular células monociticas estimula a diferenciagéo e
M-CSF (linfécitos, macrofagos e jovens formacéo de colbnias de
fibroblastos) mondcitos
crescimento e produgéo de
IL-2 células T células T, B e NK citocinas; crescimento e sintese
de anticorpos; crescimento e
ativagao, respectivamente
estimula a hematopoiese como
IL-3 linfécitos T e NK, células células tronco um todo (todas as linhagens
mieldides e macrofagos derivadas das células tronco)
troca de isétipo para IgE;
IL-4 células T CD4", mastdcitos células B, Te crescimento e diferenciagao;
endotelial ativacéo respectivamente
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IL-5 células T eosinofilos ativagéo e producao
estimula a megacariopoiese e
IL-6 varios tipos celulares células B, T e CFU-B age em sinergismo com IL-1, 2,
3,4 e GM-CSF
megacariocitos e proliferagao e diferenciagdo dos
Trombopoetina células endoteliais plaquetas megacariocitos
estimula o crescimento e
IL-7 células do estroma medular linfécitos B diferenciagao dos linfécitos B

(fibroblastos)

na medula 6ssea

Ligante do c-kit

células do estroma da

células tronco

aderéncia das células tronco ao

estroma medular

(SCF) medula 6ssea
fagocitos
mononucleares, ativacao; ativacado; aumento
INFy Células T e NK células endoteliais, das moléculas do MHC de

todas do sistema

imune

classe | e I, respectivamente

Eritropoetina (EPO)

células intersticiais do
cortex renal externo e

macrofagos

células eritrociticas

jovens

estimula a diferenciagédo dos
eritroblastos e a produgéo de

hemoglobina no citoplasma

MIP-1a

células mononucleares

células progenitoras

inibe a formacgao de colbnias de
células multipotentes mas,
concomitantemente, estimula

as colbnias precursoras

INF-a, Bey

células mononucleares

células progenitoras

inibem CFU-MIX, CFU-GM,
BFU-E e inibem ou estimulam a

produgao de citocinas

TGF-B

células mononucleares

células progenitoras

suprime as células progenitoras
iniciais mas estimula as

progenitoras tardias

TNFa

fagocitos mononucleares e

células T

células progenitoras

similar ao TGF- mas com
efeito mais pronunciado sobre
BFU-E e CFU-E

Existem outras funcbes atribuidas a essas moléculas, quando associadas.

Por exemplo, IL-3 e IL-6 juntamente com a molécula ligante do c-kit ou com o G-

CSF, permitem que as células tronco sobrevivam mais tempo in vitro. Verificou-se

também que a molécula ligante do c-kit € importante na diferenciacdo, mas néo na
proliferagéo dessas células (MULLER-SIEBURG & DERYUGINA. 1995).
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1.1.5.1 Fator estimulador de colénia de mondcitos/macréfagos - M-CSF

Essa citocina corresponde ao principal fator para crescimento, proliferacao,
diferenciacdo e maturacdo de macrdéfagos e seus precursores. E encontrado em
extratos de tecidos, bem como no sobrenadante de culturas de células e de 6rgaos
(BARREDA et al. 2004).

O M-CSF ¢ sintetizado por uma variedade de tipos celulares, incluindo células
endoteliais e fibroblastos que compdem as células estromais da medula 6ssea,
osteoclastos, células epiteliais do timo, queratindcitos, astrdcitos, mieloblastos e
células mesoteliais. Sabe-se também que algumas citocinas como GM-CSF, TNF-a.,
IL-1 e INF-y podem colaborar no aumento da expressao de M-CSF pelos fagocitos
mononucleares (BARREDA et al. 2004).

O receptor do M-CSF (CD115) é uma proteina tirosino-quinase que se
expressa nas células da série monocitica, sendo utilizado também, para separar
essas células da série granulocitica (GUILBERT et al. 1980). A ativacdo desse
receptor desencadeia, intracelularmente, uma cascata de fosforilacdo e
desfosforilacdo que culmina no desenvolvimento, proliferacdo e diferenciacao celular
(BARREDA et al. 2004).

No tecido hematopoiético, esse receptor € encontrado somente nas células da
série monocitica. A produgao desse fator pelas células estromais da medula éssea
facilita o desenvolvimento dessas células progenitoras em nichos especializados
(BYRNE et al. 1981). A acéo desse fator pode ser visualizada in vivo pelo aumento
do numero de macréfagos no figado e na cavidade peritoneal de camundongos
(HUME et al. 1988). Em experimentos realizados em camundongos knock out, onde
foi inibida a producdo do M-CSF, os animais apresentaram deficiéncia de
osteoclastos e macrofagos, auséncia de dentes, desenvolvimento anormal dos
ossos, diminuicdo do peso corporal, da fertilidade e do periodo de vida. Muitos
desses efeitos podem ser revertidos com a administracdo de M-CSF recombinante
em camundongos recém-nascidos. Esse fator estd envolvido também na atividade
quimiotatica e fagocitica dos macrofagos (BARREDA et al. 2004).

A acao estimulatéria do M-CSF resulta em aumento da producgao de diversas
citocinas como G-CSF, GM-CSF, IL-1, IL-6, IL-8, TNFa e interferons. Esta envolvida
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também na produgcdo de prostaglandina E, reativos de oxigénio e nitrogénio
(MOORE et al. 1980), que sao indicativos de ativagao celular.

O M-CSF também apresenta acao terapéutica no tratamento do cancer e
doencgas infecciosas. Por exemplo, administracdo desse fator em pacientes com
leucemia mieldide aguda, depois da quimioterapia, mostrou beneficios, como a
diminuicdo do periodo de neutropenia. Também mostrou eficacia no controle de
infeccbes em pacientes que receberam transplante de medula 6ssea (MOTOYOSHI
et al. 1998).

1.2 TRATAMENTO HOMEOPATICO

A homeopatia € um sistema da medicina desenvolvido pelo médico aleméo
Dr. Samuel Hahnemann, entre 1796 e 1842. O termo homeopatia deriva do grego e
significa “sofrimento semelhante”. O vocabulo Pathos corresponde a “sofrimento ou
doenga” e Homoios significa “semelhante” (HAHNEMANN. 2001).

Em sua principal obra, Hahnemann estipula o mecanismo de agao das drogas
sistematizando-o: “toda droga causa uma certa alteragdo no estado de saude
humano pela sua ag&o primaria; a esta agao primaria do medicamento, o organismo
opde sua forca de conservagao, chamada acédo secundaria ou reagao, no sentido de
neutralizar o disturbio inicial" (ADVERTISE AT HPATHY - www. hpathy.com/
homeopathy _ fags _ d_asp — 30K). A homeopatia € um sistema de tratamento que
usa substancias derivadas de plantas, animais, minerais além de substancias
sintéticas e drogas convencionais, todas em quantidades minimas, especialmente
preparadas (dinamizadas) e altamente diluidas, que s&o usadas para colocar em
acao os mecanismos de cura do proprio corpo, de forma abrangente (JONAS,
JACOBS; 1996). Devido a alta diluigdo, ndo apresenta efeitos toxicos, produzindo
pouco ou nenhum efeito colateral (JONAS, JACOBS; 1996).

Nesta mesma obra literaria, Hahnemann descreve o principio da semelhanca
e, observando que a ac&do secundaria, citada acima, poderia ser empregada como
reacao curativa, desde que direcionada no sentido correto, propds um modelo
terapéutico. Esse modelo utiliza medicamentos que produzissem, em sua agao

primaria no organismo, sintomas semelhantes a doencga natural, no intuito de
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despertar uma reagdo organica para anular essa doenga artificial. Dai surgiu o
principio terapéutico pela similitude: "todo medicamento capaz de despertar
determinados sintomas no individuo sadio é capaz de curar esses mesmos sintomas
no individuo doente" (HAHNEMANN. 2001). Dessa maneira, surgiu também o
principio da experimentag¢ao no individuo saudavel (RUIZ. 1999). Este relato mostra
que a meta da terapia homeopatica € promover e orientar a reacdo de auto-cura
inata do corpo. Um organismo que elimina uma doenga por conta propria tem mais
chance de continuar saudavel, pois curou o problema, evitando a recorréncia. Esse
tipo de tratamento pode levar mais tempo que os da medicina tradicional, ja que se
da de acordo com a velocidade natural do préprio organismo (JONAS, JACOBS;
1996).

Uma das maiores polémicas causadas pela homeopatia é a de utilizar o
medicamento tdo diluido que, teoricamente, as solugdes estariam desprovidas de
moléculas ativas ou de principio ativo. A potencializacdo de substancias combina
diluicdo em agua e alcool e agitagdo ou sucussao da solugdo. Com esse
procedimento, acredita-se que as moléculas da substancia medicinal atritar-se-iam
com as do diluente e, essa operagcao combinada a diluicdo, promoveria a liberagao
dos poderes medicinais latentes no interior da substéncia bruta (RUIZ. 1999).

Hahnemann também utilizou substancias toxicas e venenosas, em doses
diluidas e sucussionadas, com finalidade terapéutica, ja que pelo principio de
Paracelso (1493-1541), toda substancia possui uma parte boa e uma ma e que a
parte boa tem a capacidade de curar uma enfermidade (RUIZ. 1999).

Varios estudos demonstram o efeito da homeopatia na imunologia, como, por
exemplo, no tratamento de infecgbes e alergias (GRIMMER, 1948; BOWEN, 1981;
TAYLOR-SMITH, 1950; SHEPHERD, 1967 apud JONAS, JACOBS; 1996).
Madeleine Bastide e outros pesquisadores relataram que diluicdes, de interferon e
dos horménios timulina e bursina, agitadas em série, aumentam a taxa de glébulos
brancos e outras fungbes imunolégicas em animais (DAURAT, 1986; BASTIDE,
1985; 1987 apud JONAS, JACOBS; 1996).
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1.3MEDICAMENTO CANOVA

O medicamento Canova é uma especialidade farmacéutica desenvolvida a
partir das seguintes tinturas conhecidas na farmacopéia homeopatica brasileira 22
edicdo - 1997: Aconitum napellus, Bryonia alba, Thuya occidentalis, Lachesis muta e
Arsenicum album diluidos em agua destilada e menos de 1% de alcool

(www.canovadobrasil.com.br).

Aconitum napellus

Arsenicum album

Bryonia alba Lachesis muta

Esse medicamento vem sendo estudado em nosso laboratério desde 1997,
quando tomamos conhecimento que pacientes o estavam utilizando e obtendo
resultados clinicos, que serdo citados a seguir, os quais sugeriam uma possivel
atuagdo em macrofagos. Desde entédo, experimentos vém sendo realizados com o
intuito de obter esclarecimentos sobre suas propriedades e mecanismo de acao.

Estudos com animais de experimentagdo demonstraram que o medicamento
Canova é totalmente in6cuo, ndo sendo detectada dose letal média (DL50), mesmo
quando uma dose injetavel 100 vezes maior que a dose habitual foi utilizada. Esse
medicamento também ndo apresenta genotoxicidade nem mutagenicidade
identificavel em nivel cromossémico (SELIGMANN et al. 2002). Outros estudos em
animais demonstraram que esse medicamento é eficaz no controle de infecgdes
causadas por certos protozoarios, controlando a progressdo e limitando a
disseminagdo (PEREIRA et al. 2004 in press). No entanto, estudos in vitro
demonstraram que o medicamento ndo atua diretamente contra bactérias, fungos,
parasitas e células cancerosas mantidas em cultura. Isso sugere que o produto atua
no organismo como um todo, aumentando as defesas, evitando as infeccbes de

diversos tipos e atuando através de um mecanismo imunomodulador.
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Estudos realizados em nosso laboratério, em animais normais e portadores
de sarcoma 180, demonstraram que camundongos tratados com o Canova in vivo
apresentaram um aumento dos leucdcitos totais, elevando significativamente o
numero de linfécitos, entre eles os subtipos B, T (CD4 e CD8) e NK (natural killer),
no sangue periférico (SATO et al. 2005).

Foi demonstrado também que camundongos tratados com o Canova
apresentaram retardo na pega tumoral do sarcoma 180, além de diminuigcdo no
volume do tumor, com 30% de regressao. Também ocorreu aumento do infiltrado
inflamatdrio peritumoral além de fibrose peritumoral (WAL. 2002; SATO et al. 2005).

Outros estudos indicaram que o tratamento com o medicamento Canova em
macrofagos peritoniais de camundongos tratados in vitro e in vivo resultou no
aumento significativo da relagdo macréfagos ativados/residentes em comparagao ao
grupo controle; alterou a expressao e a distribuicdo de integrinas de membrana,
diminuiu a producgédo da citocina TNFa (PIEMONTE, 2000 e 2002), além de estimular
a produgdo de oxido nitrico pelos macréfagos, evidenciando um processo de
ativacdo celular (GODOY, 2002). Logo, esse medicamento apresenta acéao
comprovada sobre macréfagos, provavelmente atuando através desse tipo celular.

Estudos clinicos fundamentam a agdo imunomoduladora desse medicamento,
pois demonstraram diminuicdo da carga viral e de doengas oportunistas de
pacientes portadores de HIV/AIDS (SASAKI et al. 2001).

O Laboratério Canova do Brasil € uma empresa totalmente nacional e
paranaense, que detém a patente internacional do medicamento desde 8 de maio de
2001, garantindo os direitos de produgao e comercializagdo do Canova no Brasil e
em outros paises (DEL VECCHIO, M; BUCHI, D.F, 2002).

Sua preparacao e comercializagao sao regidas pela Lei n° 6360 de 23/09/76,
em seu artigo 23, alineas | e |l, paragrafo unico, e regulamentadas pelo Decreto n°
79094 de 05/01/77, em seu artigo 28, alineas | e IV, paragrafo unico, que
determinam que sejam fornecidos ao Ministério da Saude, informagdes e dados
elucidativos sobre seus produtos (CANOVA DO BRASIL, 2001).

O Canova é produzido e comercializado nas formas de gotas, inalante e
injetavel apenas por farmacias e laboratérios autorizados, sob rigoroso controle de

qualidade.
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Ja que apresenta acdo imunomoduladora, o medicamento Canova € indicado
em patologias em que o sistema imunolégico do individuo encontra-se
comprometido, tais como hepatite C, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
e neoplasias, podendo ser utilizado sozinho ou em associagcdo a outros

medicamentos terapéuticos.
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2. JUSTIFICATIVA

Resultados clinicos positivos em tratamentos de cancer e AIDS, além do
aumento de certas populacdes celulares hematopoiéticas, apds o tratamento com o
Canova e resultados laboratoriais positivos em macréfagos tornam pertinente testar
esse medicamento em outras células do sistema imune. A medula éssea contém
grande quantidade de mondcitos, bem como macréfagos diferenciados no estroma,
sendo um orgao critico para o sistema imune, ja que € a fonte de todas as células
sanguineas. Portanto, é necessario o estudo da acdo do Canova sobre esse
sistema, bem como sobre as células que ai se diferenciam.

Como o Canova é um medicamento imunomodulador, fazendo com que o
organismo retorne a parédmetros normais quando alterado, é importante
primeiramente estudar a acdo desse medicamento na medula 6ssea de animais

saudaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo verificar os efeitos do composto

medicamentoso homeopatico Canova sobre células da medula Ossea de

camundongos, cultivadas in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Verificar a morfologia das células presentes no sobrenadante e das
aderentes, nas culturas de medula éssea de camundongos;

Verificar a morfologia detalhada das células aderentes, utilizando microscopia
eletrbnica de varredura;

Verificar a presenca de receptores de membrana, na populacdo aderente,
indicativos de linhagens celulares especificas, na microscopia confocal,
Verificar diferencas nas populagdes celulares presentes no sobrenadante das
culturas, utilizando citometria de fluxo;

Quantificar citocinas presentes no sobrenadante dos -cultivos, utilizando
citometria de fluxo;

Verificar se o tratamento com o Canova modifica os parametros citados

acima.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos albinos sui¢os (Mus musculus), machos, de 3
meses de idade, pesando entre 25 e 35g, mantidos sob temperatura ideal e que
receberam agua e racgao ad libitum. Estes animais foram cedidos pelo Biotério do
Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana.

A Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parang, instituida pela PORTARIA
N° 787/03-BL, de 11 de junho de 2003, com base nas normas para a constituicao e
funcionamento da CEEA, estabelecidas pela RESOLUCAO N° 01/03-BL, de 09 de
maio de 2003, certificou que os procedimentos utilizando animais neste trabalho
estdo de acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas no “Guide for the Care
and Use of Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care)” (Anexo 1).

Neste trabalho foram usados, aproximadamente 150 animais, sendo que em
cada experimento foi utilizado um pool de células da medula 6ssea de, no minimo, 5

camundongos.

4.2 COLETA CELULAR

Para cada coleta foram utilizados, no minimo, 5 camundongos para que se
obtivesse um pool celular, os quais foram anestesiados com éter etilico 98% e entao
sacrificados por deslocamento da coluna cervical. Os fémures direito e esquerdo
foram retirados, levados para o fluxo laminar, as epifises cortadas e a medula
retirada com 2 ml de meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), acrescido de
soro bovino fetal 10%. Essa suspensdo celular foi transferida para tubo de
centrifuga, os grumos desfeitos e entdo centrifugada a 2.800 rpm por 3 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas em 10 ml de meio de

cultura. Foi realizada entdo a contagem celular.
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4.3 DETERMINAGCAO DO NUMERO DE CELULAS OBTIDO

Para determinagdao do numero de células obtido foi realizada uma diluigao
1:10 (v/v) da suspenséo celular obtida na coleta em liquido de Turck - acido acético
2% (v/v) com violeta genciana - Newprov®. Apds a hemdlise, foi determinado o
numero de células em cada amostra, através da contagem em camara de Neubauer

com auxilio de microscépio de luz - Nikon®.

4.4 CULTIVO CELULAR

As células foram cultivadas em garrafas ou placas multipogos estéreis - TPP®
e os cultivos celulares mantidos em estufa Hotpack® a 37°C em atmosfera umida
com 5% de CO,, durante o periodo determinado para cada experimento. Como meio
de cultura padrao, foi utilizado DMEM, acrescido de 10% de soro bovino fetal (SBF)
termoinativado, 200 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina e 2,6 ug/ml de

anfotericina.

4.5 TRATAMENTO COM CANOVA E COM M-CSF in vitro

O tratamento com o Canova, na forma injetavel, foi efetuado apds o término
do plaqueamento, na concentragdo de 20% (v/v) em relacdo ao meio de cultura.
Apos 24 horas, foi feito o reforco do tratamento, adicionando-se mais 1% do
medicamento em relacdo ao meio de cultura. Estas doses de reforco foram
adicionadas diariamente até o término do experimento. Controles: a) como controle
positivo, utilizou-se o tratamento com o fator estimulador de colbnia de
monaocito/macrofago, M-CSF, da mesma maneira que para o Canova, mas estas
células ndo receberam doses reforgo diarias; b) o grupo considerado controle
constituiu-se de células que nao receberam tratamento algum.

O fator de crescimento M-CSF foi produzido por fibroblastos tumorigénicos de
camundongos (células L929) e cedido pelo Instituto de Tecnologia do Parana
(TECPAR).
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4.4.1 EXPERIMENTOS REALIZADOS - CULTURA LiQUIDA

4.4.1.1 Morfologia

Para estes experimentos, as culturas foram estabelecidas em placas de 24
pogos e a concentracdo celular foi ajustada para 2,5 x 10° células/ml, por poco.
Como o objetivo desse experimento foi a analise de todas as populagdes celulares,
tanto as presentes no sobrenadante, quanto as aderidas, laminulas estéreis foram
colocadas nos pogos, no inicio do experimento, o que permitiu a analise das células
aderentes.

As placas foram subdivididas para que contivessem todos os tempos
propostos para analise (24, 48, 72 e 96 horas). Foram preparados pogos controles,
tratados com o Canova e tratados com M-CSF, em duplicata. A cada dia de
experimento, as laminulas foram retiradas e as laminas foram montadas, o que
permitiu a analise das células do sobrenadante da cultura e das células aderentes.

Para a analise das células do sobrenadante da cultura, utilizou-se o método
do citograv (DAY et al. 1995). Sua montagem esta descrita no Anexo 3.

Apds o periodo de incubacgao, as laminulas com as células aderentes foram
retiradas dos pocos, lavadas com PBS, fixadas com Bouin's Fixative — Electron
Microscopy Sciences® - por 5 minutos e lavadas com agua destilada. A coloracéo foi
a mesma utilizada para as células do sobrenadante (Anexo 4). Apds a montagem
das laminas, as células foram analisadas ao microscépio Nikon® Eclipse E-200 e as

imagens foram capturadas pela maquina fotografica digital Nikon® Coolpix 4.500.

4.4.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Novamente a cultura foi realizada em uma placa de 24 pocos. Como o
objetivo deste experimento era a analise das células aderentes, os pogos continham
laminulas de vidro estéreis.

O tempo de cultura escolhido para este experimento foi o de 72 horas, ja que
a analise dos experimentos de microscopia de luz havia demonstrado diferencas
entre os grupos, apds esse tempo. As células foram entdo preparadas para a

microscopia eletrénica de varredura seguindo o protocolo de rotina (Anexo 5), e
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analisadas com auxilio do microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM — 6360 LV

SEM, localizado no Centro de Microscopia Eletrénica da UFPR.

4.4.1.3 Microscopia Confocal

Para esse experimento, foi montada uma placa de 24 pogos da mesma
maneira que para a microscopia eletrbnica de varredura ja que o objetivo aqui,
também era analise da populagdo medular aderente. Diferentemente da microscopia
eletrénica, o ensaio foi realizado apos 12 dias de cultura, porque, apos a realizagao
de experimentos pilotos, verificou-se que, nesse tempo de cultura, as células nio se
soltavam apds as lavagens necessarias para esse experimento. Foram montados
pocos controles e tratados com o Canova e, a cada trés dias de cultura, foram
adicionados 100ul de DMEM a cada pocgo.

Foi, entdo, realizada a imunomarcacéo como descrita no Anexo 6.

Nesse ensaio foram utilizados cinco anticorpos do sistema Mouse Lineage
Panel (BD/Pharmingen) e o anti-CD11c (marcador de células dendriticas)
(BD/Pharmingen). Os anticorpos que compdem o sistema sao: anti-CD3e (marcador
de linfocitos T - o anticorpo CD3e é especifico para a cadeia epsilon do complexo
CD3); anti-CD45R (B220) (marcador de linfécitos B); anti-CD11b (Mac-1) (marcador
de mondcitos/macroéfagos); anti-Ly-6G (Gr-1) (marcador da série granulocitica); anti-
TER-119 (Ly-76) (marcador da série eritrocitica). Todos os anticorpos primarios séo
biotinilados. Como segundo passo, usou-se estreptavidina conjugada ao fluorocromo
ficoeritrina. A estreptavidina apresenta afinidade pela biotina presente nos anticorpos
primarios, funcionando como um revelador. O nucleo das células foi corado com
DAPI (4,6 — diamidino — 2 — fenilindole, dihidroxicloride) na concentragcao de 300nM.
ApOs o experimento, as células foram analisadas com auxilio do Microscopio
Confocal Radiance 2001 (Bio-Rad®) acoplado & Eclipse E800 (Nikon®). A ficoeritrina
foi excitada pelo laser de ion argdnio a 488nm e o DAPI pelo laser blue diode a 350

nm.

4.4.1.4 Imunofenotipagem

Apods a centrifugagdo do pool de células da medula éssea, uma aliquota foi
retirada para verificar quais populagdes e em quais quantidades estariam presentes

na medula dssea in situ. Essa aliquota foi considerada como tempo zero.
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Para esses experimentos foram utilizadas garrafas de cultivo de 25 cm?.
Foram montadas garrafas para os tempos de 48, 72 e 96 horas, nas quais as células
foram adicionadas na concentracdo de 8 x 107 células/ml. Precisa ser uma
quantidade celular grande, pois se ndo estiverem proximas umas das outras, n&o
sobrevivem. O objetivo deste experimento foi analise das populagdes celulares
presentes no sobrenadante da cultura.

Apos os periodos determinados, as culturas foram interrompidas e
imunomarcadas (Anexo 7). Foi realizada, entdo, a imunofenotipagem pelo Citdmetro
de Fluxo FACSCalibur equipado com o laser de ion argbnio (488nm) e detectores de
dispersao para tamanho (FSC — forward scatter) e complexidade interna (SSC — side
scatter), detectores de emissao de fluorescéncia FL1 (515-545 nm), FL2 (564-606
nm) e FL3 (>670 nm). Um total de 10.000 eventos foi verificado pelo aparelho e
foram consideradas células positivas aquelas que expressaram fluorescéncia acima
de 1% da linha limite. Os dados foram analisados pelo software Cell Quest e
adquiridos na forma linear para o parametro dispersao e na forma logaritmica para o
parametro de fluorescéncia.

Os anticorpos foram os mesmos utilizados para analise celular por

microscopia confocal, sendo que a ficoeritrina foi detectada pelo canal FL2.

4.4.1.5 Quantificagao de Citocinas

Para esse experimento também foi utilizada placa de 24 pogos, contendo
pocos controles e tratados com o Canova. Foi realizado apenas em ensaio e a
cultura foi interrompida apds 96 horas. O objetivo desse experimento foi analise das
citocinas produzidas pelas células, presentes no sobrenadante da cultura. Para esse
experimento foi utilizado o sistema comercial Mouse Th1l/Th2 cytokine CBA
(BD/Pharmingen), o qual contém anticorpos contra as citocinas IL-2, IL-4, IL-5, INF-y
e TNF-a. A incubacao foi realizada de acordo com o protocolo descrito no Anexo 8 e
a presenga de citocinas foi verificada pelo FACSCalibur. Os resultados foram

adquiridos e analisados de acordo com as instru¢des do sistema.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 MORFOLOGIA

5.1.1 Células aderentes

TABELA 2: SUMARIO DOS RESULTADOS DA MICROSCOPIA DE LUZ

ADESAO E ESPRAIAMENTO 48h 72h 96h
CONTROLE + ++ +++
CANOVA ++ ++++ +++++

TABELA 3: CONTAGEM DAS CELULAS ADERENTES SOB MICROSCOPIA DE LUZ

grupo controle M DP grupo Canova M DP

48h 21 16 33 23,33 8,74 37 79 76 64,00 23,43
72h 59 42 50 50,33 8,50 45 82 84 70,33 21,96
96h 36 60 37 44,33* 13,58 77 88 79 81,33* 5,86

#as células quantificadas foram as que apresentaram morfologia ativada; M — média e DP —

desvio padrao *p<0,05

Observou-se maior numero de células da medula 6ssea, aderidas (Figuras 2 a
5) e espraiadas, no grupo cultivado em presenga do medicamento Canova. Também
se observou grande quantidade de pequenas células, em grupos, sobre essas
células aderentes (ninhos). As células aderidas e espraiadas correspondem
principalmente a macréfagos (ver resultado confocal). A diferenga entre as imagens
dos grupos é bem evidente e isso pode ser explicado ja que os macrofagos sao as
células sobre as quais o Canova atua. Os grupos de pequenas células aderidas
sobre a camada aderente (ninhos) sugerem que as células estromais cultivadas com
o Canova produzem mais citocinas necessarias a maturacdo das células
sobrenadantes e essas formam os ninhos, o que pode estar concretizando sua
maturagcdo. Como se sabe que o Canova atua em macrofagos, células produtoras de
diversas citocinas e fatores de crescimento, um suprimento, pelo menos parcial, de
algumas das moléculas necessarias, pode estar ocorrendo.

Apesar das imagens demonstrarem grande diferenca entre os grupos a
analise estatistica mostrou que existe diferenga significativa, com relagdo a

quantidade de células ativadas, apenas apds 96 horas de cultivo (Anexo 2, Tabela
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3). Talvez, se houvesse mais repeticbes desse experimento, a diferenca estatistica
entre os grupos aparecesse em outros tempos de cultura. A analise estatistica

utilizada foi o teste t com o nivel de significAncia de 5% (Anexo 2).

IMAGENS DAS CELULAS ADERENTES DA MEDULA OSSEA APOS 48 HORAS
DE CULTIVO

Figura 2: 2A Controle e 2B Canova - 400x; seta vazia - célula espraiada e seta cheia - ninho
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Apo6s 48 horas de cultura observa-se maior numero de células da medula
Ossea, aderidas e espraiadas (seta vazia), no grupo cultivado em presenca do
medicamento Canova (Tabela 3). Também se observa grande quantidade de

pequenas células, em grupos (ninhos) (seta cheia), sobre as aderentes.

IMAGENS DAS CELULAS ADERENTES DA MEDULA OSSEA APOS 72 HORAS
DE CULTIVO

Figura 3: 3A Controle e 3B Canova - 400x; seta vazia - célula espraiada e seta cheia - ninho
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ApoOs observacao das células com 72 horas de cultura verificou-se que a
diferenga na quantidade de células aderidas e espraiadas € ainda maior (Tabela 3).
As areas contendo grupos de células sobre as aderentes (ninhos) sao maiores,

sugerindo locais de maturagao celular.

IMAGENS DAS CELULAS ADERENTES DA MEDULA OSSEA APOS 96 HORAS
DE CULTIVO

Figura 4: 4A Controle e 4B Canova - 400x; seta vazia - célula espraiada e seta cheia - ninho
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IMAGENS DAS CELULAS ADERENTES DA MEDULA OSSEA APOS 96 HORAS
DE CULTIVO

Figura 5: 5A Controle e 5B Canova - 1000x; seta vazia - célula espraiada e seta cheia - ninho

Apods 96 horas de cultura, a diferenga na quantidade (Tabela 3) e morfologia
das células aderidas € ainda maior. Isso indica que o medicamento Canova é dose e
tempo dependente (PIEMONTE, 2002). A Figura 5B mostra detalhadamente um
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ninho e a diferenga na morfologia de suas células quando comparadas a das
aderentes.

Mesmo que jung¢des gap funcionais, entre as células estromais e leucdcitos,
sejam raras (ALLEN & DEXTER. 1984) ou inexistam (DORSHKIND et al. 1993;
ALVES et al. 1991 apud CANCELAS et al. 2000) esta ocorrendo algum tipo de
juncao entre essas células, podendo ser apenas de contato mecéanico (adeséo).
Esse contato estaria promovendo a formagdo dos ninhos o que facilitaria a
diferenciagdo celular. Ja que o Canova atua sobre os macréfagos, pode estar
induzindo a produgdo de substancias por essas células as quais estariam agindo
sobre as células dos ninhos, por meio de receptores especificos, facilitando a

formagao dessas areas.

5.1.2 Células do sobrenadante da cultura (citograv)

Apos a analise com microscopia de luz das células do sobrenadante da
cultura, verificou-se que o tratamento com o medicamento Canova e o tempo de
cultivo ndo alteraram a morfologia dessas células. O que se verificou foi a presenca
de células em divisdo, aparentemente em maior numero, no grupo controle positivo
(M-CSF) (Figura 6B e 6C).
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CELULAS DO SOBRENADANTE DA CULTURA DE MEDULA OSSEA

Sl

Figura 6: 6A Controle, 6B e 6C Controle positivo (M-CSF) - 1000x; seta — células em mitose

Como o grupo controle positivo, aparentemente, apresentou um maior numero
de células em divisao, confirmou-se a acdo desse fator de crescimento sobre essas
células. Como o M-CSF estimula mondcitos e macréfagos, essas células em divisao,

provavelmente, sdo da série mononuclear.
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5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

ApOs a analise do material na microscopia de luz convencional, foi escolhido e
tempo de 72 horas de cultivo, por ser o mais representativo, para a analise na
microscopia eletrénica de varredura.

Apos o ponto critico e metalizacdo, o material foi visualizado no microscopio
eletrdnico de varredura modelo JEOL JSM - 6360 LV SEM localizado no Centro de
Microscopia Eletronica da UFPR.

TABELA 4: SUMARIO DOS RESULTADOS DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

ADESAO E ESPRAIAMENTO | CONTROLE CANOVA M-CSF

72h + +++ +++++




ELETROMICROGRAFIAS DE VARREDURA DAS CELULAS ADERENTES DA
MEDULA OSSEA APOS 72 HORAS DE CULTIVO
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Figura 7: 7A Controle; 7B Canova e 7C M-CSF — 100x
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A1BkU

Figura 8: 8A Controle; 8B Canova e 8C M-CSF — 700x; seta vazia - célula espraiada e seta cheia

- ninho



Figura 9: 9A Controle — 3.000x; 9B Canova — 2.200x; 9C M-CSF — 2.700x; 9D M-CSF — 3.000x;

seta vazia - célula espraiada; * local de ades&o entre as células
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A analise das culturas em microscopia eletronica de varredura mostrou que
existe grande diferenga entre os tratamentos, tanto em relagdo a adeséo quanto a
morfologia celular. A quantidade de células aderidas no controle € menor que no
grupo Canova (Figuras 7A e 7B). Em relagdo ao tamanho, as células do grupo
controle apresentaram-se menores e menos espraiadas que as do grupo Canova
(Figuras 8A e 8B). Esse resultado sugere que o Canova age sobre a adesdo e
ativacao das células aderentes da medula 6ssea. As células aderentes apresentam
diversidade morfologica, mas, de acordo com Dexter e cols. 1976, com o tempo de
cultura utilizado, as células que se aderem sdo, principalmente, fagocitos
mononucleares, com numerosas extensdes citoplasmaticas e que tendem a se
espraiar. Essa informacao foi confirmada com os resultados do experimento de
imunofluorescéncia para microscopia confocal.

O grupo controle quase n&o apresenta os ninhos e, no grupo Canova eles
estdo presentes, aparentemente, em maior quantidade. Isso sugere que o
tratamento com Canova estimula a produgao de substancias semelhantes a fatores
de crescimento, resultando em um maior numero de areas de maturagao celular,
dado demonstrado pelos ninhos celulares sobre a camada aderente. Essas areas de
provavel maturacdo sdo, aparentemente, maiores e mais numerosas no grupo
Canova e, através da microscopia eletronica de varredura, € possivel observar a
comunicagao entre essas células (Figura 9D). Esses ninhos podem conter células
tronco que ainda ndo estdo se diferenciando (FUCHS et al. 2004) e/ou células ja
comprometidas com alguma linhagem celular.

As células da medula 6ssea, cultivadas em presenca de M-CSF, controle
positivo, mostraram-se as mais espraiadas e com maior quantidade de ninhos
(Figuras 9C e 9D).
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5.3 MICROSCOPIA CONFOCAL

CELULAS CONTROLE DA MARCACAO NAS QUAIS OMITIU-SE O ANTICORPO
PRIMARIO

Figura 10: 10A Controle da fluorescéncia - 600x
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MARCACAO DO RECEPTOR CD11b, PREFERENCIALMENTE
MONOCITOS/MACROFAGOS

Figura 11: 11A Controle; 11B e 11C Canova - 600x

Aparentemente, nao foi encontrada diferenga no perfil de marcagao entre os
grupos, indicando que o Canova parece nao alterar a expressao desse marcador de
superficie celular. Verificou-se um aumento na adesao e espraiamento das células
tratadas com Canova. Notar o padrdo de expressao da integrina CD11b, a qual se

apresenta em clusters sobre as células (Figura 11C). Com esse experimento pode-
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se dizer que a maioria das células que estdo aderidas expressa CD11b em sua

superficie.

MARCACAO DO RECEPTOR CD11c, PREFERENCIALMENTE CELULAS
DENDRITICAS

Figural2: 12A e 12B Controle - 600x

Aparentemente, ndo ocorreu diferenca no perfil de marcacgao entre os grupos,
novamente. O que se verifica € uma quantidade menor de células marcadas quando
se comparam estes resultados com os do marcador CD11b. Logo, as células
dendriticas estao aderidas em menor quantidade que os macréfagos. Sabe-se que
as células dendriticas quando imaturas apresentam-se aderidas e quando atingem a
maturidade se desprendem. E provavel que essas células que apresentam maior
quantidade de CD11c sejam dendriticas imaturas, ja que este tipo celular precisa de
duas semanas em cultura e fatores de crescimento adicionais para tornar-se maduro

e, na auséncia desses fatores adere-se (CITTERIO et al. 1999).
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Nao houve diferenga na morfologia dessas células entre os grupos, logo, o
Canova nao agiu sobre as células dendriticas aderidas como sobre os macréfagos,
confirmando novamente a agao especifica sobre essas células.

Aparecem também células com fluorescéncia de menor intensidade, as quais
podem ser macrofagos, ja que esses também apresentam o marcador CD11c, em
menor quantidade, em sua superficie.

Outra caracteristica verificada nessas imagens € a diferengca na expressao
desse marcador. Esse se apresenta como uma rede na superficie celular, diferente
do CD11b que se apresenta em clusters.

As células que foram incubadas com os anticorpos para os outros
marcadores, nao mostraram reagao positiva em nenhum dos grupos, isso indica que
ndo existem células CD45R", Ly-6G*, CD3" e TER-119" aderidas, apds 12 dias de
cultura.

E interessante verificar que nesse experimento ndo foram encontrados os
ninhos celulares, provavelmente devido ao grande numero de lavagens realizado

nessa técnica, razao pela qual essas células nao foram identificadas.

5.4 IMUNOFENOTIPAGEM

Foram realizados quatro experimentos independentes para cada tempo de
cultura, utilizando os anticorpos ja citados. Os valores numéricos apresentados s&o
as médias das fluorescéncias, dos marcadores de linhagem, nesses experimentos e
os graficos mostrados sdo os mais representativos de cada marcador. Para a
elaboracao do grafico de distribuicdo das células, de acordo com o tamanho e a
complexidade, utilizou-se sempre o gate R1 apresentado no grafico de fluorescéncia
(histograma). Com a anadlise do grafico de distribuicdo celular também foi possivel
estimar a quantidade de células de cada populacéo.

A analise estatistica usada foi analise de variancia (ANOVA) utilizando o
delineamento inteiramente ao acaso, com o esquema fatorial 2x3, com 4 repeticdes.

As tabelas dessas analises estdo apresentadas no Anexo 9.
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5.4.1 Populacbes celulares que nao apresentaram alteracdo, na quantidade de

marcadores, durante os experimentos

As células do sobrenadante das culturas, que apresentaram CD11b e Ly-6G
em sua superficie, ndo demonstraram diferengas significativas entre os grupos e os
tempos analisados. Isso indica que nem o tratamento com o medicamento Canova
nem o tempo que foram mantidas em cultura estdo influenciando a diferenciacéo,
para uma possivel adaptacao a cultura, dessas populagdes celulares. Com esses
resultados constatou-se também que esses tipos celulares se mantém em cultura,
até 96 horas, apenas com os fatores de crescimento existentes no soro, sem
necessitar de fatores de crescimento adicionais. Dessa maneira, essas populagdes

nao proliferam, nem diminuem, apenas se mantém.

5.4.1.1 CD11b (Mac-1)

O marcador CD11b se expressa em grande quantidade nos
monadcitos/macréfagos e granuldcitos e, em menor quantidade, nas células T, B,

dendriticas e natural killer (NK) (www.bdbiosciences.com).

PERFIL CARACTERISTICO ENCONTRADO NAS CELULAS CD11b*
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Grafico 1A: eixo x — fluorescéncia emitida pelo marcador; eixo y — quantidade de células marcadas. R1
(gate 1), R2 (gate 2), M1 e M2 correspondem a mesma populacédo celular delimitada pelos gates R1 e R2
respectivamente, mas, sao utilizados para a realizacdo da estatistica
Gréfico 1B: eixo x —tamanho celular (FSC); eixo y — complexidade celular (SSC). Células em vermelho

(que apresentam o respectivo marcador) correspondem a populacao delimitada pelo gate R1
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Esse marcador apresentou uma fluorescéncia média de 65 + 7,29% durante
todo o desenvolvimento das culturas. Os graficos de tamanho por granulosidade
demonstraram uma populacdo de células grandes e complexas (em vermelho),

caracteristicas de monocitos e macréfagos.

5.4.1.2 Ly-6G (Gr-1)

Na medula O6ssea, a quantidade de expressdao desse marcador esta
diretamente relacionada com a diferenciagdo e maturagdo dos granulécitos, quanto
mais madura a célula estiver, maior a expressdo desse marcador (LAGASSE &
WEISSMAN. 1996).

PERFIL CARACTERISTICO ENCONTRADO NAS CELULAS Ly-6G*
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Grafico 2A: eixo x — fluorescéncia emitida pelo marcador; eixo y — quantidade de células marcadas. R1
(gate 1), R2 (gate 2), M1 e M2 correspondem a mesma populacédo celular delimitada pelos gates R1 e R2
respectivamente, mas, sdo utilizados para a realizacdo da estatistica
Grafico 2B: eixo x —tamanho celular (FSC); eixo y — complexidade celular (SSC). Células em vermelho

(que apresentam o respectivo marcador) correspondem a populacao delimitada pelo gate R1

As células Ly-6G* também ndo apresentaram diferengas significativas entre
os grupos de tratamento e tempos de cultura, demonstrando 60 + 8,9% de
fluorescéncia média. Os graficos de tamanho por complexidade celular
demonstraram uma populacéo de células grandes (em vermelho). Essas células n&o
apresentaram uma complexidade alta, caracteristica dos granuldcitos,
provavelmente por estarem imaturas, na maioria.

A separagcao dos neutrdfilos e mondcitos €, particularmente, dificil.
Provavelmente devido a sua origem comum, células mieldides, compartilham

antigenos de superficie. Mondcitos imaturos expressam altos niveis de Ly-6G na
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medula éssea e essa expressado € diminuida quando atingem a circulagédo. Ja os
granulécitos imaturos apresentam pouca expressao desse marcador a qual vai
aumentando de acordo com sua maturagao (LAGASSE & WEISSMAN. 1996).

Os dados numéricos apresentados demonstraram que os marcadores Ly-6G
e CD11b apresentaram praticamente a mesma expressao, ndo variando ao longo do
desenvolvimento da cultura. Para verificar até quando esses marcadores se mantém
nessas células e em qual quantidade, seria necessario aumentar o periodo de
experimento e também realizar um ensaio de dupla marcagao para analisar a co-

expressao.

5.4.2 Populagdes celulares que apresentaram alteracdo, na quantidade de

marcadores, durante os experimentos

As fluorescéncias apresentadas pelos marcadores CD45R (linfocito B), CD11c
(células dendriticas), CD3e (linfécitos T) e TER-119 (eritrocitos) demonstraram uma
alteragao na expressao ao longo do tempo de permanéncia na cultura. O tratamento
com o Canova ndo alterou a expressdo desses receptores. E interessante notar que
as células que expressam esses marcadores conseguem se manter em cultivo, sem
necessitar de fatores de crescimento adicionais aos do soro.

Os valores que indicam alteragdo na expressao ao longo do tempo de

permanéncia na cultura estdo demonstrados na Tabela 5.

TABELA 5. VALORES QUE INDICAM ALTERAGAO NA EXPRESSAO DOS MARCADORES AO
LONGO DO TEMPO DE PERMANENCIA NA CULTURA

48 horas 72 horas 96 horas
M DP M DP M DP
CD45R 73% 6,06%  58,7%* 11,98% 67,6% 6,70%
CDllc 21,76% 527% 3511%* 11,57% 24,25%  9,86%
CD3 61,84%  3,85% 75,77%* 11,69% 57,35% 7,83%
TER-119 25,32%* 1,83% 56,24% 7,98% 61,48% 6,39%

M — média e DP — desvio padrao *p<0,05
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Na analise individual dos marcadores, que sera apresentada a seguir, serao

mostrados apenas os graficos mais representativos de cada populagao.

5.4.2.1 CD45R

O marcador CD45R (B220) € uma glicoproteina (tirosinofosfatase) expressa
principalmente nas células B, desde as pré B até as células maduras, sendo que

essa expressao varia com a maturacgao celular (www.bdbioscience.com).
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Grafico 3A: eixo x — fluorescéncia emitida pelo marcador; eixo y — quantidade de células marcadas. R1
(gate 1), R2 (gate 2), M1 e M2 correspondem a mesma populacédo celular delimitada pelos gates R1 e R2
respectivamente, mas, sao utilizados para a realizacdo da estatistica
Gréfico 3B: eixo x —tamanho celular (FSC); eixo y — complexidade celular (SSC). Células em vermelho

(que apresentam o respectivo marcador) correspondem a populacao delimitada pelo gate R1

A fluorescéncia apresentada por este marcador demonstrou uma diminuicéo
significativa apos 72 horas de cultura, voltando a aumentar apés 96 horas (Tabela
5), indicando a ocorréncia de diferenciagdo dessa populagdo ao longo do tempo de
cultura. Provavelmente, a maioria das células marcadas €& imatura ou pouco
diferenciada, uma vez que os graficos de tamanho por complexidade demonstraram
uma populagao de células grandes (em vermelho), caracteristica de linfécitos B
imaturos. Esse marcador esta expresso em grande quantidade nas células Mac-1"
(LAGASSE & WEISSMAN. 1996), outra justificativa para a presenca de células

grandes nesses graficos.
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5.4.2.2 CD11c

O marcador CD11c é uma integrina o de membrana que se expressa,
principalmente, nas células dendriticas e em menor quantidade, nos

mondcitos/macrofagos (www.bdbiosciences.com).
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Grafico 4A: eixo x — fluorescéncia emitida pelo marcador; eixo y — quantidade de células marcadas. R1
(gate 1), R2 (gate 2), M1 e M2 correspondem a mesma populacédo celular delimitada pelos gates R1 e R2
respectivamente, mas, sdo utilizados para a realizacdo da estatistica
Grafico 4B: eixo x —tamanho celular (FSC); eixo y — complexidade celular (SSC). Células em vermelho

(que apresentam o respectivo marcador) correspondem a populacao delimitada pelo gate R1

O tratamento com o Canova parece nao influenciar o desenvolvimento das
células CD11c” em cultura. O que acontece ¢ uma modificagdo na expressdo desse
receptor ao longo do tempo. Apds 48 horas esse receptor apresenta-se em pequena
quantidade, indicando uma populacdo pequena de células CD11¢c”, mas apds 72
horas ocorre um aumento desse receptor, dado que corrobora os experimentos de
INABA e colaboradores (1992). Apds 96 horas, essa expressado volta a diminuir
(Tabela 5). Verifica-se que esta ocorrendo diferenciacao celular, e da mesma
maneira que a populagdo CD45R", as células dendriticas se mantém em cultura,
mesmo sem fatores de crescimento adicionais aos do soro. Essa diminuigdo na
populagdo sobrenadante, apés 96 horas de cultura, sugere adesdo deste tipo
celular, dado confirmado pela microscopia confocal, que demonstrou a presenca de
células CD11c¢” aderidas apds 12 dias de cultura. Como se sabe que as células
dendriticas imaturas estdo aderidas e s6 se desprendem apds sua maturacéao,

confirma-se que essa populacdo também se mantém em cultura, mas sem fatores
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de crescimento adicionais ndo atinge a maturagdo. Os graficos de tamanho por
complexidade celular demonstram células grandes e granulosas (em vermelho),

caracterizando adequadamente as células dendriticas.

5.4.2.3 CD3e

O marcador CD3 é um complexo de peptideos presente na superficie dos

linfocitos T, que esta ligado ao receptor de antigenos TCR (ROITT. 1999).
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Grafico 5A: eixo x — fluorescéncia emitida pelo marcador; eixo y — quantidade de células marcadas. R1
(gate 1), R2 (gate 2), M1 e M2 correspondem a mesma populacédo celular delimitada pelos gates R1 e R2
respectivamente, mas, sdo utilizados para a realizagcdo da estatistica
Gréfico 5B: eixo x —tamanho celular (FSC); eixo y — complexidade celular (SSC). Células em vermelho
(que apresentam o respectivo marcador) correspondem a populacdo delimitada pelo gate R1

As células CD3" apresentam-se em grande numero na medula 6ssea de
camundongos. Ja que esses animais apresentam grande quantidade desse tipo
celular no sangue periférico (BIRCHARD & SHERDING. 1998; SATO. 2002) e, como
a medula 6ssea é altamente irrigada, ocorre um refluxo deste tipo celular. Mesmo
sendo o timo o principal 6rgao de producdo das células T, ja foi verificado que
culturas de medula 6ssea apresentam habilidade de promover a manutencédo dessas
células (DEJBAKHSH - JONES &. STROBER. 1999), explicando a presenga das
mesmas no cultivo. Sabe-se que as células dendriticas ativam as células T
(RUTELLA & LEMOLI. 2004). Isso também justifica a manutencéo das células CD3"

em cultura, sem a adi¢ao de fatores de crescimento adicionais aos do soro.
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O tratamento com o Canova parece nao influenciar o desenvolvimento das
células T. A expressao do CD3 aumenta apds 72 horas de cultivo diminuindo apés
96 horas (Tabela 5), logo € o tempo de permanéncia na cultura, e ndo o tratamento,
que altera a expressao do CD3 nas células.

Os graficos de tamanho por complexidade celular apresentam uma populagao
relativamente grande contendo células de tamanhos variados, mas pouco complexas
(em vermelho). Como os linfécitos T maduros sao células pequenas, esses graficos
nao demonstram uma populagado contendo apenas ceélulas maduras, sugerindo que

esse marcador ja esta presente nos linfoblastos, os quais séo células grandes.

5.4.2.4 TER-119 (Ly-76)

E uma glicoproteina presente na membrana das células eritrociticas, desde
proeritroblastos até eritrdcitos maduros. As células TER-119" presentes na medula
O0ssea adulta ndo apresentam os marcadores Mac-1, Gr-1 e B220 em sua superficie
(KINA et al. 2000).
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Grafico 6A: eixo x — fluorescéncia emitida pelo marcador; eixo y — quantidade de células marcadas. R1
(gate 1), R2 (gate 2), M1 e M2 correspondem a mesma populacédo celular delimitada pelos gates R1 e R2
respectivamente, mas, sdo utilizados para a realizacdo da estatistica
Grafico 6B: eixo x —tamanho celular (FSC); eixo y — complexidade celular (SSC). Células em vermelho

(que apresentam o respectivo marcador) correspondem a populacao delimitada pelo gate R1

Aparentemente, o tratamento com o Canova n&o altera a expressao do
marcador TER-119, mas novamente o tempo de cultura influenciou o
desenvolvimento celular. A populagdo recém tirada da medula O0ssea apresenta

pouca expressdo desse receptor. Essa quantidade era esperada, pois ja foi
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demonstrada uma pequena quantidade desse tipo celular na medula 6ssea in situ
(KINA et al. 2000). A expressao desse receptor aumenta significativamente apés 72
horas mantendo-se apds 96 horas de cultura (Tabela 5). Sabe-se que esse
marcador ndo esta presente nas unidades formadoras de colbnias de eritrocitos
(BFU-E e CFU-E), mas ja foi observada a formac&o de clusters em um ensaio de
formacao de coldnias a partir de células TER-119". Esse dado sugere que as células
TER-119" primitivas possuem um potencial proliferativo in vitro (KINA et al. 2000),
mas na auséncia de uma maior quantidade do fator de crescimento eritropoetina, por
exemplo, as células mais maduras estdo se mantendo e as imaturas estdo se
diferenciando, mas provavelmente, ndo atingindo o estagio final de maturagéo.

Os graficos de tamanho por granulosidade apresentam uma populagcdo de
células pequenas e pouco granulosas (em vermelho), caracteristicas das células da
série eritrocitica.

O Canova, aparentemente, ndo agiu sobre as populagdes celulares presentes
no sobrenadante da cultura de medula 6éssea. Como esse medicamento apresenta
acao imunomoduladora e como as populagdes analisadas compdem o sistema
imunoldgico, precisavamos investigar como esse medicamento agiria sobre essas
populagdes na medula 6ssea de animais saudaveis.

Foi demonstrado que os marcadores apresentam uma flutuacdo na sua
expressao, ao longo do tempo de cultura. Como nao foram adicionados fatores de
crescimento, além dos presentes no soro, essas células estdo se diferenciando,
mas, provavelmente, ndo atingirdo o estagio final de maturagdo. As células maduras
se mantém, mas as imaturas precisariam de fatores externos especificos para atingir
a maturagao completa.

Os graficos de tamanho por complexidade celular, relativos aos marcadores
CD11b, CD11c, CD45R, Ly-6G e CD3e, apresentaram populagbes com tamanho e
complexidade variaveis. O CD11b, CD11c e Ly-6G nao sao linhagem-especificos,
estando presentes em varios tipos celulares, ja a presenga de células imaturas, que
sdo células grandes, no caso do CD45R e CD3, explica a populagéo diversificada

nesses graficos.
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5.5 QUANTIFICAGAO CELULAR DAS POPULAGCOES ANALISADAS

A analise pelo citbmetro de fluxo também nos permitiu verificar a quantidade
celular presente em cada populacdo analisada. No Grafico 7A esta demonstrada a

estratégia utilizada para essa analise.
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Grafico 7A: eixo x —tamanho celular (FSC); eixo y — complexidade celular (SSC). O grafico representa as
popula¢6es medulares analisadas por citometria de fluxo recém obtidas da medula éssea de
camundongos, onde as caracteristicas de tamanho celular e complexidade interna foram utilizadas para

distinguir cada populagéo

Nesse grafico foram tragadas janelas especificas baseadas no tamanho (FSC
— forward scatter) e na complexidade interna (SSC - side scatter), distintas para
cada populagao celular (CIVIN & LOKEN. 1987). O gate R1 indica a localizagdo da
série eritrocitica; R2 série linfocitica; R3 monocitica e R4 granulocitica.

Também foi verificado se a presenca do medicamento Canova e o tempo a
que as culturas foram submetidas influenciavam na quantidade de células de cada
populacio.

A andlise estatistica desses valores (Anexo 10) indicou que o medicamento
Canova nao influenciou na quantidade de células, de cada série analisada,
presentes no sobrenadante das culturas, mas o tempo que foram mantidas no cultivo
influenciou na variagdo do numero celular. A seguir estda demonstrada a tabela

contendo esses valores.
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TABELA 6: QUANTIFICACAO DAS CELULAS PERTENCENTES A CADA POPULACAO
CELULAR ANALISADA, PRESENTES NO SOBRENADANTE DAS CULTURAS, QUANTIFICADAS
NO CITOMETRO DE FLUXO

48 horas 72 horas 96 horas

M DP M DP M DP
S. Eritrocitica 17,11%* 4,05% 8,72% 218% 11,30%  3,60%
S. Linfocitica 13,43%* 3,09% 8,47% 2,27% 7,40% 3,57%
S. Monocitica 30,00%* 9,61% 9,52% 3,13% 10,52% 2,61%

S. Granulocitica | 10,39%* 6,55% 9,82% 286% 10,81% 4,52%

M — média e DP — desvio padréo *p<0,05 S - série

Apos 48 horas de cultivo havia uma maior quantidade de células no
sobrenadante das culturas, em todas as populagdes analisadas. Essa quantidade
diminuiu significativamente, com o passar do tempo de experimento. Essa
diminuigdo ocorreu, provavelmente, devido a adesao dessas células. No caso da
linhagem monocitica essa adesao foi demonstrada, ja que suas células,
principalmente os macréfagos, fazem parte da populacdo que compde o estroma
medular (ALLEN & DEXTER. 1984) e apresentaram-se bastante aderidas como ja
mostrado nos experimentos anteriores. Outra causa dessa diminuicdo celular nas
outras linhagens €, provavelmente, porque essas células ndo receberam fatores de
crescimento especificos, em quantidades suficientes, para continuarem seu

desenvolvimento e sua manutengdo adequadamente.

5.6 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

TABELA 7: QUANTIFICAC}AO~ DAS CITOCINAS DO SOBRENADANTE DAS CULTURAS
COMPARADA A CURVA PADRAO DO SORO SANGUINEO DE CAMUNDONGOS

TNF-a INF-y IL-5 IL-4 IL-2
SORO 40,00 pg/mL 3,43 pg/mL 5,7 pg/mL ND 3,45 pg/mL
CONTROLE | 37,45 pg/mL 2,8 pg/mL 3,7 pg/mL 4,15 pg/mL 2,325 pg/mL
CANOVA 37,1 pg/mL 2,97 pg/mL  3,5pg/mL 4,025 pg/mL 2,4 pg/mL

As citocinas produzidas pelas células da medula éssea, em cultura, ndo
demonstraram diferengas entre os grupos, sugerindo que o Canova néo esta

alterando a producgao dessas substancias.
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Tanto os valores do sobrenadante das culturas controle como das tratadas
com o Canova sao semelhantes aos valores encontrados no sangue periférico dos
camundongos.

Ainda que detectadas em pequenas quantidades, essas citocinas estado
presentes no sobrenadante das culturas, apdés 96 horas, mesmo sem estimulos
externos, dessa maneira podem estar ajudando na manutengcdo das populagdes

celulares apresentadas, ao longo do desenvolvimento das culturas.
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. CONCLUSOES

A microscopia de luz convencional mostrou que o tratamento com o Canova
aumentou a adesdo e o espraiamento de algumas populagbes medulares,
promovendo a formagao de ninhos celulares sobre a camada aderente;

A microscopia eletrbnica de varredura mostrou que, apdés 72 horas, as células
aderentes tratadas com o Canova alteraram-se qualitativamente, pois
apresentavam morfologia de macréfagos ativados;

A microscopia confocal demonstrou que, apds 12 dias de cultura, havia células
CD11b" e CD11c" aderidas;

A microscopia confocal mostrou que, com essa metodologia, os receptores
CD11b e CD11c possuem um padrao diferente de distribuicdo na superficie: o
CD11b se apresenta em clusters e o CD11c em forma reticular;

A imunofenotipagem demonstrou que o tratamento com o Canova nao interfere
quantitativamente nas populagdes de células presentes no sobrenadante das
culturas de medula 6ssea, no periodo de tempo analisado;

O tempo que essas células permanecem em cultivo altera a quantidade de alguns
desses marcadores, como, CD45R, CD11c, CD3e e TER-119;

Os marcadores CD11b (Mac-1) e Ly-6G (Gr-1) nao alteraram sua expressao ao
longo do desenvolvimento das culturas;

A técnica de cultura liquida de medula éssea utilizada possibilitou a manutencao
das populacdes celulares estudadas;

A quantidade celular das populagdes presentes no sobrenadante das culturas
diminuiu com o passar do tempo de experimento;

O tratamento com o Canova durante 96 horas nio alterou a quantidade de
citocinas presentes no sobrenadante das culturas;

Essa semelhancga entre os tratamentos reforca a idéia de imunomodulagdo do

Canova, uma vez que os camundongos utilizados eram saudaveis.
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CONCLUSAO GERAL

As células aderentes CD11b" da medula 6ssea de camundongos, cultivadas
in vitro, apresentaram morfologia de células ativadas apds o tratamento com o
medicamento Canova. A presenca do medicamento também permitiu a formacao de
ninhos de células sobre a camada aderente, confirmando o efeito funcional do

Canova sobre essas células.
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8. ANEXOS

ANEXO 1: APROVACAO PELA COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CEEA) DO SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS DA UNIVERSIDADE

FEDERAL DO PARANA
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ANEXO 2: ANALISE ESTATISTICA DAS CELULAS ADERENTES DA MEDULA
OSSEA APOS CONTAGEM SOB MICROSCOPIA DE LUZ

CONTAGEM DAS CELULAS ADERENTES SOB MICROSCOPIA DE LUZ

grupo controle M DP grupo Canova M DP
48h | 21 16 33 2333 8,74 37 79 76 64,00 2343
72h | 59 42 50 50,33 850 45 82 84 70,33 21,96
o9%6h | 36 60 37 4433* 1358 77 88 79 81,33* 5,86

# os valores apresentados representam o numero de células e as células quantificadas foram

as que apresentaram morfologia ativada; M — média e DP — desvio padréo

*p<0,05

X1 Média do grupo controle; X, Média do grupo Canova; t tempo; s desvio

padrdo; N numero de repeticdes;

X1=Xo
V' (sX1) +(SXo)

tagh =

8,74
1,73

SX1 = S1

V'N =

= 5,052

X=X,
Visxi) +(sxz)

t7on =

SX1= s 21,96
V'N = 1,73 -12,69

X=X,
\/(sx1 )z+(sx2)z

tosh =

13,58
1,73

SX‘] = St

V'N =

=-7,85

sx desvio padrdo/ Vnumero de repeticoes

tssh = 40,67 - 2,8145 nao significativo

14,45
SX2=SL 23,43
VN - 1,73 - 13,54

tzon= 20 - 1,469 nao significativo

13,61
SX2 = S2. 8,50
V' N - 1,73 - 4,91
tosh= 37 =4,338 significativo*
8,53
SX2 =SL 5,86
V N =173 - 3,39
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ANEXO 3: CITOGRAV

Para a montagem desse aparelho, utilizar papéis filtro, laminas, cilindro de
seringas de 1 ml e clips binder.

+* Retirar um circulo do centro do papel filtro, com furador de papel, e

coloca-lo sobre a lamina;

+* Cortar os cilindros das seringas e alinha-los perpendicularmente a
lamina. Apds, prende-se os cilindros com o auxilio dos clips binder;

R/ . e ~ e
** Adicionar a suspensao celular ao cilindro;

+* Esperar 15 a 20 minutos para a ades&o celular a lamina e desmontar o

sistema;

R/ . ~ ) e
** Fixagao das células com Metanol Merck 95%, até secar, a temperatura

ambiente.

Abaixo esta demonstrada a imagem desse aparelho.




74

ANEXO 4: COLORACAO E MONTAGEM DAS LAMINAS DE CELULAS
ADERENTES E NAO ADERENTES

% Adicdo do corante May-Grunwald - Merck® (0,2% em metanol). Manté-lo
nas laminas por 5 minutos;

% Adicdo de agua destilada. Manté-la na Iamina por 1 minuto. Durante esse
periodo ocorre a mudanca de fase e coloragao das células;

+ Adicao do corante Giemsa, apos sua diluicdo em agua destilada (5:1) e
filtracdo. Manté-lo por 30 minutos nas células do sobrenadante e 3 horas
nas células aderentes;

% Passagem na agua acética 0,01% (ldminas da populagdo celular do
sobrenadante da cultura), para retirar os residuos de corante. Apds esse
procedimento, estdo prontas para visualizagao.

% As laminulas, contendo a populagdo medular aderente, foram lavadas com
agua destilada e desidratadas, passando pela seguinte bateria:
Desidratacao do material:

- acetona 100% Merck®;

- acetona 100% Merck®;

- mistura | (1 xilol : 2 acetona) Merck®;
- mistura Il (1 xilol : 1 acetona) Merck®;
- mistura Il (2 xilol : 1 acetona) Merck®;
- xilol 100% Merck®;

- xilol 100% Merck®;

< Montagem das laminas com resina Entellan®.

OBS: Apos a fixagéo e lavagem, pode-se interromper o procedimento com adi¢ao de

alcool 70% Merck® e armazenamento das laminulas a 4°C.
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ANEXO 5: MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Fixacao com glutaraldeido 2,5% em tampao Cacodilato de Sdédio 0,1M
pH 7,2 por, no minimo, 1 hora. O experimento pode ser interrompido
neste passo;

Lavar as células com tampao Cacodilato de Sdodio 0,1 M pH 7,2, 2
vezes, 10 minutos cada;

Fixacdo com Tetréxido de Osmio 1% em tampao Cacodilato de Sédio
0,1 M pH 7,2, por 30 minutos, no escuro;

Lavagem das células com tampao Cacodilato de Sédio 0,1 M pH 7,2, 2
vezes, 10 minutos cada;

Desidratacdao do material:

- alcool* 50% - 10 minutos;

- alcool 50% - 10 minutos;

- alcool 70% - 10 minutos;

- alcool 70% - 10 minutos;

- alcool 70% - 10 minutos (aqui se pode parar o procedimento);

- alcool 90% - 10 minutos;

- alcool 90% - 10 minutos;

- alcool 100% - 10 minutos;

- alcool 100% - 10 minutos;

- alcool 100% - 10 minutos.

Ponto critico e metalizacdo foram realizados no Centro de Microscopia
Eletronica da UFPR.

OBS*: A desidratacdo foi realizada com alcoois obtidos a partir de alcool Merck®

absoluto.
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ANEXO 6: IMUNOCITOQUIMICA PARA MICROSCOPIA CONFOCAL - CELULAS
ADERENTES

K/
L4

Até a fixagc&o das células, a placa foi mantida sobre o gelo;

Retirar o meio de cultura dos pogos e lavar as células 10 vezes, com
PBS (o PBS foi colocado e, ao mesmo tempo, retirado dos pogos com
o auxilio de duas pipetas de 10 ml);

Bloqueio dos sitios inespecificos das células com uma solugdo de
PBS/BSA (albumina) — Electron Microscopy Sciences (EMS) 1% por 20
minutos;

Lavagem das células com PBS, da maneira ja citada;

Incubacdo com os anticorpos primarios, do sistema Mouse Lineage
Panel, diluidos em PBS/BSA 1%, durante 40 minutos. A concentragao
final dos anticorpos foi de 1ug%;

Lavagem das células com PBS, da maneira ja citada;

Fixacdo das células. Para este procedimento, as laminulas foram
transferidas para uma placa de cultivo nova, para se evitar a presenca
de restos celulares. Antes da transferéncia das laminulas deve se
colocar 500ul de PBS em cada pogo para evitar a secagem do
material;

O PBS foi retirado e adicionado paraformaldeido (PFA) 2% em PBS,
por 30 minutos a temperatura ambiente;

Nova lavagem das células com PBS, da maneira ja citada;

Bloqueio dos radicais aldeidos do PFA, para evitar essa fluorescéncia,
com glicina 0,1M em PBS (300pl por po¢o), por 2 minutos;

Lavar as células com PBS, da maneira ja citada;

Nesta etapa o procedimento pode ser interrompido, desde que as
células sejam mantidas a 4°C e os pogos estejam bem preenchidos
com PBS;

Novo bloqueio dos sitios inespecificos das células com a solugdo de
PBS/BSA 1% por 20 minutos;

Lavar as células com PBS, da maneira ja citada;
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% Incubagdo com o anticorpo anti por¢gdo Fc (Fc block), para evitar
marcagao inespecifica, diluido em PBS/BSA 1%, durante 40 minutos,
na concentragao final de 1ug%;

% Como segundo passo usou-se estreptavidina conjugada com o
fluorocromo ficoeritrina (PE), diluida em PBS/BSA 1%, durante 40
minutos no escuro, na concentragao final de 1ug%. N&o é preciso
efetuar nova lavagem antes deste procedimento (antes da incubacéo, a
solugéo de estreptavidina foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm,
para evitar precipitados);

+ Adicao do corante nuclear DAPI (4,6 — diamidino — 2 — fenilindole,
dihidroxicloride) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) na
concentracdo de 300nM. Este foi mantido nas células por 15 minutos.
Nao é necessario retirar a solucido de estreptavidina para adicionar o
DAPI;

« Lavar as células com PBS, da maneira ja citada, repetindo-se o
procedimento duas vezes;

% Retirar as laminulas da placa de cultivo, mergulhar rapidamente em
agua destilada e efetuar a montagem;

< Montagem das laminas com a resina fluormont-G® diluida em PBS
(2:1). Foi utilizada 10ul da solugdo de fluormont-G/PBS para cada
laminula;

« Ap6s a montagem, as laminulas foram mantidas a 4°C para secagem.

Apos a secagem, as laminulas foram vedadas com esmalte e mantidas

no escuro, a 4°C, até a visualizagdo do material ao microscopio

confocal.

OBS: As células ndo podem secar em nenhum momento do experimento.

*Os anticorpos utilizados nesse trabalho sdo contra antigenos de superficie
que servem como marcadores celulares chamados CDs (agrupamentos de
diferenciagdo) que se referem a moléculas reconhecidas por anticorpos
monoclonais que podem ser usados para identificar linhagens ou estagios de

diferenciagao celular, além de desencadear reacgdes celulares (ABBAS. 2000).
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ANEXO 7: IMUNOCITOQUIMICA PARA IMUNOFENOTIPAGEM - CELULAS NAO
ADERENTES

Centrifugagao do sobrenadante da cultura a 2.800 rpm por 3 minutos;
Sobrenadante desprezado e fixacdo do sedimento com 1 ml de
paraformaldeido (EMS) 1%, por 1 hora;

Centrifugagao das células fixadas a 2.800 rpm por 3 minutos;
Sobrenadante desprezado;

Lavagem com PBS através de centrifugagcdo a 2.800 rpm por 3
minutos;

Concentracdo celular ajustada para 10°. Essa quantidade foi colocada
em tubos tipo eppendorfs® separados, ja que cada aliquota celular
recebeu apenas um dos anticorpos utilizados, para tornar possivel a
analise individual;

Adicdo de 100pyl de PBS e 1ul de cada anticorpo primario
(concentragao final do anticorpo 0,5ug%). Todos os anticorpos
utilizados séo biotinilados;

Incubagéo por 40 minutos a temperatura ambiente sobre a bancada;
Centrifugagao dos tubos a 2.500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
desprezado;

Adigado de 100ul de PBS e 1ul de estreptavidina conjugado com o
fluorocromo ficoeritrina, em cada tubo (concentracdo final da
estreptavidina 0,5ug%);

Incubacdo por 30 minutos, no escuro a temperatura ambiente;
Centrifugagao dos tubos e sobrenadante desprezado;

Lavagem das células com 100ul de PBS;

Centrifugagao das células e sobrenadante descartado;

Adigao, a cada tubo, de 800ul de PBS para a leitura no citdmetro de
fluxo;

Foram usados mais dois tubos, um contendo apenas células e outro
apresentando células e estreptavidina apenas, ambos para calibrar o
aparelho e funcionam como controle da autofluorescéncia celular;

Analise no citdbmetro de fluxo FACSCalibur.
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ANEXO 8: IMUNOCITOQUIMICA PARA QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Sobrenadante celular retirado e centrifugado, para que as células
presentes fossem discriminadas;

Separagao da aliquota (50pul) de cada solugéo de sobrenadante; .
Adigdo, em unico tubo, de 2,5yl de cada anticorpo conjugado com
particula fluorescente (bead) (as solugdes dos anticorpos devem ser
vortexadas antes da utilizagdo). Os beads conjugados a cada
anticorpo, apresentam fluorescéncias diferentes;

Distribuicdo dessa solugdo em dois tubos separados e adigdao dos
sobrenadantes;

Adicdo do mouse Thl/Th2 PE detection reagent (anticorpos,
especificos para cada citocina, acoplados ao fluorocromo ficoeritrina -
PE);

Incubacgao por 3 horas, a temperatura ambiente, no escuro;

Adigao, a cada tubo, de 100ul de wash buffer (solucdo de lavagem e
leitura);

Centrifugagao a 1.300 rpm por 5 minutos;

Sobrenadante descartado e nova adigao de 200ul de wash buffer;
Solugdo homogeneizada e vortexada;

Analise no citometro de fluxo FACSCalibur.
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ANEXO 9: TABELAS ESTATISTICAS DOS EXPERIMENTOS DE
IMUNOFENOTIPAGEM

TABELA 1: MARCADOR CD45R

F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 242,486 3,14 significativo *
CANOVA (A) 1 1,422 0,018 nao significativo
TEMPO (B) 2 416,99 5,398 significativo *
INTERACAO AXB 2 188,514 2,44 nao significativo
RESIDUO 18 77,249
TOTAL 23
*p<0,01; *p<0,05 C.V.=13,23%

GL: grau de liberdade; QM: quadrado médio
Teste de Tukey:

A5%: q VQMETr
g: valor da tabela resultante do encontro entre o numero de graus de liberdade do
residuo e o numero de tratamentos, que, nesse caso séo 2.
QME: Quadrado Médio do Erro (do residuo)
r: numero de repeticbes. Este valor, nesse caso, € 8 porque se somou as 4
repeticdes do controle com as do Canova, ja que nado houve diferenca significativa
entre os grupos e sim entre os tempos de experimento.
A5%: 2,97. 3,11 =9,23
48 horas: 72,99
72 horas: 58,69
96 horas: 67,59

A analise estatistica inicial fornece a informacdo de que a quantidade de
marcador entre os tempos de cultura esta diferente, mas para saber qual dos tempos
apresentou diferenga usou-se o teste de Tukey e, esse teste indicou que o tempo de

72 horas apresentou valores diferentes dos demais.
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TABELA 2: MARCADOR CD11b (Mac-1)

F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 13,12933 0,1571 nao significativo
CANOVA (A) 1 20,59054 0,2464 nao significativo
TEMPO (B) 2 8,425162 0,1008 nao significativo
INTERACAO AXB 2 14,10289 0,1688 nao significativo
RESIDUO 18 83,56186
TOTAL 23
*p<0,01; *p<0,05 C.V.=13,94%

TABELA 3: MARCADOR CD11c

F.vV GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 173,96 1,895 nao significativo
CANOVA (A) 1 0,0319 0,0004 nao significativo
TEMPO (B) 2 403,075 4,391 significativo *
INTERACAO AXB 2 31,8 0,346 nao significativo
RESIDUO 18 91,80
TOTAL 23
*p<0,01; *p<0,05 C.V.=35,43%

O teste de Tukey indicou que o tempo de 72 horas apresentou valores

diferentes dos demais.

TABELA 4: MARCADOR CD3e

F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 334,031 3,945 significativo *
CANOVA (A) 1 84,414 0,997 nao significativo
TEMPO (B) 2 729,371 8,614 significativo **
INTERACAO AXB 2 63,498 0,75 nao significativo
RESIDUO 18 84,669
TOTAL 23

*p<0,01; *p<0,05 CV.=1417%
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O teste de Tukey indicou que, para o marcador CD3e, o tempo de 72 horas

apresentou valores diferentes dos demais.

TABELA 5: MARCADOR Ly-6G (Gr-1)

F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 136,154 1,409 nao significativo
CANOVA (A) 11,69 0,121 nao significativo
TEMPO (B) 325,93 3,37 nao significativo
INTERACAO AXB 8,71 0,090 nao significativo
RESIDUO 18 96,65
TOTAL 23
*p<0,01; *p<0,05 C.V.=16,9%
TABELA 6: MARCADOR TER-119 (Ly-76)
F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 1281,01 34,04 significativo **
CANOVA (A) 28,974 0,77 nao significativo
TEMPO (B) 3055,215 81,19 significativo **
INTERACAO AXB 132,823 3,53 nao significativo
RESIDUO 18 37,63
TOTAL 23

**p<0,01; *p<0,05

O teste de Tukey indicou

diferentes dos demais.

C.V.=12,86%

que o tempo de 48 horas apresentou valores
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ANEXO 10: TABELAS ESTATISTICAS DA QUANTIFICACAO CELULAR PARA
AS POPULACOES ANALISADAS

TABELA 1: SERIE ERITROCITICA

F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 63,63 5,298 significativo **
CANOVA (A) 1 16,60 1,38 ndo significativo
TEMPO (B) 2 147,79 12,305 significativo **
INTERACAO AXB 2 2,982 0,248 nao significativo
RESIDUO 18 12,01
TOTAL 23
*p<0,01; *p<0,05 C.V.=28%

A analise estatistica inicial fornece a informacdo de que a quantidade de
células entre os tempos de cultura esta diferente, mas para saber qual dos tempos
apresentou diferenga usou-se o teste de Tukey e, este teste indicou que o tempo de
48 horas apresentou valores maiores e diferentes estatisticamente dos demais.
Logo, existe um maior numero de células da linhagem eritrocitica no sobrenadante
da cultura, nesse tempo de experimento. Os tempos de 72 e 96 horas de cultura
apresentaram menor quantidade desse tipo celular sendo que esses valores séo

iguais estatisticamente.

TABELA 2: SERIE LINFOCITICA

F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 44,088 5,759 significativo**
CANOVA (A) 1 14,08 1,839 nao significativo
TEMPO (B) 2 82,95 10,836 significativo**
INTERACAO AXB 2 20,23 2,643 nao significativo
RESIDUO 18 7,655
TOTAL 23

*p<0,01; *p<0,05 C.V.=28%
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O teste de Tukey indicou que o tempo de 48 horas apresentou valores

maiores e diferentes estatisticamente dos demais. Logo, existe um maior numero de

células da linhagem linfocitica no sobrenadante da cultura, nesse tempo de

experimento. Os tempos de 72 e 96 horas de cultura apresentaram menor

quantidade desse tipo celular sendo que esses valores sdo iguais estatisticamente.

TABELA 3: SERIE MONOCITICA

F.vV GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 434,746 10,839 significativo**
CANOVA (A) 1 11,716 0,292 nao significativo
TEMPO (B) 2 1066,31 26,586 significativo **
INTERACAO AXB 2 14,697 0,366 nao significativo
RESIDUO 18 40,108
TOTAL 23

**p<0,01; *p<0,05

C.V.=38%

O teste de Tukey indicou que existem mais células da linhagem monocitica,

no sobrenadante da cultura, apos 48 horas, e esses valores sédo estatisticamente

diferentes do tempo de 72 horas. Esse teste ndo indicou diferenca significativa entre

os tempos 48 e 96 horas, mesmo os valores estando diferentes, isso acontece

devido a alta rigidez desse teste. Os valores do tempo de 72 horas apresentaram-se

estatisticamente semelhantes aos do tempo de 96 horas.

TABELA 4: SERIE GRANULOCITICA

F.V GL QM F-teste SIGNIFICANCIA
TRATAMENTOS 5 88,078 3,6868 significativo *
CANOVA (A) 1 5,839 0,244 nao significativo
TEMPO (B) 2 185,01 7,744 significativo **
INTERACAO AXB 2 32,2645 1,3505 nao significativo
RESIDUO 18 23,89
TOTAL 23

**p<0,01; *p<0,05

C.V.=34%
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O teste de Tukey indicou que o tempo de 48 horas apresentou valores
maiores e diferentes estatisticamente dos demais. Logo, existe um maior numero de
células da linhagem granulocitica no sobrenadante da cultura, nesse tempo de
experimento. Os tempos de 72 e 96 horas de cultura apresentaram menor

quantidade desse tipo celular sendo que esses valores sdo iguais estatisticamente.
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ANEXO 11: SOLUCOES UTILIZADAS

PBS

8 g de cloreto de sddio (NaCl)

0,2 g de cloreto de potassio (KCI)

1,44 g de fosfato de sodio (Na;HPO,)

0,24 g de fosfato de potassio (KH2POy)
800 ml de agua destilada

Completar com agua destilada até 1000 ml

Ajustar o pH para 7,4

Todos os sais utilizados sdo da Electron Microscopy Sciences (EMS®)

Bouin

Bouin’s Fixative
Fort Washington
Cat. 15990-04
Marca: EMS®

Giemsa

1 ml do corante
5 ml de agua destilada
Filtrar a solugdo com papel filtro

Marca: Pro Cito®
May Grunwald
2% em metanol Merck® (2 mg do corante em 100 ml de metanol absoluto), se

necessario, esquentar a solugao para facilitar a dissolugao do corante

Marca: Merck®



