UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA
CELULAR

ACAO DO METABOLITO SECUNDARIO 5-HIDROXI-2-HIDROXIMETIL GAMA-
PIRONA ISOLADO DE FUNGOS DO GENERO ASPERGILLUS SOBRE MONOCI-
TOS HUMANGOS IN VITRO.

JOSINEIDE PANTOJA DA COSTA

Bidloga

BELEM-PARA-BRASIL
2012



ACAO DO METABOLITO SECUNDARIO 5-HIDROXI-2-HIDROXIMETIL GAMA-
PIRONA ISOLADO DE FUNGOS DO GENERO ASPERGILLUS SOBRE MONOCI-
TOS HUMANGOS IN VITRO.

JOSINEIDE PANTOJA DA COSTA

Dissertacdo de Mestrado apresentada no Progra-
ma de Pds-Graduagdo em Neurociéncias e Biolo-
gia Celular, Curso de Mestrado, no Instituto de
Ciéncias Bioldgicas.

Profd. Dr. Edilene Oliveira da Silva- Orientadora

BELEM-PARA-BRASIL
2012



ACAO DO METABOLITO SECUNDARIO 5-HIDROXI-2-HIDROXIMETIL GAMA-
PIRONA ISOLADO DE FUNGOS DO GENERO ASPERGILLUS SOBRE MONOCI-
TOS HUMANGOS IN VITRO.

Por

JOSINEIDE PANTOJA DA COSTA

Orientadora: Prof2 Dr. Edilene Oliveira da Silva
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFPA

Dissertagdo de Mestrado apresentada no Pro-
grama de Pos-Graduacdo em Neurociéncias e
Biologia Celular, Curso de Mestrado, no Insti-
tuto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Fe-
deral do Par4, sob avaliacdo da seguinte banca:

Membro: Prof. Dr. José Antbnio Picanco Diniz.

Instituto Evandro Chagas-IEC

Membro: Prof. Dr. Renato Augusto DaMatta.
Universidade Estadual do Norte Fluminense-UENF

Suplente: Prof. Dr. José Luis Martins do Nascimento.

Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, UFPA

Belém- PARA 15 de junho de 2012.



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Parasitologia e de Biologia Estrutural
(LBE) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, em colaboracdo com o Laboratdrio de Planeja-
mento e Desenvolvimento de Farmacos do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais, ambos na
Universidade Federal do Para, com suporte financeiro das seguintes agéncias: Conselho Na-
cional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), e do Projeto de Cooperagéao
Interinstitucional em Neurociéncias e Biologia Celular em Modelos Experimentais de Inte-
resse na Regido Amazénica e Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Biologia Estru-
tural e Bioimagem — Instituto do Milénio (INCTBEB de Biologia).



“A coisa mais perfeita que podemos experimentar € o misterioso. E a fonte
de toda arte e de toda ciéncia verdadeira”.
(Albert Einstein)



Ao maravilhoso e glorioso DEUS, que foi minha grande fortaleza
nessa grande jornada.
A0 meu esposo Hélio Jr, por todo amor e compreensdo durante 0s
anos em que me ausentei.
A minha mae por todo apoio e carinho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu maravilhoso e misericordioso Deus, que me ensinou durante toda
minha jornada de mestranda que os percalgos e obstaculos que a vida nos impde, nos mostram
0 quanto somos fortes e capazes de chegar onde queremos, quando acreditamos que PODE-
MOS! Amo-te meu Senhor, tu és minha fortaleza!

Ao meu esposo Hélio Jr, meu grande amor, pelo carinho, dedicacéo, e pela imensura-
vel compreensdo que vocé teve comigo durante esses dois anos de grande auséncia. Todas as
vezes que entrava no Gnibus e via seu rosto entristecido por me ver partir rumo a Belém, meu
coracao apertava e acompanhava seu sofrimento. Muito obrigada meu amor, por ser esse ho-
mem tdo maravilhoso.

Aos meus queridos pais Fatima e Jodo, que se enchem de orgulho da filha que de ori-
gem humilde, conseguiu alcancar seus maiores sonhos e VENCER na vida!l

A minha sogra e segunda mae Irene, por todo carinho, apoio, forca e pela sua grande
fé¢ de que no final como vocé sempre dizia “tudo daria certo”. Agradego imensamente tudo o
que vocé fez por mim!

Aos meus amados sobrinhos Mayra, Marcos, Emmilly, Jhon, Jully e Amanda, que
sempre me trouxeram muita alegria, principalmente nos momentos mais dificeis!

A minha orientadora Dr? Edilene pela oportunidade que me concedeu aceitando-me
como sua aluna e como integrante de seu grupo de pesquisa. Obrigada professora por ter a-
creditado em mim!

Ao professor José Luiz, por todo apoio que me concedeu no decorrer de minha pesqui-
sa.

Ao HEMOPA e a todos os doadores de sangue. VVocés foram de fundamental importan-
cia para que fosse possivel a realizacdo desta pesquisal

Ao Laboratorio de Planejamento e Desenvolvimento de Farmacos, por fornecer o me-
tabolito utilizado neste estudo.

A Paula Frade e Bruno Martins, pelas incontaveis contribuicbes nos experimentos,
gréficos, pranchas, enfim, por toda ajuda que me forneceram em minha pesquisa e por me
confortarem em meus varios momentos de desespero! Jamais esquecerei todo tempo que vo-
Ccés dedicaram a mim e ao meu trabalho!

A Raquel Raick e Amanda Hage por todos 0s ensinamentos nos experimentos, e princi-
palmente pela grande amizade que construimos. N&o sei se teria conseguido finalizar minha

jornada sem o apoio de vocés. Vou carregar VOCES sempre em meu coracao!



Aos meus queridos colegas Rodrigo, Caroline, Camila, Jorge e Davi por todos os mo-
mentos de atencdo e descontragdo ao longo dos dois anos que passei com VOCEs.

A Ana Paula, que por toda ajuda nos experimentos e orientacdo em minhas intermina-
veis duvidas! Obrigada por todo tempo que vocé dedicou ao meu trabalho, até mesmo nos
momentos mais inusitados, como quando vocé estava no topo do vulcédo no Chile!

Ao Luis Henrique, que foi a primeira pessoa de nosso grupo que conheci. Obrigada por
toda ajuda que vocé me forneceu até mesmo nos finais de semana.

A Fernanda do LBE por todo apoio que me forneceu ao longo deste trabalho com mi-
nhas inimeras amostras para Microscopia Eletronica de Transmisséo!

A Neidiane do Laborat6rio de Neuroquimica, por todas as vezes que me ajudou com seu
jeitinho brasileiro de ser!

Ao professor Chubert pela disponibilidade e auxilio em meus momentos de duvida.

Ao Heyder por toda ajuda que me prestou na microscopia eletronica.

A professora Suzane do Laboratdrio de Citogenética pela ajuda fornecida na obtencéo
das imagens de imunofluorescéncia.

Aos meus amigos do Colégio MAC, em especial ao meu grande amigo e chefe Felipe,
por toda paciéncia ao longo do meu curso.

Aos meus queridos alunos, que sempre torceram pelo meu sucesso.

A todos que de alguma forma contribuiram com essa grande conquista!






SUMARIO

LISTA DE TABELAS E FIGURAS
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

RESUMO
ABSTRACT

1 INTRODUGAO . ......ooiieieeeteetee et tes ettt sttt enaanes 1
1.1 SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR ......cocoooietieeeieeeeeeeere e 2
L.11 Origem € ifErENCIAGAD ......coveivitiititeiei ettt ettt bbbt sttt b e bbbt bt b b es e se e b et st et ene e e e 2
1.1.2 IMONOGCITOS NUMANOS. ......cuiiiiiiteieiisiie ettt bbbt r bbb nr s 6
0 T | o 0 7T o 13O SO P 9
1.1.4  CAIUIAS HENAITHICAS. .....civeviiiiriis et et 11
1.2 5-HIDROXI-2-HIDROXIMETIL-y-PIRONA (HMP).....ooiiiiiiiiiiiieieiee e 12
2 JUST IFICATIV A et r e ne e e s 15
3 OBUJIETIVOS... ..t ettt b et e et e s bb e e b e e et e sbe e s beenaeeanes 16
3.1 ODJELIVO GBIAL. ...t 16
3.2 ODJEtiVOS BSPECITICOS. . .cveiiiiiiiite ettt ettt et e te e e s reetesneesraeeeas 16
4 MATERIAL E METODOS........c.ooiieieiieeeeieeesese et ses s sesassssssessesssse s 17
4.1 OBTEN(;AO E CULTIVO DE CELULAS HUMANAS MONONUCLEARES............... 17
4.2 OBTEN(;AO DO METABOLITO HMP.......oiiiieeeeeeeeee e eees et 18
4.3 DILUICAO DO HMP........cooveeieeeretieeeeeese et ses s senae s st sans s sssn s senasnensnes 19
4.4 TRATAMENTO DOS MONOCITOS COM HMP........oooveiieerriirereesieseseeesseeeissn s, 19
4.5 AVALIAQAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS TRATADAS COM HMP..................... 19
451  Metodo dO ThIQZOIYI BIUE........ccoiiiiiieiiiieeccs s e ere et r et 19
45.2 Deteccdo do Potencial da Membrana Mitocondrial A¥M (JCL)......cccverriineineiniine e 20
453  Teste do VErmMEIN0 NEULIO (VN ..o oottt bttt et es bt n s s e neans 20
N v U | o (I I - OO OO P PRSPPI 21

4.6 ANALISE DA MORFOLOGIA DE MONOCITOS TRATADOS COM HMP..........c..ccoeve... 22
4.6.1  MICrOSCOPIA OPLICA......cvuvivirerisciseiis sttt bbbt 22

4.6.2 Microscopia Optica de fluorescéncia-avaliacdo da expressdo de proteina de superficie especificas de ma-
o o] £=To oL (£ ) TSP 22



4.6.3
4.6.4
4.6.5

4.7

511

512
5.1.3
514

515

5.2

521
5.2.2
5.2.3
5.3
5.4
5.5

Microscopia EIStrONiCa de VarT@UUIE. .........cooeriiieiireiie ittt bbb st sb e eb e 23

Microscopia Eletronica de TranSmiSSA0 (IMET).....ciiviiieiieiiieiesisiesieseseeeste et e e te s saes s eraesaenenaesesneenens 23
IMOFTOMBIIIAL ...t 24
ANALISE ESTATISTICA. ..ottt 24
RESULTADOS ...ttt ettt ne e e e re e e e ne e nn e 25
VIABILIDADE CELULAR. ... .ottt 25
L] (T TR T E= V4o 3B 01U 1=K (I SRS 25
Deteccéo de Potencial Da Membrana Mitocondrial- Aym (JCL).......cccoeiriirniniiieinieineeene e 26
F AT I L= I T o TS SS 29
Teste dO VErmelnO NEUIO. ..ot £ ennee s 30

ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA OPTICA (MO), MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E MICROSCOPIA ELETRONICA DE

TRANSMISSAO (MET).....oiovieeeeeeeeeeeeese e see s aesies s eses s s s ases s 31
IMlICTOSCOPIA OPLICA. ..vvvvveeveeeseeseseese sttt st 31
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)........ccocciiiiiiiiiin e s 34
Microscopia Eletronica de TransmiSSA0 (IMET).......cciiiiiiiiiiieee e st 41
MICROSCOPIA OPTICA DE FLOURESCENCIA.........oiveveeeeeeeeseeeeseeeres oo, 48
ANALISE DE AREA CELULAR (MORFOMETRIA).......oooiivieireiesiieeeeeevesiensserissessnes 55
QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA F4/80 POR IMUNOFLUORES-

CENCIA .t 56
DISCUSSAD ...ttt 57
CONCLUSOES. ....couciimirmieieeiseessesise st 61

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oo oo e ee s en e 62






Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

LISTA DE TABELAS E FIGURAS

Diferenciacdo das células hematOpOIELICaS..........cueiveiieieiieie e
Origem de macrofagos a partir de células HSC na medula O0s-
LT SRS

Subclasses de mondcitos humanos mostrando expresséo diferencial de receptores CD14
B CDLB. ittt bt R Rt r et b eebe st e enenre e
Desenho esquematico da agdo da enzima iNOS............cce i
Estrutura qUIMICa dO HMP.........c.ooiii et
Esquema ilustrativo da separacdo de mondcitos a partir de concentrado de leucoci-

Anadlise da viabilidade celular pelo método MTT em mondcitos tratados com 0 HMP nas
concentracdes de 50 a 100 UG/ML POF 24, 48 € T2.......occveceieeiieie et
Anélise da viabilidade celular pelo método JC-1 em mondcitos tratados com o HMP por
24, 48 e 72h nas concentragdes de 50 € 100 pG/ML......coiiiiiiiiiiinieeee e
Viabilidade celular através do teste de exclusdo Azul de tripan de mondcitos tratados
COM O HMP dUrant 24 , 48 € T2N.....ccoceeiiii ettt
Viabilidade celular através do método VN de mondcitos tratados com o HMP durante
Ot B T - L
Alteracdes morfologicas em mondcitos tratados com 50 e 100pg/mL de HMP por 24, 48

Microscopia Eletronica de Varredura de mondcitos humanos cultivados por 24h com
50pg/mL € 100G/ ML
Microscopia Eletrénica de Varredura de mondcitos humanos cultivados por 48h com
50pg/ML € TOOE/ML....ciiiiiiiiiiic e
Microscopia Eletronica de Varredura de monocitos humanos tratados por 72 horas com
50pug/mL e 100pg/mL de HMP........ooiii e
AlteracGes ultraestruturais de mondcitos tratados com HMP por 24h e observados atra-
VES U8 IMIET .ottt ettt et ettt et e et e e s e s teesteeneenteenbeaneenreeneeenee e
Alteracdes ultraestruturais de monocitos tratados com HMP por 48 h e observados atra-
VES 08 IMET ..ttt bbbt e e bt e st e e et e e neeebenaeereene e
AlteracGes ultraestruturais de monadcitos tratados com HMP por 72 h e observados atra-
1YL= TS0 T Y SR

11
12

17

25

28

29

30

33

36

38

40

43

45



Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Detec¢do da expressdo da proteina F4/80 em mondcitos estimulados com M-CFS e ma-
CrOTAQgOS PEIITONEAIS. .....iviiiieiiiteiee ettt bbbt e e ebe e
Deteccdo da expressao da proteina F4/80 em mondcitos tratados com 50 (b1-b3) e 100
HG/ML de HIMP POF 48h......eeeiicie sttt re e enes
Detecgdo da expressdo da proteina F4/80 em mondcitos tratados com 50 e 100 pg/mL
A8 HIMP POT 72Nttt n bbb
Medida da area citoplasmatica de mondcitos tratados com HMP por 24, 48 e 72h, nas
concentragdes de 50 € 100 L/ML ....ocvviiiiiiiiiii
Quantificacdo da expressao de proteinas de superficie em mondcitos tratados com HMP
por 48 & 72N, 50 € 100 LG/ML...c..oiiiiiiieiieiei e

50

52

54

55



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS
°C — Graus Celsius

pg/mL — Microgramas por mililitros

pL — Microlitros

BSA — Bovina serum albumin

DAPI — Diamino fenilindole

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO - Dimetilsuféxido

H,0, — Perdxido de hidrogénio

IL — Interleucina

INF-y — Interferon —y

iNOS — Oxido nitrico sintase induzida

MET — Microscopia Eletronica de Transmissédo
MEYV — Microscopia Eletronica de Varredura
mg/mL — Miligramas por mililitros

MTT — Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide

M — Molar

MHC- complexo total de histocompatibilidade
HMP-5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona
VN-Vermelho neutro

PBMC-Células mononucleares do sangue periférico
AYM: Potencial de membrana mitocondrial

NO — Oxido nitrico

OH’— Radical hidroxila

TNF-a — Fator de necrose tumoral

NH,CI — Cloreto de amonio

SBF — Soro bovino fetal

SOD - Superoxido dismutase



PBS — Sigla inglesa para tampéo fosfato salino

APC-Células apresentadoras de antigenos

CTH-células tronco hematopoiéticas

ROS - Radicais de oxigénio

INF-y — Interferon —y

NADPH- nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase hidrogenase.
PE- Ficoeritrina

HSC-Células progenitoras hematopoéticas pluripotentes
CLP-Ceélulas progenitoras linfoides

CMP-Celulas progenitoras mieloides

GM-CFU- unidade formadora de colonia de granulécitos/macréfagos

M-CFU-unidade formadora de coldnia de macréfagos.



RESUMO

O 5-hidroxi-2-hidroximetil-gama-pirona (HMP) é um metabodlito secundério sintetizado
por algumas espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium  Acetobac-
ter. O HMP tem varias aplicacdes, sendo utilizado como antioxidante, inibidor da tirosinase,
agente protetor contra aradiacdo e antitumoral. Recentemente, foi também demonstrado
que esse metabolito atua como ativador de macrdfagos. No entanto, o efeito do HMP em mo-
nocitos humanos é desconhecido. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
de HMP sobre a viabilidade e diferenciacdo celular de mondcitos do sangue humano in vi-
tro. Leucdcitos humanos do sangue periférico foram obtidosa partir de bolsas de san-
gue doadas pela Fundacdo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para (HEMOPA). O
isolamento das células foi realizado por meio de gradiente de densidade com Histopaque
®1077. Os mondcitos foram tratados durante 24, 48 e 72 horascom50e 100 pg /mL
de HMP. A andlise ultraestrutural dos mondcitos tratados revelou que essas celulas apresen-
tam maior espraiamento, elevado niumero de projecGes citoplasmaticas e vacuolos, caracteris-
ticas que sdo frequentemente observadas em células ativadas. A analise da expressao
da proteina de superficie especifica para macrofago (F4/80) por imunofluorescéncia, de-
monstrou que os mondcitos humanos tratados com 50 e 100 pg / mL de HMP por 48 ¢e 72
horas, mostrou um padréo de expressdo semelhante ao verificado em macréfagos humanos
originados de monacitos tratados com o M-CFS. Os testes de viabilidade utilizados (Método
thiazolyl blue, Potencial de membrana mitocondrial, Vermelho Neutro e Azul de Tripan)
mostraram que 0 HMP ndo tem nenhum efeito citotdxico em mondcitos humanos quando tra-
tados com 50 e 100 pg/ mL do bioproduto. Estes resultados demonstram um novo papel pa-
ra HMP como um agente imunomodulador, induzindo a diferenciacdo de mondcitos em ma-

créfagos.

Palavras-chave: Mondcitos humanos, bioproduto, imunomodulador, diferenciagdo celular.



ABSTRACT

The 5-hydroxy-2- hydroxymethyl-gamma-pyrone (HMP) is a secondary metabolite synthe-
sized by some species of fungi from Aspergillus, Penicillium and Acetobacter genera. The
HMP has several applications, being used as antioxidant, tyrosinase inhibitor, protective agent
against radiation and antitumor. Recently, it was also shown that this metabolite acts as a
macrophage activator. However, the effect of HMP in human monocytes is unknown. Thus,
the aim of this study was to evaluate the effects of HMP on the cell viability and differentia-
tion of human blood monocytes in vitro. Human peripheral leucocytes were obtained from
blood bag donated from Fundation Hemocenter of Para State. Cell isolation was performed
using HISTOPAQUE® 1077-density-gradient. Monocytes were treated for 24, 48 and 72
hours with 50 and 100 ug/mL of HMP. The ultrastructural analysis of treated monocytes
showed spreading ability, high number of cytoplasmatic projections and vacuoles, features
that are often observed in activating cells. Immunofluorescence analysis of the expression
of surface protein specific for the macrophage (F4/80), demonstrated that human monocytes
treated with 50 and 100 pg/mL for 48 and 72 h showed the similar pattern of expression of
proteins to that of human monocytes differentiated by macrophage colony-stimulating factor
(M-CFS). The viability test used showed that HMP has no citotoxicity effect on human mon-
ocytes when treated with 50 and 100 ug/mL of HMP. These results demonstrate a new role
for HMP as an immunomodulator agent, inducing the differentiation of monocytes into mac-

rophages.

Keywords: Human monocytes, bioproduct, immunomodulator, cell differentiation.



1- INTRODUCAO

Leucdcitos sao um conjunto de células heterogéneas do sistema circulatorio, que atu-
am na imunidade do organismo, predominantemente nos tecidos (MOSSER & EDWARDS,
2008). Mondcitos sdo leucdcitos observados somente na circulagdo (PUKA et al.,2005). Séo
consideradas eficientes células efetoras da resposta inflamatdria contra patégenos (SAHA
& GEISSMANN, 2011). Nas respostas contra patdgenos, estas células recebem sinalizacédo
por meio da acdo de citocinas e quimiocinas, migram para os tecidos onde séo capazes de
promover a morte de microorganismos invasores atraves de varias fungdes como fagocitose,
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO), mieloperoxidase e cito-
cinas inflamatdrias (SERBINA et al., 2008; ECKER et al., 2010). Juntamente com 0s neutro-
filos, mondcitos/macréfagos sdo considerados células fagociticas profissionais, capazes de
destruir e fagocitar agentes infecciosos. S&o células essenciais para imunidade, absolutamente
necessarias para construir e modular a resposta inata (KANTARI et al., 2008).

Monacitos representam um grande grupo de células precursoras circulantes do sangue,
gue podem diferenciar-se em macrofagos ou células dendriticas, sendo portanto células fun-
damentais na resposta imune (CHOMARAT et al.,2000). S&o células com consideravel plas-
ticidade, podendo assumir fenétipos variados de acordo com os estimulos gerados pelo ambi-
ente (CHOMARAT et al., 2000; STRAUSS-AYALI et al.,, 2007; DAIGNEAULT et al.,
2010).

A diferenciacdo de mondcitos em macréfagos ou células dendriticas € dependente da
acdo de citocinas especificas, que regulam o metabolismo da célula e definem seu fenotipo.
Para que ocorra diferenciacdo em macrdfago, mondcitos sofrem acdo das citocinas M-CFS
(Fator estimulador de colénia de macréfago) e IL-6, enquanto que na diferenciacdo em células
dendriticas, mondcitos recebem acdo das citocinas GM-CFS (Fator estimulador de col6nia de
granulécitos e macrofagos) e IL-4 (CHOMARAT et al.,2000; CESAR et al.,2008; POLAN-
CECetal.,2012).

Na literatura ha varios estudos demonstrando a atuacdo da atividade de drogas e bio-
produtos sobre células do sistema fagocitico, a fim de promover ativagéo celular para atuacéo
no combate a patdgenos (LOPES, et al., 2006). Recentemente, alguns estudos tém demonstra-
do que o medicamento homeopatico ®Canova tem acdo similar as citocinas na diferenciacéo
celular. Esses estudos mostraram que a ®Canova induz a diferenciacdo de células mononu-

cleares em camundongos e seres humanos, na auséncia de citocinas estimulatorias (SMIT et



al., 2008; CESAR et al., 2008) além de estimular a diferenciacdo de células progenitoras ori-
ginadas da medula 6ssea (ABUD et al., 2006).

1.1- SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR

1.1.1- Origem e diferenciacao

O sistema fagocitico mononuclear consiste em um grupo celular de origem medular
mieldide, que circula no sangue (mondcitos) ou preenchem os tecidos (macréfagos), sendo
originados pelo processo de hematopoiese (PUKA et al.,2005; GEISSMANN et al., 2010).
Na vida adulta, a medula 6ssea € o local de geracdo de todas as células sanguineas circulantes,
(CESAR et al., 2008) embora o figado e 0 baco possam ser recrutados como sitios de hema-
topoiese em situacdes emergenciais (PUKA et al.,2005). Essas células tém origem comum,
porém em funcdo de estimulos, tornam-se morfologicamente e funcionalmente distintas
(GEISSMANN et al., 2010). Sao formadas a partir de células tronco hematopoiéticas (CTH),
celulas indiferenciadas presentes na medula e com alta capacidade de proliferacéo e diferenci-
acdo (YONA & JUNG, 2010). As CTH originam células progenitoras hematopoiéticas pluri-
potentes (HSC) por meio da acdo de citocinas, como os fatores estimuladores de colbnias
(CSF- produzidas por células estromais, macréfagos da medula, macréfagos ativados e linfo-
citos T). Assim, as HSC sdo estimuladas a sofrer maturacao/diferenciacao, originando as li-
nhagens celulares sanguineas (CESAR et al., 2008; MOSSER & EDWARDS, 2008). Dessa
forma, sob estimulo de citocinas estimulatdrias (fator estimulador de granulécitos/macréfago
(GM-CSF), fator estimulador de macrofagos (M-CSF e IL-3), as células HSC sofrem matura-
cao/diferenciacdo, originando as progenitoras linféides (CLP) e mieldides (CMP). A linhagem
linfoide originara linfécitos T, B, natural killeres e células dendriticas, enquanto que a linha-
gem mieldide, resultard em mondcitos/macréfagos, células dendriticas, granulécitos, eritroci-
tos e megacaridcitos (PUKA et al., 2005; CESAR et al.,2008; MOSSER & EDWARDS,
2008; HEINSBROEK & GORDON, 2009; NAKAJIMA , 2011) (Figura 1).
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Fonte: http://www.nih.gov/news/stemcell/scireport.ntm (modificado).
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Na maturagdo dos macrofagos, células HSC evoluem até o estagio de pré-mondcito
na medula (Figura 2A). Sob estimulo do meio migram para a corrente sanguinea, onde ama-
durecem formando os mondcitos. Dependendo do estimulo recebido, essas células migram
para tecidos diferentes, onde sofrerdo diferenciagdo em macréfagos com morfologia e fisiolo-
gia caracteristica de cada tecido, formando-se assim um espectro de fenotipos diferentes
(MOSSER & EDWARDS, 2008) (Figura 2B). Em condicGes inflamatdrias cronicas, incluin-
do a sarcoidose e a tuberculose, mondcitos podem ainda se fundir para formar células gigantes
(DALE et al., 2008).

Além da origem, macrofagos e células dendriticas apresentam similaridades no pro-
cesso de diferenciacéo, pois essas duas células sdo formadas a partir de mondcitos (HUME et
al., 2002; PUKA et al., 2005; KATOH et al., 2006; CESAR et al., 2008; SMIT et al., 2008;
GEISSMANN et al., 2010; YONA & JUNG, 2010). Apos sua formagdo na medula, os mono-
citos sdo direcionados a circulagdo sanguinea, onde se mantém por cerca de um a trés dias
(GUIMARAES & DA GAMA, 2009; HEINSBROEK & GORDON, 2009; SHI & PAMER,
2011 ). Posteriormente migram para os tecidos, onde se transformam em macr6fagos ou célu-
las dendriticas (CHOMARAT et al., 2000; CESAR et al., 2008).
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Osteoclasto Cglu[a ~da Macrofago Célula de Histiécitos ~ Macréfagos ¢ Macrofagos d  Macréfagos da Macréfago
micréglia alveolar Kupffer polpa branca polpa vermelha  zona marginal. metalofilico

Figura 2:A- Origem de macréfagos a partir de células HSC na medula 6ssea. B-Distintas
morfologias dos macrofagos em diversos tecidos do corpo. GM-CFU: unidade formadora de
colonia de granuldcitos/macréfagos; M-CFU:unidade formadora de colénia de macrofagos.
Fonte: MOSSER & EDWARDS, 2008 (Modificado).
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Os mondcitos possuem formato regular, com poucas ou sem projecdes citoplasmaticas
(filopddios), nucleo em forma de ferradura, citoplasma ndo volumoso contendo poucas mito-
condrias, assim como complexo de Golgi e reticulos endoplasmatico liso e rugoso (DIC-
KHOUT et al., 2010). Quando se diferenciam em macréfago, apresentam grande espraiamen-
to, citoplasma volumoso com expressivas projecOes citoplasmaticas, além de um ndmero
maior de mitocondrias, complexo de golgi e reticulos (SMIT, et al., 2008). Ha presenca de
inimeros vacuolos no citoplasma, com reducdo da cromatina condensada no nucleo (DIC-
KHOUT et al., 2010). Quando se diferenciam em células dendriticas, observa-se uma morfo-
logia normalmente muito semelhante aquela verificada em macréfagos. Entretanto, séo célu-
las maiores, irregulares com extensdes citoplasmaticas partindo do corpo celular (SMIT, et
al., 2008).

A distincdo entre células dendriticas e macréfagos, usando como parametros somente
aspectos morfologicos, ndo é assegurada, devido as semelhancas existentes nessas células
(SMIT et al., 2008). Sendo assim, para caracterizar essas células é realizada a andlise da ex-
pressdo de moléculas de superficie como CD1a, CD11c, CD14, CD80, CD86 , EMR1-F4/80 e
HLA-DR ( KOLLER et al., 2004; SMIT et al., 2008; SATO, 2010). CD14, ¢ uma molécula
expressa preferencialmente em mondcitos (SATO, 2010), CD11c, CD1a e HLA-DR, sdo mo-
léculas de superficie caracteristicas e constitutivas de células dendriticas (SATO, 2010), E-
MR1-F4/80 é um marcador considerado especifico de macr6fagos (KHAZEN, 2005) e CD80
e CD86 sdo moléculas co-estimulatorias presentes em ambas as células apresentadoras de
antigenos (SMIT et al., 2008). A diferenciacdo de mondcitos in vivo ocorre por volta do quar-
to dia, apds sua saida da medula (GUIMARAES & DA GAMA, 2009), a diferenciagéo in
vitro ocorre por volta do quinto dia de cultivo (SMIT et al., 2008). Em cultura a diferenciagéo
de mondcito em macrofago/célula dendritica ocorre apenas na presenca de citocinas como
GM-CSF, IL-4 e TNF-a durante um longo periodo (cerca de 5 a 8 dias) (KOLLER et al.,
2004; SMIT et al., 2008).

A utilizacdo de drogas em cultura também pode promover a diferenciacdo de monaoci-
tos na auséncia de citocinas estimulatdrias. Um estudo desenvolvido com mondcitos humanos
tratados com o medicamento homeopatico Canova®, demonstrou que essas células mantidas
em cultura por 48h com 10% do medicamento, apresentaram morfologia semelhante aquelas
mantidas em cultura por longos periodos e tratadas com o fator de diferenciagdo. 1sso mostra
que esse medicamento tem efeito semelhante ao de citocinas, que induzem a diferenciacao
dessas células, sugerindo que essa droga tem efeito imunomodulador (SMIT et al., 2008).

Além disso, a adi¢do de um outro tipo celular na cultura também pode interferir na diferencia-



cdo de mondcitos. Um estudo desenvolvido por Chomarat e colaboradores (2000), mostrou
que a adicdo de fibroblastos em uma cultura de mondcitos, induz essas células a diferencia-
rem-se em macrofagos. Isso esta relacionado com a producédo de IL-6 pelos fibroblastos, que
regula a liberagdo e o consumo autocrino de M-CFS por mondcitos, estimulando assim sua

diferenciacdo em macréfagos.

1.1.2-Monécitos

Mondcitos sdo fagocitos mononucleares presentes no sangue periférico com capacida-
de para diferenciar-se em macrofagos (RANDOLPH & JAKUBZICK, 2008). No entanto, em
funcdo de estimulos do ambiente, essas células também podem diferenciar-se em células den-
driticas (CHOMARAT et al., 2000; GEISSMANN et al., 2010). O termo mondcito sugere
que esta populacdo de células seja um grupo homogéneo. Entretanto, varios estudos indicam
que os mondcitos sdo compostos de subgrupos, que diferem no fenétipo, tamanho, morfologia
nuclear, granulosidade e perfis génicos (RANDOLPH & JAK UBZICK, 2008; SERBINA et
al., 2008; YONA & JUNG, 2010; HEITBROCK et al., 2010). Os mondcitos humanos consti-
tuem um grupo celular heterogéneo com funcées distintas (SAHA & GEISSMANN, 2011).
Séo definidos como celulas mononucleares da circulagdo, com capacidade fagocitica e poten-
cialmente capazes de se diferenciar em macrofagos/células dendriticas. Quando ocorre a saida
da circulacdo e passagem destas células para os tecidos, inicia-se o processo de diferenciacdo
celular, sendo ambos os tipos celulares definidos como “células derivadas de mondcitos”
(RANDOLPH & JAK UBZICK, 2008).

Mondcitos humanos encontram-se divididos em subgrupos (BELGE et al., 2002; TAC-
KE & FRANDOLPH, 2006; HEITBROCK, 2007; HEITBROCK et al., 2010). Atualmente,
0s mondacitos sdo caracterizados e classificados por meio de marcadores de superficie celular
(TACKE & RANDOLPH, 2006; HEITBROCK, 2007; HEITBROCK et al., 2010). Assim,
essas celulas encontram-se subdivididas em trés subgrupos ou subclasses, com base na ex-
pressdo diferencial de receptores CD14 e CD16 (SZAFLARSKA et al., 2004; SERBINA et
al.,2009; HEITBROCK et al., 2010; ROGACEYV et al., 2011). Esses subgrupos sao classifi-
cados como mondcitos classicos, mondcitos intermediarios e mondcitos néo-classicos
(HEITBROCK et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3: Subclasses de mondcitos humanos mostrando expressao diferencial de receptores
CD14 e CD16.
Fonte: HEITBROCK et al., 2010 (modificado).

Quando ndo ha distincdo entre as subclasses de mondcitos intermediérios e ndo classi-
cos, estes dois grupos sdo referidos coletivamente como mondcitos CD16" (ROGACEV et
al., 2011). Os principais grupos de monécito sdo CD14'CD16 (classicos) e CD14"'CD16™"
(ndo classicos) (SZAFLARSKA et al., 2004; TACKE & RANDOLPH, 2006 ; HEITBROCK,
2007; HEITBROCK et al., 2010; ROGACEV et al., 2011). Por esse motivo, alguns autores
consideram a existéncia de apenas duas subclasses (BELGE et al., 2002). Varios estudos de-
monstraram que cerca de 80-90% dos mondcitos expressam marcadores de mondcitos classi-
cos, em contraste com apenas 10-20% de monocitos ndo classicos (BELGE et al., 2002; ;
SERBINA, et al.,2008; ROGACEYV et al.,2011).

As células da linhagem monocitica, sdo importantes elementos para a imunidade hu-
moral e celular, pois sdo importantes fagdcitos que atuam na apresentacdo de antigeno as cé-
lulas T além de produzirem citocinas reguladoras como TNFa, IL-1 e IL-6 INF-0/B que estdo
envolvidos na regulagdo da hematopoiese (BELGE et al., 2002; DALE et al., 2008). Essas
trés importantes funcGes (apresentacdo de antigenos, fagocitose e imunomodulagdo), tornam
as células mononucleares fundamentais para o sucesso da resposta imune (DALE et al.,

2008). Em mondcitos e macrdfagos, a producdo de citocinas tém inicio com a estimulacao
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através dos receptores Toll- like (HEITBROCK, 2007). A ativagdo desses receptores por meio
de um estimulo vai promover uma cascata de sinalizacdo que culminard com a sintese de cito-
cinas como TNF que regula a resposta imune por meio da ativacdo celular, aumento da ex-
pressdo de proteinas receptoras, além de regular a producdo de outras citocinas (BELGE et
al., 2002).

Belge et al. (2002) observaram uma producdo expressiva de TNF (pré-inflamatdrio) e
uma baixa producio de IL-10 (antiinflamatéria) em mondécitos ndo classicos (CD14°CD16"),
apos estimulo com LPS (lipopolissacarideo oriundo de bactérias Gram-negativas) e Pam3Cys
(lipopeptideos presente bactérias em Gram-negativas e Gram-positivas). Em funcéo dessas
propriedades, esse subgrupo é referido como mondcitos “pro-inflamatérios” (MIZUNO et al.,
2005; SERBINA et al., 2008). Em um estudo comparativo entre células CD14""CD16 e
CD14'CD16", foi detectado niveis elevados de IL-12 e TNF, além de producéo significativa
de NO através da enzima iNOS em CD14°CD16" (ndo cléssicos), exibindo maior atividade
citotoxica contra células tumorais (SZAFLARSKA et al., 2004). Em um estudo utilizando
monacitos classicos e ndo classicos infectados com fungos A. fumigatus foi observada a inibi-
cdo de conidios e auséncia da producdo de TNF por mondcitos classicos infectados, enquanto
que 0s mondcitos ndo classicos ndo suprimiram a germinacgdo de conidios e produziram altos
niveis de citocinas inflamatérias, mostrando as diferentes contribuicdes desses subgrupos na
infeccdo fangica. Em conjunto, essas informagdes sugerem que os subgrupos monociticos
possuem papéis diferentes na resposta inflamatoria.

Essa diferenca entre os subgrupos de mondcitos na resposta inflamatoria, pode ter re-
lagdo com elevaco significativa de monécitos CD14"CD16 * em varias doencas infecciosas e
inflamatorias como, asma, sepse, infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana e progres-
sdo da AIDS, o que pode constituir uma importante ferramenta na terapéutica dessas doencas
(SOARES et al., 2005; HEITBROCK, 2007).



1.1.3-Macrofagos

Macrdfagos sdo importantes células da imunidade inata potencialmente capazes de fa-
gocitar microrganismos invasores, apresentar antigenos as células T e secretar citocinas imu-
nomodulatorias (HEINSBROEK & GORDON, 2009; CRUVINEL et al., 2010) . Devido a
sua importancia na defesa do organismo no combate a agentes diversos, sdo consideradas as
células centrais da imunidade (CHANG et al., 2010) e juntamente com neutréfilos, constitu-
em as principais células fagociticas do organismo (CRUVINEL et al., 2010).

Os macrdéfagos juntamente com os neutrofilos, desempenham um papel crucial na i-
munidade inata contra patdgenos intra e extracelulares (SILVA et al., 2010 ). Entretanto, fa-
gocitos mononucleares tem um ciclo de vida muito mais duradouro que neutréfilos. Esta é
uma caracteristica clinicamente muito importante dos mononucleares, pois protege individuos
de infeccBes fatais quando a producdo de neutrofilos estd temporariamente interrompida, co-
mo ocorre em pacientes submetidos a quimioterapia do cancer, reacdes idiossincrasicas a
diversas drogas, e transplante de células tronco hematopoiéticas (DALE, et al., 2008). Quando
0 organismo € invadido por agentes estranhos, mondcitos circulantes sdo recrutados para o
local da infeccdo, onde sofrerdo diferenciacdo em macrofago/ célula dendritica (FAIRWEA-
THER& CIHAKOVA, 2009). Entretanto, diferentemente das células dendriticas que captu-
ram antigenos nos tecidos e se deslocam para ganglios linfaticos especificos distais para ativar
células T, os macréfagos teciduais sdo células residenciais, desempenhando um importante
papel na ativacdo de respostas localizadas (CASSETTA et al, 2011).

Macrofagos teciduais diferenciados, se originam de mondcitos recrutados a partir do
sangue. Apds a diferenciacdo, essas células passam a ter um longo ciclo vital e desenvolvem
funcBes especializadas (DAIGNEAULT et al., 2010). S&o considerados células fagociticas
profissionais, que utilizam a fagocitose como um importante mecanismo de contensdo do pa-
togeno (MAY & MACHESKY, 2001). A ativacdo de macrdfagos se d& por meio de estimu-
los gerados por agentes diversos, assim como por produtos de seu metabolismo como as endo-
toxinas. Durante o processo de ativacao, esses estimulos interagem inicialmente com os re-
ceptores expressos na superficie dos fagocitos como o Toll-like (TLR) e Fcy, que desencadei-
am uma cascata de sinalizagdes que resultardo em uma série de modificagcbes morfologicas e
fisioldgicas na célula (DALE et al., 2008; CHANG et al., 2010; PARK et al., 2010; YU et al.,
2010). Uma importante modificacdo observada é a reorganizacdo do citoesqueleto, que esta
relacionada com o espraiamento celular, formacéo de prolongamentos citoplasmaticos, reco-

nhecimento do patdgeno, fagocitose e formacdo do fagolisossomo ( HEINSBROEK & GOR-
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DON, 2009). A fagocitose € um mecanismo de englobamento de particulas, que ocorre por
meio da polimerizacdo da actina (MAY & MACHESKY, 2001) e tem inicio a partir da liga-
cdo do patdgeno aos receptores de superficie. Apos fagocitose do patdgeno, o parasito fica
contido no interior do fagossomo, que ap6s fusionar com lisossomos, culminara com a forma-
cao dos fagolisossomos, compartimentos ricos em hidrolases potencialmente capazes de de-
gradar o parasito fagocitado (LOPES et al., 2006; HEINSBROEK & GORDON, 2009).
Outros mecanismos microbicidas sdo verificados em macrofagos. Apos o processo de ativa-
¢ao, ocorre a producao de compostos de oxigénio com potencial citotoxico que inclui espécies
reativas de oxigénio (ROS), como anions superdxidos (O), radicais hidroxila (OH") e perdxi-
do de hidrogénio (H,0,) (OLIVEIRA et al., 2006). A producdo das ROS constitui o burst
oxidativo, um importante mecanismo de defesa verificado em fagécitos (EL-BENNA et al.,
2005; LOPES et al., 2006). Esse metabolismo oxidativo é mediado por um complexo enzima-
tico formado por sete subunidades, chamado nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato -
hidrogénio (NADPH). Quando os fagocitos sdo expostos a estimulos adequados, as sete subu-
nidades se unem e o complexo rapidamente se ativa, resultando na sintese de ROS (EL-
BENNA et al., 2005).

Outras moléculas classificadas como “radicais intermediarios”, com potencial micro-
bicida, também sdo sintetizadas por macréfagos ativados. Nessa classe de moléculas se desta-
ca 0 Oxido nitrico (NO), um importante radical que além de sua acdo microbicida, assume
varias outras funcGes no organismo, como na neurotransmissao, inflamacdo e imunorregula-
cdo. A producdo do NO em macrdfagos € dependente da enzima 6xido nitrico sintase induzida
(iNOS-uma isoforma da 6xido nitrico sintase- NOS) que converte 0 aminoacido L-arginina
em NO e L-citrulina (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000) (Figura 4).
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Figura 4: Desenho esquematico da acdo da enzima iNOS. A L-arginina é transportada por uma prote-

ina de membrana para o interior da célula, sendo convertida em NO e L-citrulina pela enzima iNOS.

Além da liberacdo de hidrolases, ROS e NO, macréfagos ativados produzem uma série
de citocinas pré-inflamatorias, dentre as quais destacam-se IL-12 e TNF- a, que atuam no
recrutamento de outras células, como macréfagos residentes para o local da infeccdo, além de

possuirem efeitos bactericida e citostatico (CHANG et al., 2010 ).

1.1.4- Células Dendriticas (DCs)

As células dendriticas (DCs) sdo células apresentadoras de antigeno e potencialmente
capazes de estimular linfécitos T. Estdo presentes em todos os tecidos periféricos ndo linfoi-
des atuando como “sentinelas” do sistema imune inato (BANCHEREAU & STEINMAN,
1998) . Nos tecidos, CDs sofrem diferenciacdo, e tornam-se capazes de processar antigenos
(Ags) e apresenta-los por meio de proteinas expressas em sua superficie, que compde o com-
plexo total de histocompatibilidade (MHC) (SATTHAPORN & EREMIN, 2001).

Constituem um grupo celular heterogéneo, que se origina de células precursoras da
linhagem linféide ou mieldide. Em cultura, podem se originar também a partir de mondcitos
sob estimulo de IL-4, fator GM-CSF e TNF-a (SATO, 2010).

As DCs sdo essenciais para o inicio e regulagdo da resposta imune adaptativa e for-
macdo da memoria imunologica.  Na maioria dos tecidos, as DCs encontram-se no estado
“imaturo” e incapazes de estimular células T. Contudo, durante a invasdo do organismo por
agentes diversos, as DCs se dirigem ao local da infecgcdo, fagocitam os agentes invasores ,
sofrem maturacdo sob estimulo dos antigenos fagocitados e posteriormente se dirigem aos
linfonodos e bago, onde apresentam antigeno as células T CD4" e CD8" e desencadeiam a
resposta imune. Todo esse processo de reconhecimento antigénico e ativacdo celular envolve

receptores TCR dos linfécitos T, que reconhecem os antigenos ligados ao complexo total de
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histocompatibilidade (MHC) classe | e Il presente na superficie de DCs, resultando na ativa-
cao linfocitaria (SATTHAPORN & EREMIN, 2001).

Além das DCs atuarem como eficientes células apresentadoras de antigenos, séo impor-
tantes na modulacdo da resposta imune por meio da producéao de citocinas, pois quando ativa-
das, desencadeiam uma resposta imune Th1 protetora, com producdo de 1L-12 e TNF-a, cito-
cinas importantes na resposta contra diversos patogenos (FAVALI et al., 2007).

1.2- 5-HIDROXI-2-HIDROXIMETIL-y-PIRONA (HMP)

O 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP) ou acido koéjico (AK) (Figura 5), € um me-
tabdlito secundario sintetizado por algumas espécies de fungos dos géneros Aspergillus, Ace-
tobacter e Penicillium (BURDOCK et al., 2001; PARVEZ et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2010). Sua produgdo ocorre durante a fermentagdo envolvendo varios tipos de substratos que
atuam como fonte de carbono (RHO et al., 2007; MOHAMAD et al., 2010).

O
OH

OHCH,C

Figura 5: Estrutura quimica do acido kdjico.
Fonte: Mohamad et al., 2010.

O HMP possui uma versatilidade de aplicacGes industriais (MOHAMAD et al., 2010),
sendo usado como antioxidante (NIWA & AKAMATSU, 1991; SANDER 2010), como aditi-
vo alimentar (BENTLEY, 2006; CHUSIRI et al., 2011), inibidor de tirosinase em hipercromi-
as (LIM, 1999; SATO et al., 2007; SMIT et al., 2009), como cosmético (LIN et al., 2007),
como agente de protecdo contra radiacbes (EMAMI et al., 2007) e antitumoral (CHUSIRI et
al., 2011) .

Uma importante aplicabilidade do HMP tem sido descrita no tratamento de melasma,
uma hipercromia em que ha intensa producdo da melanina (LIM, 1999; PARVEZ et al.,
2006). A melanina é produzida nos melandcitos e armazenada nos melanossomos dos querati-
nocitos. Sua producdo é regulada pela enzima tirosinase presente nos melanossomos. O me-

lasma é assim uma disfuncdo do sistema pigmentar em que ha intensificacdo da acéo da tiro-
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sinase, resultando no surgimento de manchas marrons na pele (GUPTA et al., 2006; SMIT et
al., 2009). O HMP atua como inibidor da tirosinase, promovendo a reduc¢édo da produgéo de
melanina (GUPTA et al., 2006; SATO et al., 2007; MOHAMAD et al., 2010).

A utilizacdo do HMP em cosméticos como cremes e pomadas também é uma outra
importante aplicabilidade dessa substancia. A utilizagdo em cosméticos com acgdo clareadora
tem sido verificada devido sua acédo inibitdria da tirosinase (LIN et al., 2007). Atualmente é
utilizado como componente fundamental em formulac6es de cremes de clareamento de pele,
locBes protetoras de radiacdo UV e para tratamento de sardas e manchas de idade, sabdes de
branqueamento e até mesmo produtos de clareamento dentario (MOHAMAD et al., 2010).

Além disso, o HMP é tradicionalmente utilizado na culinéria japonesa como aditivo a-
limentar em alimentos como miso (pasta de soja), shoyu (molho de soja) e saqué (BURDOCK
et al., 2001; BENTLEY, 2006). E utilizado nos alimentos como antioxidante e intensificador
de sabores (BURDOCK et al., 2001; MOHAMAD et al., 2010).

O HMP também vem sendo utilizado no tratamento de tumores. Moto et al., (2006)
demonstraram atividade proliferativa de hepatdcitos em camundongos que sofreram hepato-
tomia e foram tratados com alimentos contendo 3% HMP. Higa et al., 2007 induziram o
aparecimento de lesdes na pele e ao trataram com um creme contendo 3% de HMP, ndo ob-
servaram a formacdo de nédulos. Chusiri et al., (2011) em estudo in vivo com camundongos
sobre hepatocarcinogénese constataram que em concentragdes inferiores a 0,5% o HMP né&o
possui efeito genotoxico.

A acdo do HMP em patdgenos foi mostrada para helmintos e em algumas espécies de
fungos. Fitzpatrick et al., (2007) verificaram que Schistosoma mansoni tratado com o metabo-
lito sofreram inibicdo da tirosinase 1 e 2. Essas enzimas sdo importantes para a producédo e
formacdo da membrana do ovo desses helmintos. Assim, a inibicdo da tirosinase 1 e 2, resul-
tou na reducdo do nimero de ovos fenotipicamente normais do parasito. Além disso, Chee &
Lee (2003) constataram a acdo microbicida do HMP em fungos Candida albicans, Crypto-
coccus neoformans e Trichophyton rubrum, considerados importantes patégenos humanos.
Esse estudo mostrou que o HMP inibiu a produgdo de melanina em Cryptococcus neofor-
mans, que atua como importante fator de viruléncia para o fungo. A acdo fungicida do HMP
constitui uma importante aplicabilidade adicional a industria de cosméticos que utiliza esse
metabdlito em cremes despigmentantes (CHEE & LEE , 2003).

O primeiro trabalho descrito na literatura demonstrando os efeitos do HMP em leuc6-
citos foi realizado por Niwa & Akamatsu (1991) que mostraram a agdo antioxidante do meta-

bolito em neutrofilos. Entretanto, mostraram também que houve uma potencializacdo da pro-
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ducdo intrinseca de radicais de oxigénio, possivelmente através da enzima NADPH oxidase.
Outra descoberta importante foi 0 aumento da producgdo de Ca™ intracelular, um importante
ion relacionado com a ativacdo celular. O aumento da atividade fagocitica em neutrofilos
também foi observado nesse estudo.

A acdo do HMP em macro6fagos peritoneais murino foi descrita recentemente pelo
nosso grupo. Rodrigues et al., (2011) ao tratarem macréfagos residentes com 50ug/mL do
metabolito, observaram uma reorganizacdo do citoesqueleto, associada a um maior esparai-
amento celular. Além disso, foi observado um aumento da capacidade fagocitica das células
tratadas quando comparado com células ndo tratadas. Esse mesmo estudo mostrou que a dro-
ga foi capaz de induzir a producio de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), mas nio de Oxi-
do nitrico (NO).

Assim, os autores mostraram que o0 HMP é capaz de modular a resposta imune media-
da por macréfagos, atuando assim como um ativador dessas células. Contudo, até o presente
momento ndo existem dados na literatura no que se refere a acdo do metab6lito em monadcitos

humanos.
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2- JUSTIFICATIVA

Os mondcitos sdo importantes células do sistema fagocitico e desempenham funcGes
essenciais no combate aos patdgenos, como fagocitose, producdo de radicais de oxigé-
nio/nitrogénio, imunomodulacdo e apresentacdo de antigenos. Algumas substancias sao utili-
zados em laboratorio para promover a diferenciacéo celular, como o0 M-CFS que diferencia e
ativa células mononucleares. Entretanto, essas substancias sdo extremamente citotoxicas (A-
BUD, et al., 2006). Assim, é constante a busca pelo uso de medicamentos em baixas doses,
com baixa citotoxidade, que estimulem a resposta microbicida de células hospedeiras e que,
ainda seja capaz de destruir um patdgeo intracelular.

Alguns trabalhos demonstraram que o HMP possui uma variedade de aplicacGes (NI-
WA & AKAMATSU, 1991; BURDOCK, et al., 2001; FITZPATRICK, et al., 2007; MOTO,
et al., 2006). Contudo , poucos trabalhos na literatura cientifica demonstram a acdo do HMP
sobre agentes infecciosos e parasitarios, bem como a sua acdo sobre os principais fagocitos
humanos.

A acdo do HMP na ativagdo de macrofagos peritoneais murinos foi recentemente
mostrada pelo nosso grupo (Laboratério de Parasitologia-ICB-UFPA). Em células tratadas
com 50ug/mL do metabolito, ocorreu uma reorganizagdo do citoesqueleto, associada a um
maior esparaiamento celular. Além disso, foi observado um aumento da capacidade fagociti-
ca das células tratadas quando comparado com células ndo tratadas, producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS), mas ndo de Oxido nitrico (NO). Outros estudos também realiza-
dos por nosso grupo, mostraram que o HMP apresentou atividade leishmanicida sobre formas
promastigotas e amastigotas de espécies de Leishmania (Leishmania) amazonensis. Contudo,
até o presente momento ndo existem dados na literatura no que se refere a acdo do metabdlito
em monocitos humanos.

Desta forma, o presente trabalho visa dar continuidade aos estudos realizados no Labo-
ratorio de Parasitologia/Biologia Estrutural para verificar seu efeito imunomodulador em mo-

nécitos humanos.
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3-OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Analisar o efeito do metabdlito 5-hidroxi-2-hidroximetil-y-pirona (HMP) sobre moné-

citos humanos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

(1) Purificar células mononucleares (PBMC) do sangue periférico humano;

(2) Analisar a viabilidade de mondcitos humanos apés o tratamento com HMP a-
través dos métodos Thiazolyl Blue (MTT), Vermelho Neutro (VN), Potencial
de membrana mitocondrial (JC-1) e Azul de Tripan;

(3) Analisar alteracOes estruturais e ultraestruturais de mondécitos humanos trata-
dos com HMP por Microscopia Optica, Microscopia Eletronica de Transmis-
séo e Microscopia Eletronica de Varredura.

(4) Analisar por imunofluorescéncia a expressao de proteinas de superficie de ma-

crofagos em mondcitos humanos tratados com HMP.
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4-MATERIAL E METODOS
4.1-OBTENCAO E CULTIVO DE CELULAS HUMANAS MONONUCLEARES

Mondcitos humanos foram obtidos a partir de bolsas de leucocitos fornecidas pela
Fundagdo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para (HEMOPA).

A purificacdo das células mononucleares foi realizada em gradiente HISTOPAQUE®-
densidade 1077 (Sigma Chem Co, St Louis, MO, U.S.A) conforme descrito anteriormente por
Smit et al. (2008). Este método consiste em uma mistura de polissacarideos hidrofilicos de
alta densidade que se dissolvem em solucdo aquosa. Quando o sangue é sobreposto neste
reagente e a solucdo € centrifugada, as células mononucleares concentram-se na interface
plasma-reagente (Figura 7).

O sangue foi adicionado a tubos contendo Histopaque na proporc¢do de 5,0 ml de His-
topaque/10,0 ml de sangue, sendo centrifugados (1700 rpm), em temperatura ambiente por 30
minutos .

A camada de células mononucleares foi coletada com o auxilio de micropipeta e poste-
riormente, foram lavadas em soluc¢do salina de fosfato estéril (PBS) pH 7.2 através de centri-
fugacdo (1000 rpm, 5 min temperatura ambiente). Este procedimento foi repetido até a remo-
cao total de eritrocitos remanescentes. Em seguida, o sedimento de células foi ressuspendido
em 1,0 ml de meio de cultura DMEM sem soro. A viabilidade celular foi avaliada pela técnica
de exclusdo com azul de Tripan, sendo utilizadas apenas amostras com mais de 80% de viabi-
lidade.
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Figura 6: Esquema ilustrativo da separacdo de mondcitos a partir de concentrado de leucdci-

tos.
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A contagem das células foi feita em cAmara de Neubauer e a concentragdo ajustada de
acordo com o namero de células utilizadas em cada experimento. Os mondcitos foram entéo
transferidos para placas de cultura de 24 pocos ou garrafas de cultura e incubados a 37 °C em
estufa contendo 5% de CO, e 95% de O,, durante duas horas para adesdo. Apds esse periodo
foi feita uma lavagem com solucdo salina de fosfato estéril (PBS pH 7.2) para remocéo de
células que ndo aderiram e, em seguida adicionado meio DMEM suplementado com 10% de
Soro Bovino Fetal (SBF). As células foram entéo tratadas e mantidas a 37 °C em atmosfera de
5% de CO,. As holsas cedidas pelo HEMOPA foram acondicionadas em recipientes plésticos

apropriados e descartadas em containeres para coleta seletiva de material biolégico.

4.2 OBTENCAO DO METABOLITO HMP

O HMP foi obtido no laboratoério de Desenvolvimento de Farmacos por meio do mé-
todo biotecnoldgico. Para aumentar a producdo do metabdlito, os fungos foram cultivados em
laboratdrio. Para tanto, foram utilizados 5 mL da suspensdo de esporos de fungo do género
Aspergillus, em frascos contendo 400 mL de meio de cultura Czapeck. Posteriormente, foram
realizados repiques a fim de aumentar o crescimento dessa cultura em fracos contendo 500
mL de meio liquido Czapek-Dox (pH 5,5) suplementados com 6% (m/v) de amido de man-
dioca devidamente esterilizado ( 121 °C / 15 min). Os frascos foram colocados em incubado-
ra com agitacdo e temperatura fixadas (120 rpm a 28 °C). A fase liquida obtida do meio de
cultura foi submetida a filtracdo e em seguida a liofilizacdo para obtencdo do material bruto
concentrado. O contetdo foi transferido para frascos, foi adicionada uma solugdo de etanol:
agua (80 : 20). Extracbes consecutivas foram realizadas e os produtos resultantes foram con-
centrados por evaporacdo. O produto final foi obtido por cristalizacéo.

A espectroscopia de ressonancia magnetica nuclear foi utilizada para caracterizar o
HMP. A pureza foi avaliada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), sendo
considerado puro o material cristalizado com pureza acima de 95%. A estrutura da substancia
foi caracterizada por ultravioleta (UV) utilizando os filtros com comprimentos de onda de
269 nm, para deteccdo do HMP e 580 nm, para deteccdo dos derivados complexados com
ferro (Fe).
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4.3 DILUICAO DO HMP

O HMP foi preparado em uma concentracdo estoque de 1 mg/mL em meio DMEM. A

concentracdo final utilizada para cada experimento foi obtida a partir dessa solucao.

4.4 TRATAMENTO DOS MONOCITOS COM HMP.

O tratamento teve inicio logo apds o periodo de adesao das células (2 horas). O HMP foi
adicionado em placas de cultura ou garrafas de cultura nas concentracbes de 50 e
100pg/mL diluidas em meio de cultura (DMEM) para o teste de viabilidade MTT e nas con-
centracOes de 50 e 100ug/mL para os demais ensaios. As células foram incubadas a 37°C
em uma atmosfera umida contendo 5% de CO, durante diferentes tempos de tratamento. Os
procedimentos foram realizados ap6s o término de cada tempo de tratamento (24, 48 e 72
horas de tratamento). Nos grupos correspondentes a 48 e 72 horas de tratamento, o HMP foi
adicionado as culturas a cada 24 horas até o final de cada ensaio. Mondcitos néo tratados fo-

ram utilizados como controles.

4.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE DAS CELULAS TRADADAS COM HMP

Para andlise do efeito do HMP sobre a viabilidade de mondcitos humanos, as células
foram tratadas com 50 e 100 pug/mL da droga por 24, 48 e 72 horas. Foram utilizados quatro
testes: Thiazolyl blue (MTT), deteccéo do potencial da membrana mitocondrial- AYM (JC1);
Azul de Tripan e Vermelho Neutro.

4.5.1-Método do Thiazolyl Blue (MTT)

O MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) (SIGMA) é um
sal tetrazolium que, apds sofrer clivagem por desidrogenases mitocondriais é convertido em
cristais azuis de formazan, insollveis em agua e solUveis em solventes organicos. O produto
formazan é impermeavel as membranas celulares, acumulando-se em células viaveis ( FO-
TAKIS et al., 2006). Com a adigdo de dimetilsulféxido (DMSO), os cristais de formazan so-
frem solubilizacéo e o produto final da reacéo é lido por espectrofotometria.

Mondcitos foram cultivados como descrito no item 4.1 em placas de 96 pogos e sub-

metidos ao tratamento com o HMP nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL por 24, 48 e 72
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horas. O sobrenadante foi retirado e os poc¢os lavados com PBS. Logo ap6s a lavagem, foi
adicionado 0,5 mg/mL MTT diluido em PBS sendo, posteriormente, incubados a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO, por 3 horas. Apds o término da incubacao, foi retirado o so-
brenadante, lavado 1 vez com PBS e adicionado 200 uL de dimetilsuféxido (DMSO) em cada
poco para solubilizacdo dos cristais de formazan e incubado em agitagdo por 10 minutos. Pos-
teriormente, a solucdo resultante foi lida em leitor de ELISA (BIO-RAD Model 450 Micro-
plate Reader) em um comprimento de onda de 570 nm (FOTAKIS et al., 2006). Como contro-
les da reacdo, foram utilizadas células ndo tratadas e células que foram mortas com solugéo
de 10% de formol em PBS.

4.5.2 Deteccao do Potencial da Membrana Mitocondrial- A¥YM (JC1)

O potencial de membrana mitocondrial, Aym, é um importante parametro da fungdo mi-
tocondrial usado como um indicador de viabilidade celular. O JC-1 é um marcador fluores-
cente que mensura o potencial da membrana mitocondrial das células. A perda de potencial de
membrana mitocondrial € utilizada como indicador de apoptose. O JC-1 possui vantagens
sobre outros corantes catidnicos, pois pode penetrar na mitocondria conforme variagées no
potencial de membrana. JC-1 possui formas conhecidas como “J- agregados” que coram célu-
las ndo-apoptoticas com fluorescéncia vermelha intensa. Por outro lado, em células apoptoti-
cas com baixo A¥Ym, permanecem na forma monomeérica, apresentando apenas fluorescéncia
verde.

Mondcitos humanos foram cultivados em placas de cultura de 24 pocos contendo la-
minulas e submetidos ao tratamento por 24, 48 ¢ 72 horas com 50 e 100 pg/mL de HMP. Ao
final de cada um dos tratamentos mencionados, as células foram incubadas por 30 min com
10 mM de JC-1 (SIGMA) a 37°C, lavados com PBS, observados e fotografados em Micros-
copio Confocal LSM 5 Pascal Zeiss.

4.5.3-Teste do Vermelho Neutro (VN)

O Vermelho Neutro é um corante vital, sollvel em agua e passa através da membrana
celular, concentrando-se nos lisossomos, fixando-se por ligacGes eletrostaticas hidrofébicas
em sitios anidnicos na matriz lisossomal. Muitas substancias danificam as membranas resul-

tando no decréscimo de captura e ligagdo do vermelho neutro. Assim, o teste do vermelho
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neutro (VN) baseia-se na capacidade de células vidveis incorporarem este corante vital e acu-
mularem em lisossomos.

Alteracdes na membrana lisossomal resultam numa reducgéo da incorporacdo do VN, e
desta forma é possivel fazer a distincdo entre células viaveis e ndo viaveis pela medida de
intensidade de cor da cultura celular (BABICH et al.,1991; ROGERO et al.,2003; MAMACA
et al., 2005). O teste foi realizado segundo o protocolo de Fotakis et al (2006) com algumas
modificacdes.

Mondcitos foram cultivados como descrito anteriormente, submetidos ao tratamento
com HMP nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL. Apos o tratamento as células foram lavadas
2 vezes com PBS e incubadas com 1,7 pL/mL da solu¢do VN (10 mM) diluido em DMEM e,
posteriormente, incubados a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO; por 3 horas. Em seguida
0 sobrenadante foi retirado e desprezado e as células foram novamente lavadas com PBS.
Apos lavagem, foi adicionado 200 pL da solucdo de eluigdo contendo acetona: acido acético
(50:1) para solubilizacdo dos cristais, seguido de incubacdo em agitacdo por 10 minutos. Pos-
teriormente, a solucdo resultante foi transferida para placa de 96 pocos e lida por espectrofo-
tometria em leitor de ELISA (BIO-RAD Model 450 Microplate Reader) em um comprimento
de onda de 570 nm. Como controle negativo, as células foram mortas com solu¢do de formol
a 10% em PBS.

4.5.4- Azul de Tripan

Azul de Tripan é um outro corante vital utilizado em testes de viabilidade celular. Esse
cromoporo, é carregado negativamente e ndo interage com a célula, a menos que a membrana
esteja danificada. Por conseguinte, todas as células que excluem o corante sdo viaveis. Desta
forma o teste de exclusdo, através da coloracdo com azul de Tripan, baseia-se na capacidade
de células ndo viaveis tornararem-se permeaveis ao corante, 0 que pode ser observado por
microscopia éptica.

Mondcitos foram cultivados como descrito no item 4.1 em tubos e foram submetidos
ao tratamento com HMP nas concentracdes de 50 e 100 ug/mL. Apoés o tratamento, foi reti-
rado um volume de 10 pl de cada tubo que foi somado a 90 pl de azul de tripan 0,2%. A mis-
tura foi colocada em Cémara de Neubauer para contagem celular. Foram contadas as células
viaveis em relacdo a quantidade de células presentes nos quatro campos mais externos da cé-
mara de Neubauer. O ensaio foi repetido trés vezes para cada tubo. Células nao tratadas foram

utilizadas como controle.
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4.6 ANALISE DA MORFOLOGIA DE MONOCITOS TRATADOS COM HMP
4.6.1 Microscopia Optica

Mondcitos foram cultivados e tratados por 24, 48 e 72 horas com 50 e 100 pg/mL de
HMP em placas de cultura de 24 pocos contendo laminulas como descrito no item . Ao final
de cada tratamento nos tempos mencionados, 0 sobrenadante foi retirado e as laminulas lava-
das com PBS pH 8.0. Em seguida, as células foram fixadas em paraformaldeido 4% em tam-
pdo PHEM 0,1 M por 1 hora e, lavadas postriormente com PBS. A coloracéo foi feita com o
corante Pandtico, com imersdo das laminulas por 2 minutos no corante. Apos isso, as laminu-
las foram lavadas em &gua destilada para retirada do excesso de corante, secas e montadas em
laminas de vidro, tendo Entellan como meio de montagem. A analise morfologica foi feita

em microscépio optico Olympus BX41.

4.6.2 Microscopia Optica de Fluorescéncia- avaliacdo da expressdo de proteinas de su-

perficie especificas de macrdfago (F4/80)

Mondcitos foram cultivados em placas de cultura de 24 pocos (2 X 10 °) e tratados por
48 e 72 horas nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL. As células foram fixadas em parafor-
maldeido 4% em tampdo PHEM 0,1 M por 1 hora. Em seguida as células foram lavadas em
PBS e os sitios de ligacao foram bloqueados com solucdo de NH4CI 50mM. Para bloqueio dos
radicais aldeido, as células foram incubadas com tampé&o glicina a 0.1 M por 15 minutos em
PBS. Foram realizadas lavagens com PBS suplementado com 1 e 3% de BSA. Para deteccédo
das proteinas de superficie F4/80 especificas de macrdfago, as células foram incubadas com
anticorpo monoclonal anti-F4/80 (BM8) (Santa Cruz Biotechnology®) diluido 1:50 em PBS
com 1% de BSA durante 1 hora, seguido de lavagens sucessivas em PBS para total remocéo
de anticorpos ndo ligantes. Apds isso, as células foram incubadas com anticorpo secundario
policlonal fluorescente marcado com Ficoeritrina (PE) (594nm), com diluicdo de 1:50 (ab-
cam®) por 40 minutos, seguido de sucessivas lavagens em PBS. As células foram incubadas
com DAPI diluido 1:10 em PBS por 15 minutos para marcacgdo do ndcleo, sendo lavadas em
PBS e agua. As laminulas foram montadas em lamina de microscopia contendo ProlLong
Gold antifade reagent (Molecular Probes Invitrogen®) e observadas em microscopio éptico
de fluorescéncia. A marcacdo com DAPI foi analisada em filtro de 365 nm. A analise das cé-
lulas foi realizada utilizando Microscdpio Optico Axiophot Zeiss. Como controles da reagéo,

utilizou-se macrofagos peritoneais de camundongos que foram incubados com o anticorpo
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monoclonal anti-F4/80 (BM8) (Santa Cruz Biotechnology®) seguindo os procedimentos

mencionados para mondcitos humanos.

4.6.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Mondcitos humanos foram cultivados como descrito no item 4.1, tratados por 24, 48 e
72 horas e processados em laminulas de vidro. A desidratacdo foi realizada em uma série de
etanol (Merck) em agua a 30, 50, 70, 90% (10 minutos cada etapa) e 100% (3 vezes durante
10 minutos). As amostras foram secas pelo método do ponto critico (Modelo K 850 - Marca
EMITECH) usando CO,. As laminulas foram fixadas em suporte apropriado (stub) e metali-
zadas com uma pelicula de ouro de aproximadamente 2 nm de espessura, usando o aparelho
Emitech K550-England. As células foram analisadas em microscépio eletrdnico de varredura

LEO 1450VP. Como controles foram utilizados mondcitos sem tratamento.

4.6.4 Microscopia Eletrénica de Transmissédo (MET)

Mondcitos foram cultivados em garrafas de cultura como descrito no item 4.4 e trata-
dos por 24, 48 e 72 horas com HMP nas concentracfes de 50 e 100 pg/mL. Posteriormente,
foram fixados em uma solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido a 25%, 4% de paraformaldei-
do, 2.5% de sacarose, em tampdo cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.2. Apos a fixacdo as células
foram lavadas 3 vezes em Tampdo cacodilato 0.1 M e posteriormente incubadas em solugédo
contendo: 1% tetroxido de ésmio, ferrocianeto de potassio 0,8% por 1 hora a temperatura am-
biente. As células foram lavadas trés vezes em tampé&o cacodilato 0,1 M e entdo desidratadas
em série crescente de acetona durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apds desidratacéo
as celulas foram lentamente impregnadas em resina Epon nas seguintes concentragoes: 2:1,
1:1 e 1:2 (acetona 100%: Epon - 6 horas em cada etapa). A seguir o material foi colocado em
Epon puro por 6 horas e depois no suporte para polimerizacgdo a 60° C por 48 horas. Os blocos
polimerizados foram cortados em ultramicrétomo (Leica EM UCS6) e os cortes obtidos foram
contrastados durante 20 minutos com acetato de uranila 5%, e posteriormente durante 5 minu-
tos com citrato de chumbo e observados em Microscopio Eletronico de Transmissdo Zeiss
EM 900 e EM906.
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4.6.5- ANALISE DE AREA CELULAR (MORFOMETRIA)

A morfometria € um recurso util para acompanhar por meio de medidas de estruturas
celulares, o processo de maturacéo e diferenciacdo de mondcitos em macréfagos, uma vez que
macrdofagos apresentam area citoplasmética duas ou trés vezes maior que dos monocitos
(SOKOL et al, 1987). Mondcitos humanos foram cultivados como descrito no item 4.1, trata-
dos por 24, 48 e 72 horas e processados em laminulas de vidro para Microscopia eletrénica de
varredura. As amostras foram entdo analisadas conforme descrito no item 4.6.3. Assim, a
morfometria foi utilizada neste estudo para medir a area total da célula, para que se pudesse
observar se a utilizacdo do HMP em mondcitos, estaria promovendo o aumento da &rea cito-
plasmatica. Foram utilizadas trés imagens de cada amostra para analise morfométrica (células
do grupo controle e tratadas por 24, 48 e 72h) somando 27 células. Posteriormente a area total

do citoplasma das celulas foi medida através do programa ImageJ.

4.7- ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando o Graph Ped Prism Versdo 5.0. Para andlise
estatistica foi utilizado analise de variancia, ANOVA, seguido do Teste Tukey com p <0,05.
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5-RESULTADOS

5.1. VIABILIDADE CELULAR

Primeiramente, foram realizados os ensaios de viabilidade em mondcitos humanos tra-
tados com HMP a fim de verificar se a droga apresenta ou ndo efeito citotoxico nessas células.

Para tanto, foram utilizados quatro testes: MTT, JC-1, Azul de Tripan, e Vermelho Neutro.

5.1.1- Método thiazolyl blue (MTT)

Pelo teste do MTT ndo foi observada citotoxicidade em mondcitos tratados com con-
centragdes de 50 e 100pg/mL (Figura 7). Sendo assim, com o teste de MTT foi possivel ob-
servar que 0os mondcitos tratados mantém a viabilidade até mesmo na concentra¢cdo maxima
de HMP utilizada (100 pg/mL). O teste mostrou também que em todos os tempos de trata-

mento as células mostraram-se viaveis.
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Figura 7: Andlise da viabilidade celular pelo método MTT em mondcitos tratados com 0 HMP nas
concentragdes de 50 a 100 pg/mL por 24, 48 e72 h. Observar que a viabilidade das células tratadas se

mantém em todos os tempos de tratamento. CTL: controle, mondcitos sem tratamento.
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5.1.2- Deteccéo de Potencial da Membrana Mitocondrial- Aym (JC1)

A viabilidade de mondcitos tratados com HMP tambem foi avaliada pelo método JC-1
que é um corante fluorescente que mensura o potencial de membrana mitocondrial das célu-
las. Em células viaveis, o JC-1 fluoresce em vermelho. Foi possivel observar que mondcitos
tratados com 50 ¢ 100 ug/mL de HMP por 24, 48 e 72 horas (Figura 8) mantiveram-se Via-

veis, indicando que a droga utilizada nédo interfere na viabilidade dos mondcitos.
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Figura 8: Andlise da viabilidade celular pelo método JC-1 em mondcitos tratados com o0 HMP por 24, 48
e 72h nas concentracdes de 50 e 100 pg/mL. (a), (b) e (c) controle sem tratamento. Observar fluorescén-
cia vermelha indicando viabilidade celular. (d), (e) e (f) mondcitos tratados com 50 pug/mL de HMP. (g),
(h) e (i) mondcitos tratados com 100 pg/mL de HMP. Observar agregados com fluorescéncia vermelha
em células tratadas, semelhante ao controle. Barras: 10 e 50 um. CTL: controle, mondcitos sem tratamen-

to.
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5.1.3- Azul de Tripan

O teste de exclusdo através da coloracdo com azul de tripan baseia-se na capacidade de
células ndo viaveis incorporarem o corante. Esse corante vital € um cromoporo carregado ne-
gativamente e, s6 reage com as células quando a membrana plasmatica encontra-se danifica-
da. Assim, ndo foi observado uma reducdo significativa do numero de mondcitos viaveis apos

tratamento com HMP nas concentragdes de 50 ¢ 100 pg/mL em 24, 48 e 72 horas.
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Figura 9: Viabilidade celular através do teste de exclusdo Azul de tripan de mondcitos trata-

dos com o HMP durante 24 , 48 e 72h. . CTL: controle, mondcitos sem tratamento.
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5.1.4-Teste do Vermelho Neutro

A integridade celular foi avaliada com o corante vital Vermelho Neutro. O VN € solu-
vel em agua e passa através da membrana celular, concentrando-se nos lisossomos, fixando-se
por ligacOes eletrostaticas e hidrofobicas em sitios aniénicos na matriz lisossomal de células
viaveis. N&o foi observada reducdo significativa da viabilidade de mondcitos tratados com
HMP.
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Figura 10: Viabilidade celular através do método VN de mondcitos tratados com o HMP
durante 24, 48 e 72 horas. CTL: controle, mondcitos sem tratamento. (*) p < 0,05 representa a dife-

renca entre células tratadas e o controle sem tratamento.
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5.2. ANALISE MORFOLOGICA POR MICROSCOPIA OPTICA (MO), MICROS-
COPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) E MICROSCOPIA ELETRONICA
DE TRANSMISSAO (MET).

Para analisar a morfologia dos mondcitos humanos tratados com HMP, foram utiliza-
das MO, MET e MEV.

5.2.1- Microscopia éptica

Por meio da microscopia optica de campo claro foi observado um aumento no esprai-
amento e maior numero de filopddios nas células tratadas por 24 , 48 e 72 horas com HMP
nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL. Além disso, foi possivel observar aumento no volume

das células tratadas quando comparadas ao controle.
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Figura 11. Alteracdes morfologicas em monocitos tratados com 50 e 100ug/mL de HMP por 24 ( a,d,g ), 48
(b,e,h) e 72h (c,f,i) observadas por meio de MO. (a-c) mondcitos sem tratamento. (d-f) mondécitos tratados com
50pg/mL de HMP. (g-1) Células tratadas com 100pg/mL de HMP. Observar nas células tratadas maior espraia-

mento, vacuolizag8o e aparente aumento de volume celular em comparacéo ao controle. Bars 10pum.
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5.2.2- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os resultados obtidos por MO foram confirmados através da analise por MEV. As ce-
lulas analisadas apresentaram aumento do volume celular, projecfes citoplasmaticas e maior
espraiamento apds o tratamento com HMP por 24 (Figura 12), 48 (Figura 13 ) e 72 horas
(Figura 14 ) nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL quando comparadas ao controle. As carac-
teristicas observadas em células tratadas séo sugestivas de células em processo de diferencia-

cao para macrofago.
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Figura 12: Microscopia Eletrénica de Varredura de mondcitos humanos cultivados por 24h com
50ug/mL e 100pg/mL. Observar formato arredondado da célula, auséncia de projegdes citoplasmaticas
e espraiamento no grupo controle, caracteristicas de células indiferenciadas. Nas células tratadas, ob-
serva-se irregularidade na morfologia espraiamento celular e surgimento de longas projecfes cito-
plasmaticas, sugestivo de célula diferenciada e ativada. Barra: 3 um. CTL: controle, mondcitos sem

tratamento.
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Figura 13: Microscopia Eletrdnica de Varredura de mondcitos humanos cultivados por 48h com 50ug/mL e
100pg/mL. Observar diferencas morfoldgicas entre células tratadas e ndo tratadas. Barra: 3 pym. CTL: controle,

mondcitos sem tratamento.
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Figura 14: Microscopia Eletronica de Varredura de mondcitos humanos tratados por 72 horas com
50pg/mL e 100ug/mL de HMP. Observar grande espraiamento celular nas células tratadas, sugestivos
de células diferenciadas. Inset: Controle positivo, mondcitos tratados com estimulo M-CFS. Barras:

30um. CTL: controle, mondcitos sem tratamento.
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5.2.3- Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Para observar as alteracdes ultraestruturais em monacitos tratados com HMP, as células foram
observadas por Microscopia eletrénica de Transmissdo. Os resultados obtidos mostraram que
as células tratadas por 24 (figura 15), 48 (figura 16) e 72h (figura 17) com o metabdlito apre-
sentaram espraiamento, prolongamentos citoplasmaticos, intensa vacuolizacdo e aparente au-

mento na quantidade de Complexo de Golgi e Reticulos.
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Figura 15. Alteracdes ultraestruturais de monadcitos tratados com HMP por 24h e observados através
de Microscopia Eletrénica de Transmissao . (a) Células ndo tratadas- formato regular, com poucas
projecOes citoplasmaticas e espraiamento, caracteristicas sugestivas de mondcito ndo diferenciado.
Mondcitos tratados com 50 (b) e 100 pg/mL (c,d) demonstram morfologia diferente: intensa vacuoli-
zacgdo, formacao de filopddios, aparente aumento citoplasmatico e maior nimero de complexo de Gol-
gi. Vacuolizacdo (*), filopddios (seta menor), complexo de Golgi (seta maior) N-nlcleo. CTL: contro-

le, mondcitos sem tratamento. Barras: 5um (a,b,c), 0,5 um (c).
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Figura 15
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Figura 16. AlteracBes ultraestruturais de mondcitos tratados com HMP por 48 h e observados através de Mi-
croscopia Eletrénica de Transmissdo . Células ndo tratadas apresentam-se com formato regular (a), com poucas
projecdes citoplasmaticas e espraiamento, caracteristicas sugestivas de monocito ndo diferenciado. (b-d) Obser-
var vacuolizacdo (*), complexo de Golgi (seta maior), estruturas sugestivas de vesiculas lipidicas (**) filopédios
(seta menor) e aparente aumento do volume citoplasmético em células tratadas. N-nucleo. CTL: controle, moné-

citos sem tratamento. Barras: (a-c) 5um, (d) 0,5 um .
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Figura 16
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Figura 17. Alteracdes ultraestruturais de monaocitos tratados com HMP por 72 h e observados atraves
de Microscopia Eletronica de Transmissdo . Células ndo tratadas (a) apresentam-se com poucas proje-
cOes citoplasmaticas e espraiamento, caracteristicas sugestivas de mondécito ndo diferenciado. Obser-
var vacuolizacdo (*), filopddios (seta menor), maior quantidade de Reticulo (seta maior) em células

tratadas. N-ndcleo. CTL: controle, mondcitos sem tratamento. Barras: 2,5um.
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Figura 17
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5.3. MICROSCOPIA OPTICA DE FLUORESCENCIA

A Proteina de superficie F4/80 especifica de macrofago foi investigada, para verificar
se 0 HMP induziu a diferenciacdo de mondcitos humanos em macrofagos. Assim, monocitos
humanos tratados foram incubados com o anticorpo monoclonal anti-F4/80 (BM8) (Figuras
18, 19 e 20). Células ndo tratadas e cultivadas por 48 e 72h demonstraram caracteristicas se-
melhantes a monacitos residentes (ndo diferenciados) por ndo expressarem a proteina F4/80
nos tempos de 48 (Figura 19 al-a3 ) e 72 horas (Figura 20 b1-b3 ). Mondcitos tratados com
50 e 100 pg/mL por 48 e 72h demonstraram um padrdo de expressdo da proteina F4/80 muito
similar ao verificado nos controles positivos (Figura 18 ). O DAPI foi utilizado para identifi-
cacdo e analise de possiveis alteracfes nucleares. Ndo foi detectada nenhuma alteracéo signi-
ficativa no nucleo. As células foram analisadas em Microscopio Optico de Fluorescéncia Axi-
ophot Zeiss.
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Figura 18. Deteccdo da expressdo da proteina F4/80 em mondcitos estimulados com M-CFS e
macro6fagos peritoneais). (a-c) Mondcitos tratados com M-CFS; ( d-f) Macrofagos peritoneis. Barra:
30um



Figura 18

Anti-F4/80

S40-IA + O}100UCN

08/vd + 0

DRJOIDR\|

50



o1

Figura 19. Detec¢do da expressdo da proteina F4/80 em mondcitos tratados com 50 (b1-b3) e 100
pug/mL de HMP por 48h.

Mondcitos nédo tratados ( al-a3) Mondcitos tratados com 50 pg/mL. (a4-a6) Mondcitos tratados com
100 pg/mL (a7-a9) de HMP. Observar a auséncia de marcagao no grupo controle e marcagao nas célu-
las tratadas similar a verificada no controle positivo (Figura 18), indicando que 0s mondcitos huma-
nos sofrem diferenciacdo em macrofago por indugdo do HMP. Inset: Controle negativo, mondcitos

incubados somente com anticorpo secundario.Barra: 30um.
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Figura 20. Detec¢do da expressdo da proteina F4/80 em mondcitos tratados com 50 e 100 pg/mL
de HMP por 72h.

(b1-b3) Mondcitos ndo tratados; (b4-b6) Mondcitos tratados com 50; (b7-b9) Mondcitos tratados com
100 pg/mL de HMP. Observar a auséncia de marcagao no grupo controle (b1-b3) e marcacdo em célu-
las tratadas (b4-b6; b7-b9) similar a verificada no controle positivo (Figura 18), indicando que 0s mo-
nocitos humanos sofrem diferenciagdo em macréfago por indugdo do HMP. Inset: Controle negativo,

mondcitos incubados somente com anticorpo secundario. Barra: 30um.
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5.4 ANALISE DE AREA CELULAR (MORFOMETRIA)

Para analisar se houve aumento de area citoplasmatica de mondcitos tratados com
HMP, estas células foram analisadas por MEV e posteriormente a area total do citoplasma foi
medida através do programa ImageJ. Assim, foi possivel observar que mondcitos tratados por
50 e 100 pg/mL de HMP por 24 e 48h, sofreram aumento significativo da area citoplasmatica

em relacdo ao grupo controle, o que nao foi observado no tempo de 72 horas (Figura 21).
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Figura 21: Medida da area citoplasmatica de mondcitos tratados com HMP por 24, 48 e 72h,
nas concentragdes de 50 ¢ 100 pg/mL . Foi utilizado o teste estatistico Tukey (*) p < 0,05

representa a diferenca entre células tratadas e o controle sem tratamento.
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5.5.QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA F4/80 POR IMUNOFLUO-
RESCENCIA

A expressdo da proteina especifica de macrofago F4/80 foi quantificada por meio de
contagem utilizando imagens obtidas por imunofluorescéncia no programa image-J. Desta
forma, foi possivel observar que células tratadas com 50 e 100 pug/mL por 48 e 72h, apresen-
taram expressao significativa dessas proteinas em relacdo ao controle de mondcitos ndo trata-

dos com HMP. Entretanto ndo houve diferenca significativa de expressdo da proteina
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Figura 22: Quantificacdo da expressao de proteinas de superficie em mondcitos tratados
com HMP por 48 e 72h, 50 e 100 pg/mL. Como controles positivos foram utilizados
macrofagos peritoneais (M@ peritoneais- dados ndo mostrados- e Mondcitos humanos
tratados com M-CFS). (*) p < 0,05 representa a diferenca entre células tratadas e o con-

trole sem tratamento.
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6-DISCUSSAO

Monacitos séo fagdcitos mononucleares do sangue periférico com capacidade para di-
ferenciar-se em macrofagos (RANDOLPH & JAKUBZICK, 2008) e células dendriticas
(CHOMARAT et al., 2000; GEISSMANN et al., 2010). Séo importantes células da imunida-
de, por desempenharem importantes funcfes antimicrobianas, além de participarem de meca-
nismos inflamatérios (AUFFRAY et al., 2007; AUFFRAY et al., 2009; SERBINA et al.,
2008).

A diferenciacdo de mondcitos em macrofagos in vivo ocorre por volta do quarto dia
apos sua saida da medula (GUIMARAES & DA GAMA, 2009), e a diferenciacdo in vitro
ocorre por volta do quinto dia de cultivo (SMIT et al., 2008). A formacgdo de macrofagos a
partir das células progenitoras é dependente das citocinas especificas M-CFS e IL-6 (CHO-
MARAT et al., 2000; CESAR et al., 2008; POLANCEC et al., 2012).

A acdo de metabdlitos de fungo sobre leucécitos humanos é pouco conhecida. Niwa &
Akamatsu (1991) demonstraram um aumento da quantidade de Ca"™" intracelular, fon envolvi-
do na producdo de mediadores inflamatérios e ativacdo celular, em neutréfilos tratados com
HMP. Entretanto, ndo existem relatos na literatura referente a acdo do metabolito sobre mo-
nocitos. Desta forma, no presente estudo, investigamos se 0 HMP, obtido de fungos do género
Aspergillus, estimula a diferenciacdo in vitro de mondcitos, provenientes do sangue periférico
humano, em macréfagos.

Inicialmente foram analisados os aspectos morfoldgicos das células tratadas com HMP
nas concentragdes de 50 e 100 pg/mL. Células tratadas por 24, 48 e 72h de cultivo nas con-
centracGes mencionadas e analisadas por MO, apresentaram grande habiliddae de espraia-
mento, maior nimero de projecdes citoplasmaticas, aumento de volume e grande vacuoliza-
cdo. A presenca de filopodios e espraiamento celular, além de aumento do volume citoplas-
matico também foram observados atraveés de MEV, confirmando as observacdes obtidas por
MO. Além disso, a analise por MET também foi realizada, para que fosse possivel avaliar a
morfologia das organelas. Assim, foi observado que células tratadas apresentaram considera-
vel espraiamento, com grande numero de vacuolos, formacao de filopddios e um aparente
aumento de reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, caracteristicos de célula com ele-
vada atividade metabdlica. Além disso, a morfologia das células tratadas com HMP (princi-
palmente aquelas tratadas por 48 e 72h) foi semelhante aquela apresentada por monocitos
tratados com M-CFS, que favorece a diferenciagio de mondcito em macréfago

(GEISSMANN et al., 2010) sugerindo que a droga pode estar tendo ac¢do similar ao fator no


http://www.sciencemag.org/search?author1=Frederic+Geissmann&sortspec=date&submit=Submit

58

processo de diferenciacdo de mondcito em macrofago. Resultados semelhantes foram obser-
vados por Smit e colaboradores (2008), que ao tratarem mondcitos humanos com o medica-
mento homeopatico Canova®, observaram que essas células mantidas em cultura por 48h
com 10% do medicamento, apresentaram morfologia semelhante aquelas mantidas em cultura
por longos periodos e tratadas com o fator de diferenciagao.

Um estudo recente realizado por nosso grupo (RODRIGUES et al., 2011), mostrou
que durante o tratamento de macréfagos murinos residentes com 50ug/mL de HMP, ocorreu
uma reorganizacéo do citoesqueleto associada a um maior espraiamento celular. Esse mesmo
estudo, por meio de andlises ultraestrurais, mostrou aumento de vacuolizacdo citoplasmatica
nas células tratadas, corroborando com os resultados obtidos neste estudo.

Os mondcitos possuem formato regular, com poucas ou sem projecdes citoplasmaticas
(filopddios), nucleo em forma de rim, citoplasma pouco volumoso contendo poucas mitocon-
drias, assim como complexo de Golgi e reticulos endoplasmaético liso e rugoso (DICKHOUT
et al., 2010; DAIGNEAULT et al., 2010 ). Quando se diferenciam em macrofago apresentam
uma morfologia bem distinta, com grande espraiamento, citoplasma volumoso com expressi-
vas projecdes citoplasmaticas, além de um nimero maior de mitocondrias, complexo de Golgi
e reticulos (SMIT, et al., 2008). Ha presenca de inimeros vacuolos no citoplasma, com redu-
cdo da cromatina condensada no ndcleo (DICKHOUT et al., 2010). Assim, com base nesses
estudos e nos resultados de microscopia obtidos na presente pesquisa, pode ser sugerido que
monaocitos humanos tratados com HMP nas concentracdes de 50 pg/mL e 100 pg/mL estdo
sofrendo diferenciacdo em macrdfago por apresentarem morfologia caracteristica deste tipo
celular. Entretanto, o estudo da diferenciacdo celular, usando como parametros somente as-
pectos morfoldgicos, ndo é assegurada, devido as semelhangas existentes entre diferentes gru-
pos celulares (SMIT et al., 2008). Para confirmacao dos resultados morfoldgicos, seria neces-
sario fazer uma caracterizacao celular através da andlise de expressdo de moléculas de super-
ficie como CD1a, CD11c, CD14, CD80, CD86 , EMR1-F4/80 e HLA-DR (KOLLER et al.,
2004; ABUD et al, 2006; SMIT et al., 2008; CEZAR et al, 2008; SATO, 2010). A proteina
EMR1-F4/80 é expressa especificamente na superficie de macréfagos e, por isso, é utilizada
como um marcador para identificacdo destas células. A funcdo dessa molécula de superficie
ainda ndo é conhecida, mas acredita-se que esteja envolvida com eventos de adeséo, migra-
¢do, sinalizacdo celular a partir do acoplamento a proteina G, estando também relacionada
com a inducéo eferente de células T CD8 reguladoras (KHAZEN et al., 2005).

Desta forma, além da avaliacdo morfoldgica por meio de MO, MEV e MET em mono-

citos tratados com HMP, este estudo avaliou também a expressao diferencial da proteina



59

EMR1-F4/80 na superficie dessas células. Foi observado que o HMP foi capaz de promover a
expressdo de EMR1-F4/80 em mondcitos tratados por 48 e 72h de cultivo, sugerindo que a
droga pode ter acdo imunomoduladora estimulando a diferenciacdo de mondcitos em macro-
fagos. Os dados encontrados no presente trabalho corroboram com aqueles descritos por
SMIT et al. (2008) que observaram por citometria de fluxo, um aumento significativo na ex-
pressdo da proteina co-estimulatéria CD80, presente em macrofagos e células dendriticas,
ap6s tratar mondcitos humanos com 10 e 20% do Canova®. Outros estudos realizados com
células progenitoras de camundongo, também demonstram a acdo do medicamento Canova®
no processo de diferenciacdo celular. Abud e colaboradores (2006) constataram que células da
medula de camundongo tratadas com Canova® tendem a se diferenciar predominantemente
em macréfagos, além de se diferenciarem em menor proporcdo em celulas dendriticas. Um
outro estudo realizado por Cesar e colaboradores (2008) mostrou que células mononucleraes
retiradas da medula de camundongos, também tratadas com Canova®, apresentaram altera-
¢des na morfologia com aumento do volume citoplasmatico, maior nimero de mitocéndrias,
complexo de Golgi e reticulos. Além disso, também foi observada maior expressdo de CD11b
em células tratadas, mostrando que essas células sofreram diferenciacdo em mondci-
tos/macrofagos por inducdo do medicamento homeopatico.

A diferenciacdo de mondcitos em macréfagos ou células dendriticas, € um processo
que requer a presenca de citocinas estimulatérias (SMIT, 2008). A diferenciacdo de mondci-
tos em células dendriticas se faz na presenca das citocinas IL-4 e GM-CFS, ao passo que a
diferenciacdo de mondcitos em macréfagos ocorre na presenca de IL-6 e M-CFS (CHOMA-
RAT et al., 2000). Considerando que neste estudo, mondcitos cultivados in vitro foram trata-
dos somente com HMP, sem adicdo de citocinas estimulatorias, é possivel inferir que o HMP
tenha acdo imunomoduladora sobre mondcitos humanos, uma vez que ocorreu diferenciacdo
celular sem adicdo de qualquer outro estimulo.

O processo de diferenciacdo de monocito em macrofago estd associado com um au-
mento de algumas estruturas celulares como mitocondria, reticulos, aléem de ocorrer aumento
de &rea citoplasmatica em funcdo do aumento do volume celular, podendo ser obsevado atra-
vés de técnicas morfométricas (SOKOL et al, 1987). Assim, no presente estudo foi realizada a
medida da area total citoplasmatica de monacitos tratados e ndo tratados com HMP. Os resul-
tados revelaram que as células tratadas nas concentracfes de 50 e 100 pug/mL por 24 e 48h
apresentaram um aumento significativo de area citoplasmatica em relacdo ao controle, entre-
tanto o mesmo resultado ndo foi observado apds o tratamento por 72h. Esses dados corrobo-

ram com os achados de Daigneaul e colaboradores (2010), que ao acompanharem a diferenci-
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acdo de mondcitos humanos tratados com Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) observa-
ram um aumento significativo no volume citoplasmatico quando comparados aos mondécitos
ndo diferenciados.

Para avaliar se as alteracdes promovidas pela droga nas células tratadas ndo estavam
interferindo na viabilidade celular, foram realizados os testes de MTT, JC-1, Vermelho Neu-
tro e Azul de Tripan. O MTT e o JC-1 mostraram que 0 composto ndo afetou as desidrogena-
ses e 0 potencial de membrana mitocondrial das células tratadas. Para Fotakis et al., (2005), o
teste do MTT parece ser mais sensivel as injarias sofridas pela célula em relacdo ao teste do
LDH. As alteragcbes na membrana lisossomal resultam numa reducdo da incorporacdo do VN,
e desta forma, é possivel fazer a distingdo entre células vidveis e ndo vidveis (BABICH et
al.,1991; MAMACA et al., 2005). Nao foram detectadas alteracdes significativas na membra-
na dos lisossomos apos o tratamento, o que também foi confirmado através do uso do azul de
tripan.

Assim, a presencga de alteragdes caracteristicas de diferenciagdo celular como o au-
mento de volume celular, espraiamento, formacao de projecdes citoplasmaticas, aumento da
quantidade de vacuolos e expressao de proteinas de superficie especificas de macréfago nao
estando associadas com a reducdo da viabilidade celular. Desta forma, o HMP poderia ser
utilizado como possivel agente imunomodulador promovendo a diferenciacéo celular e auxili-

ando no combate a microorganismos.



61

7- CONCLUSOES

v" O metabolito HMP foi capaz de promover alteracdes morfoldgicas em monécitos hu-
manos, uma vez que observou-se maior espraiamento, aumento da area citoplasmatica,
quantidade de vacuolos e filopddios, aparente aumento de complexo de Golgi e reticu-
los.

v" O HMP induziu a diferenciacdo de monécitos em macréfagos, uma vez que houve
expressao de proteinas especificas de macr6fago em monacitos tratados.

v N&o houve diminuicdo na viabilidade celular em mondcitos tratados com 0 HMP.
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