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RESUMO

O Método CANOVA® (CA) é um imunomodulador brasileiro de formulagéo
homeopética. CA é indicado em condi¢cdes clinicas nas quais 0 sistema imune se
encontre comprometido. O N-Metil-N-Nitrosoureia (NMU) é um agente N-nitroso alquilante
e carcinogénico utilizado como modelo experimental em roedores e macacos. O NMU
também apresenta efeitos genotdxicos/mutagénicos analisaveis por testes classicos de
deteccdo de danos ao DNA e aberracbes cromossémicas. Apesar de varios estudos
terem demonstrado resultados promissores na utilizacdo do medicamento CA, né&o
existem trabalhos relatando possiveis efeitos antigenotoxicos deste medicamento, a
despeito de seu potencial anticarcinogénico. Assim, o presente trabalho avaliou in vitro os
efeitos antigenotoxicos e anticitotéxicos do medicamento CA em linfécitos humanos
expostos ao NMU. Foram utilizadas amostras de linfocitos humanos que foram
submetidos a diferentes concentracdes de uma mistura contendo CA e NMU. A
viabilidade das células expostas ao NMU foi avaliada pelo ensaio MTT, a
genotoxicidade/antigenotoxicidade do CA foi avaliada pelo teste do cometa e a
anticitotoxicidade do CA foi verificada pela quantificagcdo de apoptose e necrose utilizando
corantes fluorescentes (laranja de acridina/brometo de etideo). No teste MTT verificamos
gue o NMU conseguiu diminuir a viabilidade dos linfocitos de forma significativa. No teste
do cometa foi observado que CA diminui significativamente os danos ao DNA induzidos
pelo NMU, caracterizando um claro efeito antigenotoxico do composto homeopatico. CA
também diminuiu de forma significativa a frequiéncia de apoptose induzida pelo NMU em
leitura realizada ap0s 24 horas de tratamento. Concluimos que o CA apresentou um efeito
antigenotoxico e anticitotoxico nas condicfes avaliadas no presente estudo,

demonstrando, assim, um claro potencial citoprotetor.

Palavras-chave: Canova, NMU, Antigenotoxicidade, homeopatia
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ABSTRACT

The CANOVA® (CA) method is a Brazilian homeopathic immunomodulator. CA is
indicated in clinical conditions where the immune system is impaired. N-Methyl-N-
nitrosourea (NMU) is an N-nitroso carcinogenic alkylating agent used as an experimental
model in rodents and monkeys. NMU also shows genotoxic/mutagenic effects that can be
assessed by classical tests such as detection of DNA damage and chromosomal
aberrations. Although several studies have shown promising results in the use of CA, there
are no studies reporting possible antigenotoxic effects of this medicine, despite its
anticancer potential. Therefore, the present study evaluated the in vitro antigenotoxic and
anticytotoxic effects of CA in human lymphocytes exposed to NMU. Samples of human
lymphocytes that were subjected to different concentrations of a mixture containing CA
and NMU were used in the present study. The viability of cells exposed to NMU was
evaluated by MTT assay, CA genotoxicity/antigenotoxicity was evaluated by the comet
assay and CA anticytotoxicity was assessed by quantification of apoptosis and necrosis
using fluorescent dyes (acridine orange/ethidium bromide). The MTT assay showed that
NMU was able to decrease lymphocyte viability significantly. By using the comet assay it
was observed that CA significantly reduces DNA damage induced by NMU, which sets a
clear antigenotoxic effect of the homeopathic compound. CA also reduced significantly the
frequency of NMU-induced apoptosis after 24 hours of treatment. We conclude that CA
had an antigenotoxic and anticytotoxic effect in the conditions evaluated in this study,

thereby demonstrating a clear cytoprotective potential.

Keywords: Canova, NMU, Antigenotoxicity, homeopathy



1 INTRODUCAO
1.1 METODO CANOVA®

A homeopatia € uma forma de medicina em que o diagnéstico leva em conta
as caracteristicas fisicas e emocionais do paciente. Sua terapia se baseia no
conceito: “o semelhante cura o semelhante”, ou seja, os sintomas das doencas
podem ser combatidos com doses minimizadas de medicamentos que produzam
sintomas semelhantes em individuos saudaveis. Nas ultimas décadas a Medicina
Homeopatica obteve notdvel reconhecimento na procura de novas solucdes
terapéuticas para a pratica médica. No Brasil, a Homeopatia, que é reconhecida
como especialidade médica desde 1980, propde-se colocar ao alcance dos
pacientes e da classe médica, medicamentos de baixo custo e que apresentem
baixa toxicidade (CANOVA, 2012).

Avancos importantes tém nos permitido o desenvolvimento de opg¢les de
tratamentos que potencializam as respostas bioldgicas, principalmente no sistema
imunologico, sendo incontestavel sua eficiéncia terapéutica. O medicamento é
selecionado de acordo com os sintomas e caracteristicas do paciente, este tipo de
tratamento n&o provoca efeitos colaterais ou reagoes adversas. (CANOVA, 2012).

O Método CANOVA® (CA) é um imunomodulador brasileiro de formulagéo
homeopatica. A composicdo final do CA é formada por Aconitum napellus
(Ranunculaceae) 11dH, Bryonia alba (Curcubitaceae) 18dH, Thuja occidentalis
(Cupresaceae) 19dH, Arsenicum album (arsenious trioxide) 19dH, veneno de
Lachesis muta (Viperidae) 18dH e menos de 1% de alcool em agua destilada, como
demonstrado na figura 1 (CANOVA, 2012). CA estd listado e aprovado pelo Food
and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos desde marco de 2001, sob o
codigo 12655.



Figura 1.Composicdo do CANOVA®: 1 - Aconitum napellus, 2 - Bryonia alba, 3 - Thuja
occidentalis, 4 -veneno de Lachesis muta, 5 -alcool, 6 - agua destilada, 7 - Arsenicum album, 8
- CANOVA®.

“‘Canova do Brasil” € uma companhia brasileira, sediada em Curitiba, que
possui patente internacional do medicamento CA (www.canovadobrasil.com.br). A
Canova do Brasil encontra-se envolvida em estudos cientificos sistematicos
realizados em universidades brasileiras desde 1998 e que tem o intuito de
comprovar a eficacia e estudar a toxicidade do medicamento. A comercializagéo do
CA esta regulamentada desde 1998, pelo Decreto n° 79.094/77, como Formula
Magistral. A producao e comercializacdo do medicamento homeopético Canova esta
de acordo com o texto descrito na Lei n° 5.991/73 que “dispbe sobre o controle
sanitario do comércio de drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos e
correlatos”. Essa droga homeopatica pode ser apresentada na forma de flaconetes,
gotas e de inalante e caracteriza-se por diluicbes dinamizadas e associadas
conhecidas da farmacopéia brasileira. CA € uma solucdo aquosa, incolor vendida

somente em farmacias e laboratérios autorizados (CANOVA, 2012).

CA é indicado em condi¢des clinicas nas quais o sistema imune se encontre
comprometido. A observagdo em pacientes imunodeprimidos tratados com CA tem
confirmado o sucesso deste composto no tratamento deste quadro clinico (BUCHI&
VECCHIO, 2002). CA aumenta a resposta imune contra varias enfermidades graves
atraveés da ativacado de macrofagos, os quais estimulam a acéo de células T levando
ao aumento do efeito citotdbxico em resposta ao crescimento de infecgbes ou
tumores (ROITT et al., 2001; LOPES et al., 2006).



O primeiro estudo com administracdo de CA em pacientes HIV positivos
demonstrou que este composto induz uma diminui¢do tanto da carga viral quanto de
doencas oportunistas (SASAKI et al., 2001). Similarmente, uma melhora na resposta
imune de camundongos tratados com CA foi avaliada em estudos com Sarcoma
180. Nesse estudo, uma reducdo no tamanho do sarcoma foi observado e um
significante aumento de infiltracdo de células linféides, granulagdo de tecido e
fiborose ocorreu na margem tumoral. Todos os animais tratados com CA
sobreviveram, e 30% dos animais pertencentes aos grupos controles desse estudo
(n&o tratados com CA) morreram. Verificou-se que 30% dos animais com Sarcoma
180 tratados com CA tiveram regressao total do tumor. Além disso, observou-se um
aumento no numero total de leucécitos e linfocitos. Também foi observado um
aumento de linfécitos TCD4 no grupo de camundongos normais tratados com CA e
um aumento no namero de linfocitos B e células NK em todos os camundongos com
Sarcoma 180 tratados com CA (SATO et al., 2005).

Abud e colaboradores (2006) demonstraram que CA atua na proliferacéo e
diferenciacéo de células hematopoéticas. Em outro trabalho (CESAR et al., 2008) foi
relatado que a administracdo de CA in vitro induz a diferenciagdo mononuclear em
células da medula 6ssea, além de observagBes clinicas incluindo reducdo de

infeccéo e inflamacéo em pacientes tratados com CA.

CA também estimula um aumento do sistema endossomal/lisossomal, assim
como a atividade fagocitica de macrofagos quando interagem com Saccharomyces
cerevisaee com epimastigotas de Trypanosoma cruzi (LOPES et al., 2006). O efeito
modulatério de CA também foi observado em infeccBes experimentais por
Leishmania amazonensis in vivo e in vitro, controlando a infeccdo, a sua progressao
e limitando sua disseminacao (PEREIRA et al., 2005).

No trabalho de Ribeiro (2011), verificou-se que o composto homeopético foi
capaz de induzir diminuicdo da expressdao do oncogene MYC na linhagem
neoplasica PG100, que apresenta uma amplificacdo deste gene, e possivelmente
podendo utilizar o composto como auxiliar terapéutico em pacientes que apresentem
adenocarcinomas gastricos com essa mesma caracteristica. Contudo nédo se

conseguiu explicar como CA induziu essa diminuicao.



O tratamento de imunomodulacédo in vivo com um bioproduto possui grandes
vantagens, ndo somente pelo fato do custo do medicamento ser consideravelmente
menor que o das drogas disponiveis no mercado, como também pela auséncia de
efeitos toxicos, o que permitiria o tratamento de grande nimero de pacientes, além
do que sua utilizacdo poderia ser estendida para varios outros tipos de patologias
(BURBANO et al., 2009).

1.2 COMPOSTOS N-NITROSOS: N-METIL-N-NITROSUREA (NMU)

Um grande numero de substancias é capaz de provocar o desenvolvimento
de neoplasias, funcionando como agentes carcinogénicos. Tumores malignos
surgem do acumulo de alteragcbes genéticas e epigenéticas causadas pela
exposicao a esses agentes num processo envolvido em uma série de eventos que
resultam na conversdo de células normais em células neoplasicas (TAKAYAMA,
2008).

Os compostos N-nitrosos, derivados de nitritos e nitratos, integram essas
substancias. Os nitritos e nitratos sao utilizados principalmente em cura de carnes,
gue é um processo de conservacdo de um produto por adicdo de sal, compostos
fixadores de cor, acucar e condimentos, onde também é obtida a melhora das
propriedades sensoriais. As fontes primarias de nitritos sdo carnes curadas,
defumadas e processadas, ja o nitrato é encontrado em produtos de origem vegetal,
contudo o nitrato efetivamente ndo produz a reacao de cura até que seja reduzido a
nitrito (PENNINGTON, 1998; DIETRICH et al., 2005).

Os nitritos sofrem reacdo de nitrosacdo com aminas e amidas tanto no meio
ambiente (exposicdo exdgena) quanto no interior do corpo humano (exposi¢ao
enddgena) resultando em compostos N-nitrosos. Os compostos N-nitrosos podem
ser divididos em duas classes: nitrosaminas e nitrosamidas. A exposi¢cdo humana a
esses compostos pode ocorrer de diferentes maneiras: dietética, ocupacional,
tabagismo e outras fontes diversas, incluindo uso de produtos cosméticos,
medicamentos e também pelo ar (IL'YASOVA et al., 2009).

As nitrosamidas formam um grupo de compostos N-nitrosos que compreende
substancias como as N-nitrosuréias (JAGERSTAD & SKOG, 2005). A International



Association for Research on Cancer (IARC) classificou 0os compostos N-nitrosos
como provaveis carcinébgenos em seres humanos. Com relacdo a carcinogenicidade,
ha similaridades e diferencas entre as duas classes de compostos N-nitrosos. Tanto
as nitrosaminas quanto as nitrosamidas produzem semelhantes intermediarios de
alquilacdo que produzem danos ao DNA e a proteina (JAGERSTAD & SKOG, 2005;
IL'YASOVA et al., 2009).

Os alimentos podem conter compostos N-nitrosos pré-formados, resultantes
do processamento, principalmente de alimentos que contém nitrito e/ou que foram
expostos a oxido de nitrogénio, como carnes, peixes e queijos defumados e a
cerveja (DIETRICH et al., 2005). Os nitratos podem ser reduzidos a nitrito durante o
armazenamento ou o processo digestivo. Devido a auséncia da enzima nitrito
redutase na cavidade oral, o nitrito ser4 convertido no estdmago a uma variedade de
compostos de nitrogénio, sendo que os principais produtos sdo o 6xido nitrico e 0s
compostos N-nitrosos. No ambiente acido do estbmago, ocorre a reacdo entre um
agente nitrosante e aminas, amidas ou alquiluréias, nesse processo 0 nitrito pode
ser convertido em agentes de nitrosagéo ativos, possibilitando facilmente a reacéo
com aminas secundarias para produzir os compostos N-nitrosos (DU et al., 2007).

Um desses compostos € o NMU (N-metil-N-nitrosurea) (figura 2), um potente
agente alquilante carcinogénico em roedores, macacos e provavelmente, em
humanos, por realizar metilagdo do DNA, preferivelmente nas posicdes N’-Guanina
(N7-G), transformando-as em N’-metilguanina (N7MeG) (WURDEMAN, 1993) ou
ainda metilar O°-Guanina (06-G) formando a O°-metil-Guanina (O6-MeG). Na
auséncia de AGT (OP-alquiguanina-DNA transferase) ou MGMT (O°-Metilguanina-
DNA transferase), uma enzima de reparo que remove grupos metil de O°-metil-, esta
altima levara a incorporacao de timina (T), em vez de citosina, na fita complementar
no momento da sintese de DNA (FEITSMA et al., 2008).



Figura 2. Estrutura quimica do NMU. Fonte: Sigma, 2010

Este pareamento errbneo é reconhecido pelo mecanismo de reparo de mal
pareamento (mismatch repair - MMR), que retira a Timina (T), juntamente com
algumas bases circundantes gerando uma falha que € restaurada em seguida, via
sintese do DNA (figura 3). Contudo, uma nova T é incorporada em oposicédo a O°-
metil-G ainda presente. Esta nova T é novamente reconhecida pelo MMR e uma
nova tentativa de reparo é feita. Tais tentativas, denominadas de ciclos futeis,
podem fazer com que haja quebra na dupla fita de DNA na préxima fase da
duplicacdo, disparando a apoptose (FEITSMA et al.,, 2008), como observado na

figura 3.

O NMU em combinac&o com a ciclofosfamida foi previamente usado na antiga
Unido Soviética (Russia) para tratamento da doenca de Hodgkin e carcinoma
indiferenciado de pulmdo em humanos (KOLARIC, 1977; TAKAYAMA, 2008).
Atualmente é bastante utilizado para inducdo de carcinoma mamario em ratos e
camundongos funcionando como bom modelo experimental para humanos (NANDI,
1995; RUSSO & RUSSO, 1996; VEGH & SALAMANCA, 2007). O processo
carcinogénico induzido pelo NMU tém sido amplamente utilizado na inducdo de
tumores em animais/0rgados especificos devido a grande semelhanca com as
neoplasias humanas (TSUBURA et al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tsubura%20A%22%5BAuthor%5D
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Figura 3 - Mecanismo de acdo do NMU: o carcin6geno causa metilacdo da Guanina no Nitrogénio
7 ou no Oxigénio 6, esse processo provoca a incorporacdo de uma Timina errada na fita nascente
de DNA replicante, no lugar de uma Citosina. Essa Timina errbnea é percebida pelo sistema de
reparo MMR que remove a base errada, no entanto, este é novamente adicionado pela
DNApolimerase. Em seguida, a base é novamente removida pelo MMR, gerando ciclos fateis, que
por sua vez facilitam a ocorréncia de quebras na fita de DNA. Fonte: Matos, 2009.

A administracdo oral deste composto induziu carcinoma de células
escamosas na superficie gastrointestinal (cavidade oral, faringe, laringe e estbmago)
de macacos, além de inflamacgBes cronicas geralmente observadas no eséfago
causando aumento da proliferacdo celular favorecendo o surgimento de tumores
(THORGEIRSSON, 1994), endometriose e cisto ovariano em algumas fémeas
(TAKAYAMA, 2008).

O NMU também apresenta efeitos genotoxicos/mutagénicos analisaveis por
testes classicos de deteccao de danos ao DNA e aberracdes cromossémicas. Okada
e colaboradores (2008) observaram inducdo de micronucleos em células de sangue
periférico e células glandulares de estbmago de camundongos tratados com esta
droga. Experimentos em cultura de fibroblastos de hamster chinés demonstraram
que o NMU induz a formacédo de micronucleos como resultado de quebras e/ou
perdas cromossémicas (CAMPAGNA, 2003). Porém, em outros testes com células

de linfoma de camundongos, observou-se que a frequéncia de micronucleos



induzida pelo NMU apresentou notavel regressdo quando este composto foi aplicado
juntamente com a genisteina, substancia encontrada na soja com possivel potencial
antigenotoxico (LUTZ et al., 2005). Em teste de ensaio cometa o NMU induziu
quebras de fita Unica e dupla de DNA durante a interfase (MENKE et al., 2000).
Ensaio cometa em linfdcitos tratados com NMU demonstrou quebras na dupla fita de
DNA, quatro vezes menor em pacientes com cancer ginecoldgico do que em
individuos saudaveis. Tais resultados foram verificados 24 horas ap0s tratamento
com NMU e devem-se, concluem os autores, a uma deficiéncia no mecanismo de

reparo MMR em linfécitos de pacientes com neoplasias (TRONOV et al., 2006).

1.3 MUTAGENESE E ANTIMUTAGENESE

O efeito mutagénico € a consequéncia de danos genéticos causados por
agentes fisicos, quimicos e/ou biolégicos. J& o efeito antimutagénico tem acéo
inversa impedindo a formacdo das mutagcdes causadas por um determinado agente
mutagénico. Para avaliar esse efeito sdo utilizados testes como o de microndcleo e

de aberragdes cromossomicas (RIBEIRO et al., 2003).

As mutacOes ocorrem de forma aleatéria, causando alteracbes no DNA,
devido a processos fisico-quimicos, de ordem molecular ou quimica (SNUSTAD &
SIMMONS, 2008). Mutacdes estdo sempre ocorrendo em um organismo e Sao
causadas por fatores exdégenos (como exemplo radiagcdes) ou enddégenos (como
exemplo os radicais livres) podendo ser classificadas como: a) génicas, quando se
referem a mudancas de uma ou poucas subunidades do DNA, alterando apenas o
funcionamento de um gene, por substituicdo, perda ou ganho dessas subunidades
ou b) cromossdmicas, onde h& reorganizacdo dos cromossomos, por translocacéao,
inversdo, ou mesmo ganho ou perda de grandes partes destes cromossomos
(GRIFFTIHS et al., 2002). MutagOes diferentes podem se acumular nas sucessivas
divisbes celulares e alterar genes com papel fundamental no processo de
carcinogénese (RODIER et al., 2007).

A antimutagénese € o0 processo no qual ocorre diminuicdo das taxas de
mutacbes nos seres vivos e, como uma das consequéncias, a diminuicdo na

incidéncia de cancer (GAMEIRO, 2005). Agentes antimutagénicos sao classificados



em duas categorias: os desmutagénicos, que promovem a alteracdo bioquimica
dos agentes mutagénicos antes que danifiguem o DNA; e os bioantimutagénicos,
que suprimem o processo de fixacdo da mutacdo, apds o DNA ser lesado pelo
agente mutagénico (KADA & SHIMOI, 1987).

Aaron Novick & Leo Szilard, em 1952 foram os primeiros a relatarem o0s
efeitos antimutagénicos ao observarem que um aumento na quantidade de
adenosina podia reverter as mutac6es induzidas pela cafeina em bactérias (apud
LIVIERO & VON BORSTEL, 1996). A partir desta informacao, pesquisadores vém
descobrindo inUmeros agentes antimutagénicos na esperanca de diminuir as taxas
de incidéncia de cancer (GAMEIRO, 2005).

A expectativa € a de que estas substancias atuem como quimioprotetores,
gque modulem o mecanismo de defesa, seja via alimentar, seja na forma de
medicamentos, que possuam mecanismos potenciais de prevengdo ao cancer e

sejam efetivos em modelos de estudos pré-clinicos (DE FLORA et al., 2004).

Apesar de véarios estudos terem demonstrado resultados promissores na
utilizacdo do medicamento CA, ndo existem trabalhos relatando possiveis efeitos
antigenotoxicos deste medicamento, a despeito de seu potencial anticarcinogénico.
Como este medicamento ainda esta em estagio intermediario de testes (CANOVA,
2012), estudos que caracterizem melhor seus efeitos no DNA tem um forte impacto,
pois podem colaborar no sentido de serem criadas novas estratégias terapéuticas
qgue intensifiquem sua utilizacdo como um agente citoprotetor. Assim, o presente
trabalho avaliou in vitro os efeitos antigenotéxicos e anticitotéxicos do medicamento

CA em linfécitos humanos expostos ao NMU.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro os possiveis efeitos antigenotdxicos e anticitotoxicos do
Bioproduto CA em linfécitos humanos tratados com o agente carcinogénico N-metil-
N-Nitrosurea (NMU).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Investigar a viabilidade celular de linfocitos expostos a diferentes
concentracbes de NMU, através do ensaio MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio]);

> Investigar o potencial antigenotéxico do Bioproduto Método CANOVA®
nos linfécitos tratados com o carcinogénico NMU, através do Ensaio Cometa;

> Investigar o potencial anticitotéxico do Bioproduto Método CANOVA®
nos linfdcitos tratados com o carcinogénico NMU, através da avaliacdo de apoptose

e necrose por marcacao fluorescente diferencial.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 CANOVA® E NMU

No presente trabalho foi utilizado o medicamento CANOVA® doado pela
companhia CANOVA® do Brasil, enquanto que o NMU utilizado foi adquirido pela
empresa SIGMA do Brasil.

3.2 OBTENCAO DE LINFOCITOS

As amostras de sangue periférico foram coletadas de 3 (trés) individuos,
sendo dois homens e uma mulheres, os quais obedeciam aos padrdes exigidos para
a realizacdo de testes genotoxicos: idade entre 18 e 35 anos, ndo fumantes, sem
exposicao recente a agentes quimicos, genotoxicos e radiacdo (OECD, 2010). Os
voluntarios foram entrevistados e assinaram o termo de consentimento de
participacdo no estudo (Anexo 1). O sangue foi coletado com o auxilio de seringas
descartaveis de 20mL, devidamente heparinizadas para evitar a coagulacdo, sendo
em seguida submetido ao processo de isolamento de linfocitos para a preparacéo da
cultura, a qual foi realizada de acordo com o descrito por Fenech (2000), com

algumas adequacoes.

3.3 CULTURA DE LINFOCITOS ISOLADOS

O sangue periférico foi coletado e em seguida realizada uma diluicdo na
proporcdo de 1:1 em solucdo salina estérii (NaCl) 0,9%. A amostra foi
homogeneizada por inversdo e submetida a uma nova diluicdo em Histopaque-®
1077 (especifico para o isolamento de linfocitos T) na proporcdo de 3:1 (1 parte de
Histopaque-® 1077: 3 partes de sangue diluido), sendo primeiramente acrescentado
o Histopaque e posteriormente 0 sangue, tomando bastante cuidado para que nao
ocorresse a mistura. ApOs este processo, 0s tubos com a amostra foram
centrifugados a 2000rpm por 20 minutos para a separacao dos linfocitos de outros

elementos sanguineos. O aspecto obtido apos centrifugacdo € a formacao de quatro
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camadas, com o plasma na porgcédo superior seguido de uma fina camada mais
esbranquicada de linfocitos, outra um pouco mais clara contendo Histopaque e por
altimo, na porcéao inferior, uma camada de glébulos vermelhos. O conteudo (plasma
+ linfocitos) foi coletado e transferido cuidadosamente para outro tubo com o auxilio
de uma pipeta Pasteur estéril e, em seguida homogeneizado com a mesma pipeta
Pasteur e entdo diluido em solucdo salina estéril na proporcao de 1:1 (1 parte de
solucéo salina: 1 parte da mistura de plasma + linfécitos). Posteriormente, o material
foi centrifugado a 2000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado por
inversao e acrescentou-se 1mL de solucdo salina, levando-o novamente para
centrifugacdo a 2000rpm por 3 minutos. Apds esta etapa, o sobrenadante foi
descartado por inversdo e as células ressuspendidas em 1mL de meio de cultura
RPMI 1640 estéril, suplementado com 20% de soro bovino fetal (FBS) e 4% de
Fitohemaglutinina A. A viabilidade e a concentragao celular foram quantificadas pelo
método de exclusdo utilizando azul de tripan em uma diluicdo de 1:1 (10uL da
suspensao de células + 10 uL de azul de tripan 4%), e a contagem das células foi
realizada com o auxilio de uma camara de Neubauer, que nos fornece a quantidade
de células para cada 1mL da suspensao obtida. Ao final de todas estas etapas,
foram cultivadas 1x10°mL de células em 5mL de meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 20% FBS, 4% de Fitohemaglutinina A (uma substancia
mitogénica que faz com que as células retomem o0 seu potencial mitético), 1% de
estreptomicina e 1% de kanamicina. A cultura foi incubada em estufa acondicionada

com 5% de CO, e 95% de O, a uma temperatura de 37°C.

3.4 TRATAMENTOS

Para analise in vitro dos possiveis efeitos antigenotoxicos do Bioproduto

Método CANOVA® foram realizados os seguintes grupos de tratamento:

a) Controle negativo: células cultivadas apenas na presenca de meio de
cultura RPMI;

b) NMU: células tratadas com uma concentragdo Unica de NMU
(125pg/mL);
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c) Canova: células tratadas com 3 (trés) concentracbes de CA (4%, 8% e
16%) adicionados ao meio de cultura;

d) Canova + NMU: células tratadas simultaneamente com 3 (trés)
concentracdes de CA e a concentracdo unica NMU (NMU + CA 4%, NMU + CA 8% e
NMU + CA 16%).

As concentracoes de CA utilizadas no presente trabalho foram definidas
tomando como base o trabalho de Seligmann e colaboradores (2003). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.5 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada através do teste MTT, que baseia-se na
absorcédo do sal MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]) pelas
células, sendo reduzido no interior da mitocéndria a um produto chamado formazana
(VALADARES et al., 2007). 0,5x10° linfécitos/poco foram cultivados em placas de
cultura de 96 pogos e incubados por 24 horas, em seguida, foram tratados com
diferentes concentracdes (v/v) de NMU durante 24 horas. Ao término deste periodo,
100uL de MTT (5000pg/mL) foram acrescentados as células por 3 horas, o MTT foi
retirado e entdo acrescentado 100uL de dimetilsuféxido (DMSQO) por uma hora com
0 objetivo de dissolver a formazana obtida durante o processo. As leituras foram
realizadas em espectrofotometro a um comprimento de onda de 562nm. A sobrevida
celular foi calculada como a porcentagem de absorbancia em relacéo a absorbancia
do controle. Foi considerada a primeira concentracdo com sobrevivéncia acima de
55% para as técnicas desenvolvidas posteriormente, de acordo com o protocolo
definido por Galloway et al. (2011) para citotoxicidade em testes citogenéticos in

vitro.
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3.6. ENSAIO DO COMETA (VERSAO ALCALINA)
3.6.1 Principio da Técnica

Esta técnica foi desenvolvida por Singh et al. (1988) e, posteriormente,
modificada por Anderson et al. (1994). Corresponde a um ensaio de grande
sensibilidade para a deteccao de varios tipos de danos no DNA (quebra de fitas
duplas ou simples, danos oxidativos e ligacGes cruzadas) induzidos por compostos

genotoxicos e mutagénicos.

Partindo-se do pressuposto de que o DNA encontra-se fortemente
compactado dentro do nucleo, formando alcas de 5 - 200Kpb, as quais se encontram
aderidas a uma rede protéica ou matriz nuclear (COOK; BRAZELL, 1976; COOK et
al., 1978; RAZIN et al., 1995; ERIKSSON et al., 2002); se células embebidas em
agarose tiverem suas membranas lisadas por detergentes e suas proteinas
nucleares (incluindo as histonas) extraidas com altas concentracdes de sais, 0 DNA,
sendo maior e mais pesado que o restante dos componentes ocupara um espaco no
gel, o qual era anteriormente preenchido pela célula e sera retido em uma estrutura
residual semelhante a um ndcleo denominada nucledide (COOK; BRAZELL, 1976).
Desta forma, o nucleéide € por definicdo, uma série de alcas superenoveladas de
DNA desprovido de histonas, aderidas a matriz nuclear residual do tamanho do
ndcleo da célula. Portanto, caso existam quebras na molécula de DNA, a estrutura
do nucleoide sofrera mudancas, uma vez que as alcas de DNA se desenovelam,
tornando-se mais frouxas e formando um halo (COOK; BRAZELL, 1976; COOK et
al., 1978; VOGELSTEIN et al., 1980).

3.6.2 Procedimento Experimental
3.6.2.1 Preparacéo das Laminas

As laminas foram previamente cobertas em solucdo de agarose (ponto de
fusdo normal - 1,5%). Posteriormente, foram mantidas em temperatura ambiente até
a solidificacdo da agarose. Esta camada foi utilizada para promover a adesao da
segunda camada de agarose (baixo ponto de fuséo - 0,8%), na qual a amostra foi

diluida. Ap6s 3 horas com a droga (23 horas de cultura), foram coletados 450uL de
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amostra de cada grupo e em seguida feita uma centrifugagdo a 1000rpm por 5
minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado deixando 30pL para a
ressuspensao. Deste conteudo, 15uL foram acrescentados em 300uL de agarose de
baixo ponto de fusédo (0,8%), logo em seguida homogeneizado. Subsequentemente,
100uL deste conteudo foram aplicados rapidamente sobre laminas previamente
preparadas contendo agarose de ponto de fusdo normal (1,5%). Em seguida, cada
lamina foi coberta com uma laminula (24 x 60mm). As laminas foram mantidas a 4°C
por 5 minutos até a solidificacdo da agarose. ApGs este periodo, as laminulas foram
removidas cuidadosamente e as laminas foram mergulhadas em solugéo de lise
(2,5M NaCl, 100mM EDTA , 10mM Tris, 1% Triton X-100 e 10% DMSO; pH: 10),

mantidas a 4°C e protegidas da luz.

3.6.2.2 Eletroforese

ApGs a remogédo das laminas da solucéo de lise, as mesmas foram dispostas
em posicao horizontal na cuba de eletroforese. Em seguida, a cuba foi preenchida
com a solucao de eletroforese (ImM EDTA, 300mM NaOH; pH =13) a 4°C recém
preparada, a um nivel superior as laminas (0,25cm, em média). As laminas foram
mantidas em repouso por 20 minutos antes da eletroforese a fim de permitir o
desenovelamento do DNA, o afrouxamento de suas ligacbes e a exposicdo dos
sitios alcali-labeis. Apos este processo, a eletroforese foi realizada a uma tenséo
(d.d.p: diferenca de potencial) de 34V em corrente de 300mA por um periodo de 25
minutos. Vale ressaltar que todos esses processos foram realizados em baixa
luminosidade. Apds a eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e
mergulhadas rapidamente em &gua destilada gelada (4°C), para a remocao dos
resquicios da solucdo de eletroforese, em seguida transferidas para um novo

mergulho em agua destilada gelada por 5 minutos para a neutralizacao.

3.6.2.3 Coloracao

As laminas foram fixadas com etanol a 100% por 3 minutos e posteriormente
coradas com 50uL de solugéo de Brometo de Etidio (20pg/mL). Em seguida foram

cobertas com laminula (24 X 60mm) para a realizacdo das analises.
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3.6.2.4 Andlise das Laminas

As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia OLYMPUS
BX41, utilizando-se filtroTXRED. O sistema de captura e a analise da imagem foram
realizados pelo programa “Applied Spectrall maging”. Foram analisadas 100 células
por concentracdo. A analise foi realizada segundo o padrdo de escores, em que, de
acordo com o tamanho e intensidade da cauda do cometa (halo), podem ser obtidas
cinco categorias (0 - 4), levando-se em consideragéo a percentagem de DNA na
cauda do cometa, o que indica o grau de leséo sofrido pela célula (figura 4):

0 1 2
3 4
Figura 4 - indice de dano avaliado pelo cometa: 0 = sem danos (< 5 %), 1 = baixo nivel de danos (5 — 20 %),

2 = médio nivel de danos (20 — 40 %), 3 = alto nivel de danos (40 - 95 %), 4 = dano total (= 95 %) (MOTA,
2011).

O indice de dano ao DNA (ID) foi calculado multiplicando-se o numero de
células em cada nivel (NO, N1, N2, N3 e N4) pelo escore ao qual ela se enquadra (0,
1, 2, 3 ou 4), somando-se esses valores, e por fim, o resultado obtido deve ser

dividido por 100, como mostra a seguinte equacao:

ID: [(NO*0 + N1*1 + N2*2 + N3*3 + N4*4)] / 100
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3.7 AVALIACAO DE NECROSE E APOPTOSE POR MARCACAO FLUORESCENTE
DIFERENCIAL COM LARANJA DE ACRIDINA-BROMETO DE ETIDIO (LA/BE)

Apés o tratamento com as diferentes concentracfes das drogas testadas,
uma aliquota de 1mL de suspensado celular foi centrifugada e o pellet foi
ressuspendido em 25uL de solucdo de RPMI. Apdés este processo, 1uL de solucdo
aguosa de LA/BE (100pg/mL) foi adicionado aos 25pL ressuspendidos, sendo
posteriormente, as células analisadas em microscopio de fluorescéncia OLYMPUS
BX41, com filtro FITC (MONTENEGRO et al., 2007). Um total de 300 células para

cada grupo de tratamento foi analisado.

O laranja de acridina (LA) é um corante que apresenta a capacidade de se
intercalar na molécula de DNA emitindo uma fluorescéncia (526nm) de cor verde.
Semelhantemente a ela, o brometo de etidio (BE) também possui esta propriedade,
porém, a fluorescéncia emitida (595nm) neste caso corresponde a cor alaranjada,
marcacao esta que ira caracterizar células inviaveis. Em contrapartida, as células
viaveis com membrana intacta apresentardo um padrdo de cor verde uniforme em
seu nucleo. No estagio apoptético inicial as células serdo caracterizadas por
apresentarem sua cromatina condensada com um nucleo verde fluorescente. J& no
estagio tardio apenas algumas areas da cromatina serdo coradas em laranja. Este
padrdo de marcacao distingue, portanto o nucleo apoptético do necrético, uma vez
que as células necroticas apresentam um nucleo com coloracdo laranja uniforme
(figura 5) (CURY-BOAVENTURA et al., 2004).

Figura 5 - Células coradas com laranja de acridina e brometo de etidio. a) normal, b) necrose , c)
apoptose (CUNHA, 2012).
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4 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo das frequéncias dos varios parametros, os resultados
foram submetidos ao teste de andlise de variancia (ANOVA), seguido pelo Pés-
Teste de Tukey, utilizando-se o programa BIOESTAT 5.0 (AYRES et al., 2007). Em

todas as analises o nivel de significancia utilizado foi de 5%.

5 RESULTADOS
5.1 VIABILIDADE CELULAR

Os resultados do teste de viabilidade celular, ap6s 24 horas de tratamento
com o NMU, demonstraram que a porcentagem de sobrevivéncia diminui conforme
se aumenta a concentracdo da droga (figura 7). As porcentagens de sobrevivéncia
foram de 100%, 99,9%, 88,29%, 67,15%, 34,42%, 16,93%, 11,88% e 8,12% para as
concentragcbes Controle, 31,25ug/mL, 62,5ug/mL, 125ug/mL, 250ug/mL, 500ug/mL,
1000pg/mL e 2000pg/mL, respectivamente. Para os experimentos posteriores foi
utilizada a concentracdo de 125ug/mL, conforme citado na secdo Material e

Métodos.

140
120 *
100 -

80 -

60 -

Sabrevivéncia Celular {%)

20 -

0 T T T T T T T 1
Controle 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000

NMU (pg/mL)

Figura 7 - Porcentagens de sobrevivéncia celular observadas na cultura de linfécitos apés
24h de tratamento com NMU. Média de sete experimentos. p<0.05 (ANOVA) em relacdo ao
controle.
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5.2 ENSAIO COMETA

Os resultados do ensaio cometa mostraram que o CA tem a capacidade de
reduzir significativamente (p<0,05) o indice de dano (ID) ao DNA induzido pelo NMU
(controle positivo) em todas as combinacdes NMU+CA testadas, caracterizando um
claro efeito antigenotdéxico do composto homeopatico. O ID do NMU foi de 3,22,
enquanto que os ID das combinagdes de NMU+CA foram de 1,20, 0,87 e 0,69 para
as concentragdbes NMU+CA 4%, NMU+CA 8% e NMU+CA 16%, respectivamente.
Houve também uma diferenca significativa (p<0,05) entre o ID do NMU (3,22) e 0 ID
do controle negativo (0,81). Nas culturas celulares testadas apenas com CA néo
foram observadas variagcBes significativas no ID dos linfocitos quando comparados
ao ID do controle negativo (figura 8).

P

-

[y (U]
1

dice de Dano (1D}
P~

15
£
-1
0
NMU CA4% CA 8% CA16%  NMU+CA4% NMU+CA8% NMU+CA 16%
1250g/mL

Figura 8 - indice de Dano observado na cultura de linfocitos apds o tratamento com CA e CA +
NMU. Média de trés experimentos. *(p<0,05) em relagdo ao controle negativo. #(p<0,05) em relacdo
ao NMU (controle positivo). ANOVA com pos-teste de Tukey. CN (Controle Negativo), CA

(CANOVA).
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5.3 AVALIACAO DE APOPTOSE E NECROSE POR MARCACAO
FLUORESCENTE

A avaliacdo do potencial anticitotoxico do CA foi obtida apos 24h e 48h de
tratamento. De forma geral, observou-se uma diminuicdo tanto de células
apoptoéticas quanto necréticas nos tratamentos combinados de NMU+CA quando
comparados ao tratamento somente com NMU nos dois tempos de coleta avaliados,
no entanto, diminuicdo significativa (p<0,05) foi observada apenas na porcentagem
de células apoptoticas observadas apos 24h de tratamento NMU + CA16% (5,22%)
em relacdo ao tratamento somente com NMU (8.89%). Houve também diferenca
significativa (p<0,05) entre a porcentagem de células apoptéticas induzidas pelo
NMU apoés 24h de tratamento em relagdo ao seu controle negativo (3,56%) e entre o
NMU (10%) e o controle negativo (2,44%) apOs 48 h de tratamento (figura 9).

40

ECN

B NMU
(125pg/mL)
mCA 4%

W CA 8%
m CA 16%

B NMU + CA
4%
NMU + CA
8%
Apoptose 24H  Apoptose 48H Necrose 24H Necrose 48H NMU + CA
16%

Porcentagem de Células (%)

Figura 9 - Inducéo de apoptose e necrose em linfocitos submetidas a diferentes concentragbes de CA
juntamente com NMU. 300 células analisadas. *(p<0,05) em relagdo ao NMU (controle positivo).
#(p<0,05) em relacao ao controle negativo. ANOVA com pos-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

A homeopatia tem um papel fundamental na melhora dos quadros clinicos
de muitos individuos, contudo, sempre se faz necessaria a realizacdo de pesquisas
gue fundamentem sua utilizacdo, seja em tratamento apenas com o medicamento
homeopatico ou em combinacdo com algum outro farmaco, de maneira que se

potencialize os efeitos benéficos no individuo (CANOVA, 2012).

O CA é um imunomodulador brasileiro de formulacdo homeopatica indicado
em condi¢des clinicas nas quais o sistema imune se encontre comprometido (BUCHI
& VECCHIO, 2002; CANOVA, 2012). Assim, o presente trabalho objetivou avaliar os
efeitos antigenotoxicos e anticitotoxicos deste medicamento contra danos genéticos
induzidos pelo NMU, um potente agente alquilante carcinogénico (WURDEMAN,
1993).

Os conhecidos efeitos genotdxicos do NMU foram verificados no presente
estudo, através de um significativo aumento do ID em células tratadas
exclusivamente com este agente (figura 8). Este aumento do ID pode ser explicado
pelo principal mecanismo de acdo do NMU na célula, ou seja,a inducéo de O°-metil-
Guanina na cadeia de DNA (FEITSMA et al.,, 2008), gerando ciclos futeis que

resultardo em quebras de simples e dupla fita (figura 3).

Adicionalmente, um aumento significativo de células apoptéticas em culturas
tratadas exclusivamente com NMU também foi observado no presente estudo (figura
9). Segundo Budan et al. (2009), o NMU induz um aumento na expressao do gene
TP53 em experimentos utilizando ratos como modelo experimental. Assim, o
aumento de células apoptéticas pode estar relacionado a este mecanismo. Vale
salientar que, além da aumentada frequéncia de células apoptoéticas, foi também
observado um aumento consideravel (ainda que nao significativo) de células
necroticas nos tratamentos com NMU somente. A forte queda na viabilidade dos
linfécitos tratados com diferentes concentragcbes de NMU (figura 7) pode,
possivelmente, ser explicada devido ao fato dos dois tipos de morte celular estar

ocorrendo simultaneamente.
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No presente estudo nado foi observado efeito genotdxico, e nem citotdéxico, em
culturas celulares tratadas exclusivamente com as diferentes concentragdes de CA
(figura 9). O danico trabalho disponivel na literatura que avaliou os efeitos
genotoxicos do CA é o de Seligmann et al. (2003). Estes autores demonstraram que
CA néo é genotoxico para linfocitos de sangue periférico por meio de analise de
aberrac6es cromossémicas numéricas e estruturais. Adicionalmente, os autores

demonstraram que CA nao é citotoxico por meio da analise do indice mitético.

Em um trabalho de 2011, Oliveira et al. realizaram testes com misturas de
compostos altamente diluidos contendo, entre outros, Thuja occidentalis, Arsenicum
album e Aconitum napellus (presentes na formulacdo do CA). Os autores utilizaram
as linhagens neoplasicas HT29 (cancer de colo retal) e K562 (leucemia mieldide),
além de mondcitos e macréfagos, para avaliar a inducdo de apoptose por Anexina V.
Os resultados mostraram que nenhuma das misturas induziu citotoxicidade para
todas as células testadas. Tais resultados, juntamente com os resultados do trabalho
de Seligmann et al. (2003), corroboram nossos dados de auséncia de apoptose apos

tratamento com CA (Figura 9).

No presente estudo, o efeito genotéxico do NMU foi significativamente
reduzido quando as células eram tratadas simultaneamente com CA (CA+NMU)
(figura 8). Resultados similares foram observados no trabalho de Matos (2009). Este
autor demonstrou que CA era capaz de diminuir o ID e a freqiiéncia de micronucleos
induzidos pelo NMU em animais da espécie Cebus apella tratados in vivo com tais

compostos, caracterizando as atividades antigenotoxica e antimutagénica do CA.

O mecanismo preciso pelo qual CA atua ainda é desconhecido. A grande
maioria dos estudos leva em conta seu papel em macréfagos, uma vez que estas
células, quando tratadas com CA, aumentam sua atividade de NAD(P)H oxidases
bem como a de iNOS, o que induz a producdo, respectivamente, de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico. Tais efeitos induzem a ativacdo dos
macréfagos promovendo modificacdes que resultam no aumento da resposta imune
do individuo (DE OLIVEIRA et al., 2009).

Com excecdo do estudo de Seligmann et al. (2003), sdo inexistentes
trabalhos que considerem os efeitos de CA em linfécitos. Os trabalhos existentes

neste sentido mostram que CA induz a proliferagcdo de linfocitos, mas de forma
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indireta, como no trabalho de Burbano et al. (2009). Os autores deste trabalho
cultivaram macroéfagos de liquido ascitico intraperitoneal, provenientes de pacientes
com adenocarcinoma gastrico primario, em meio contendo CA. Em seguida, este
meio de cultura (suplementado com CA) foi reutilizado em cultura de linfécitos de
sangue periférico. Foi observado que o meio suplementado aumentou o nimero de

leucécitos em proliferacdo, como constatado pela avaliacdo do indice mitético.

Estudo semelhante foi realizado por Moreira et al. (2012). Tais autores
utilizaram CA para ativar macrofagos de Cebus apella in vitro e ex vitro. Em seguida,
linfécitos dos animais foram cultivados no meio de cultura utilizado na ativacdo dos
macrofagos. Por meio de citometria de fluxo, os resultados demonstraram que 0s
linfécitos cultivados em meio suplementado com macréfagos ativados por tratamento
com CA apresentaram uma maior proliferacéo celular em relacdo aos que nao foram
cultivados no meio suplementado. Da mesma forma que Seligmann et al. (2003), os
trabalhos de Burbano et al. (2009) e Moreira et al. (2012) demonstram que o CA por

si s6 ndo tem a capacidade de induzir a proliferacao de linfécitos.

A caracterizacdo dos efeitos antigenotdxicos e anticitotoxicos do CA é dificil,
uma vez que sdo escassos o0s trabalhos que demonstrem os efeitos deste
medicamento em linfécitos. No entanto, algumas inferéncias podem ser realizadas
baseadas no trabalho de Oliveira et al. (2008). Utilizando a tecnologia de
microarrays, estes autores avaliaram a expressao génica diferencial de leucocitos
peritoneais de camundongos tratados com CA. 147 genes foram diferencialmente
expressos no grupo tratado com CA. Estes genes sao principalmente envolvidos em
transcricdo/traducdo, dindmica e estrutura celular, resposta imune, citoprotecao,

processos enzimaticos e receptores/ligantes.

Dentre os genes citoprotetores induzidos nos experimentos de Oliveira et al.
(2008), encontra-se o Hsp70-1, gene pertencente a familia das heat shock proteins.
Este grupo de genes € expresso em resposta ao calor extremo e a uma grande
variedade de outros estimulos de estresse, que podem ser fisiolégicos, fisicos e
quimicos (YANG et al., 2008). Alguns estudos, como o de Calini et al. (2003) tem
demonstrado o papel desta familia no processo de reparo de DNA. Em seu trabalho,
tais autores demonstraram, através do teste do cometa, que células C3H 10T1/2

(fibroblasto de embrides de camundongos) apresentavam uma sensivel diminuigdo
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dos danos ao DNA induzidos por radiacdo ionizante, quando as mesmas eram
previamente tratadas com agua a 43°C por uma hora. A expressdo da proteina
Hsp70 foi confirmada por meio de western blotting.

Os mecanismos que induzem os efeitos antigenotéxicos induzidos por
Hsp70 ndo sao totalmente conhecidos. Uma hipdtese seria a de que a translocacao
de Hsp70 para o nucleo, durante o estresse, poderia colaborar para estabilizacdo da
estrutura da cromatina, prevenindo que a mesma sofresse dano (CALINI et al.,
2003). Mecanismo semelhante pode ter ocorrido para que houvesse a diminui¢cao
do ID observada nos linfocitos tratados simultaneamente com CA e NMU, no

presente trabalho.

Outro gene induzido pelo CA nos experimentos de Oliveira et al. (2008) foi o
GADDA458. Este gene pertence a uma classe que tem sido implicada em sinalizacao
de estresse em resposta a estimulos fisiolégicos ou ambientais, que resultam em
parada do ciclo celular, reparo do DNA, sobrevivéncia celular e senescéncia ou
apoptose. O papel exato das proteinas GADD45 na apoptose ainda nao foi
totalmente esclarecido. Existem estudos que indicam que tais proteinas agem como
préapoptoticas ou antiapoptoticas (LIEBERMANN e HOFFMAN, 2008).

Gupta et al. (2005) em um elegante trabalho demonstraram o papel anti-
apoptético do gene GADD45[B. Os autores demonstraram que células de medula
O0ssea de camundongos, nocauteadas para este gene, apresentavam uma maior
sensibilidade a apoptose induzida por radiacdo ultravioleta e pelos quimioterapicos
VP-16 e daunorrubicina em relacdo as células tipo-selvagem. A reintroducdo do
gene nas células nocauteadas restaurou seu fenétipo selvagem para apoptose. Este
experimento mostra claramente que a proteina GADD45B protege as células
hematopoiéticas do estresse genotoxico induzido por agentes quimioterapicos, ainda
gue 0os mecanismos pelo qual isto ocorra ndo sejam conhecidos. No entanto, sua
funcdo antiapoptotica, neste contexto, € clara. E possivel que os efeitos
antiapoptoticos do CA, observados no presente trabalho, possam também ter sido
mediados por uma indugdo do gene GADD45B nos linfécitos tratados
simultaneamente com CA+NMU. No entanto, tanto esta hipotese, quanto a
participacdo de Hsp70 na antigenotoxicidade do CA necessitam de comprovacao.
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Os resultados do presente estudo possibilitam novas perspectivas para uso
do CA, por demonstrar que, além de atuar como um excelente imunomodulador, CA
tem um importante papel citoprotetor, uma vez que reduz significativamente o0s

danos ao DNA induzidos pelo agente carcinogénico NMU.
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7 CONCLUSAO
e O NMU diminui significativamente a viabilidade de linfocitos;

e Todas as concentracoes de CA, utilizadas no ensaio cometa, reduziram
significativamente os danos causados pela administracdo do NMU, o que

caracteriza uma acao antigenotoxica in vitro deste composto;

o CA reduziu significativamente a apoptose induzida pelo NMU no tratamento
de 24h na cultura que continha NMU + CA 16%, 0 que caracteriza uma acao

anticitotoxica in vitro deste composto.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMETO LIVRE E ESCLARECIDO
AVALIACAO DO EFEITO ANTIGENOTOXICO E ANTICITOTOXICO DO BIOPRODUTO METODO
CANOVA®

As seguintes informacgbes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria
neste estudo. O Laboratério de Citogenética Humana do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Para esta desenvolvendo uma pesquisa que visa detectar in vitro os
efeitos antigenotéxicos e anticitotoxicos do produto homeopdtico Método Canova em
linfdcitos de individuos sadios, quando expostos ao carcinogénico NMU. O Método CANOVA®
(CA) é um imunomodulador brasileiro de formulacdo homeopatica indicado em condicbes
clinicas nas quais o sistema imune se encontre comprometido. O N-Metil-N-Nitrosoureia
(NMU) é um agente N-nitroso alquilante, que apresenta efeitos genotdxicos/mutagénicos.
Apesar de varios estudos terem demonstrado resultados promissores na utilizagdo do
medicamento CA, ndo existem trabalhos relatando possiveis efeitos antigenotdxicos deste
medicamento, a despeito de seu potencial anticarcinogénico.

Serd obtida uma amostra de sangue (20mL) através de punc¢do venosa, realizada por
profissional qualificado. A obtenc¢do do sangue para a pesquisa nao implicara risco a vocé. O
sangue coletado primeiramente serd tratado in vitro com Canova e NMU, em seguida, ele
serd utilizado para andlise no ensaio cometa e na avaliagdo de apoptose. Nao ha beneficio
direto para o participante. Trata-se de estudo experimental testando a hipdtese de que o
Canova consegue minimizar os efeitos causados pelo NMU. Somente ao final do estudo,
poderemos identificar a presenca de algum beneficio.

Em qualquer etapa do estudo, vocé ou seu responsavel terdo acesso aos profissionais
relacionados com a pesquisa para esclarecimento de duvidas. Os principais pesquisadores
sao os Prof. Dr. Marcelo de Oliveira Bahia e o mestrando Henrique Nascimento que podem
ser encontrados no Laboratdrio de Citogenética Humana do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Para, Av. Augusto Correa, 01, Belém —PA, telefone (091)3201-
7102.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informacdes que li ou
qgue foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo do efeito antigenotdxico e
anticitotéxico do bioproduto Método Canova®”.

Eu discuti com o Dr. Marcelo de Oliveira Bahia sobre minha decisdo de participar do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar
guando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o processo, sem penalidades,
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

Assinatura do voluntario

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
esclarecido deste voluntario ou representante legal para a participacdo neste estudo.

/___/

Prof. Dr. Marcelo de Oliveira Bahia
Fone: (91) 3226-8298/8869-8332



