UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM FARMACOLOGIA

FELIPE RHAYNAN DA SILVA ANDRADE

CARACTERIZAGAO DE UM NOVO MODELO DE MICROTECIDO OBTIDO A
PARTIR DO CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE FIBROBLASTOS E SUA
UTILIZAGAO NA AVALIAGAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO VENENO TOTAL
DE Bothrops erythromelas.

FORTALEZA

2023



FELIPE RHAYNAN DA SILVA ANDRADE

CARACTERIZACAO DE UM NOVO MODELO DE MICROTECIDO OBTIDO A
PARTIR DO CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE FIBROBLASTOS E SUA UTILIZACAO
NA AVALIAGAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO VENENO TOTAL DE Bothrops

erythromelas.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagdo em Farmacologia, da
Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial
para obtengdo do titulo de Mestre em

Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Helena

Serra-Azul Monteiro

Co-orientadora: Profa. Dra. Roberta

Jeane Bezerra Jorge

FORTALEZA

2023



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacao
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas

Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

A567C

Andrade, Fpelipe Rhaynan da Silva.

Caracterizagéo de um modelo de microtecido obtido a partir do cultivo tridimensional de
fibroblastos e sua utilizacéo na avaliagao dos efeitos citotoxicos do veneno total de
Bothrops erythromelas. / Fpelipe Rhaynan da Silva Andrade. — 2023.

93 f. :il. color.

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina,
Programa de Pds-Graduacdo em Farmacologia, Fortaleza, 2023.

Orientacdo: Profa. Dra. Helena Serra Azul Monteiro.

Coorientagéo: Profa. Dra. Roberta Jeane Bezerra Jorge.

1. Engenharia Tecidual. 2. Cultura Tridimensional de Células. 3. Bothrops. 4. Antiveneno.
I. Titulo.

CDD 615.1




FELIPE RHAYNAN DA SILVA ANDRADE

CARACTERIZACAO DE UM MODELO DE MICROTECIDO OBTIDO A PARTIR DO
CULTIVO TRIDIMENSIONAL DE FIBROBLASTOS E SUA UTILIZAGCAO NA
AVALIACAO DOS EFEITOS CITOTOXICOS DO VENENO TOTAL DE Bothrops

erythromelas.

Dissertagcao apresentada ao Programa
de Pés-Graduagdo em Farmacologia, da
Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial
para obtengcdo do titulo de Mestre em
Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Helena
Serra-Azul Monteiro

Co-orientadora: Profa. Dra. Roberta Jeane
Bezerra Jorge

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dra.Helena Serra Azul Monteiro (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Tiago Lima Sampaio
Universidade Federal do Ceara

Prof.2 Dra. Ana Celeste Ximenes Oliveira
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)



Dedico este trabalho a todos aqueles que
nao estao mais entre nds, por negligéncia
e pelo negacionismo promovido em um
periodo tdo obscuro para todo o planeta.
Dedico também a todos que, neste
mesmo  periodo, foram fortes e
inabalaveis na pesquisa e na atuacao
contra o COVID-19.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Jodo e Luzia, por me apoiarem em minhas decisdes e por
me ensinarem, desde de pequeno, sobre a importadncia do conhecimento. Por
sempre terem colocado minha educacao como prioridade. Por acreditarem que eu
posso conquistar tudo que eu almejo e por serem meus maiores exemplos de

perseveranga e forga.

As minhas orientadoras, professora Helena Serra Azul e professora
Roberta Jeane por me aceitarem no laboratorio, por todo o conhecimento
compartilhado, pelas conversas, pelos experimentos realizados e por embarcarem
nesse projeto comigo, por acreditar no meu potencial e nos frutos que essa pesquisa

poderia render e no que rendeu e no que, com certeza, continuara rendendo.

Aos meus amigos da vida: Alberto Sousa, Amanda Moura, Bruna de
Araujo, Cristiane Maria, Hadryel Vieira, Hérika Felipe, Larissa Belizario, Lennon
Camilo, Lucas Lopes, Mateus Monteiro e Milena Maciel, em ordem alfabética pra
nao ter briga, por absolutamente tudo que vivemos nos ultimos anos,. Nao acho que

seja exagero dizer que eu confiaria minha prépria vida a cada um de voceés.

Aos meus colegas e amigos do laboratério: Junior, Priscilla, Ingrid, Ivynna,
Joeliton, Danilo, Amanda e aos ICs, pelas conversas e pelo apoio num trabalho mais
distante dos trabalhos dos feitos por vocés, pela ajuda, pelas conversas, pela

vivéncia e por todo o aprendizado.

Ao Laboratério de Farmacogenética, o Farmagen, coordenado pela
professora Raquel Montenegro, e aos seus membros por, tdo gentiimente, me

receberem. Essa parceria foi fundamental para a realizagao deste trabalho.

Ao meu amigo Emerson Lucena, que foi designado pra me ajudar com
meus experimentos. Coitado, ndo sabia 0 que o esperava. Brincadeiras a parte,
esse trabalho é quase tanto seu quanto € meu. Vocé comegou como um parceiro de
laboratério e se tornou um grande amigo pra vida. Admiro muito sua inteligéncia, sua
simpatia e sua dedicacdo. Tenho certeza que vocé tem um futuro brilhante como

pesquisador. Sou muito grato por essa amizade.



A Dra. Aline Marinho por toda a ajuda em tantos momentos, pela ajuda
nao somente com este trabalho, mas também com disciplinas, duvidas aleatérias e
por, além de ser tdo solicita, também ser uma 6tima pessoa para sentar e conversar.
Seu carisma contagia e sua risada a gente escuta de longe, e quando isso acontece,

sabe que quando vocé chegar vai rir junto com voceé.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, o
CNPq, pelo apoio financeiro, ao Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos e a Unidade Multiusuario pelo aporte concedido para a realizagao do

trabalho.

A todos que contribuiram com esse trabalho, tenha sido no planejamento,

na execugao ou na motivagdo, meu muito obrigado!



“I hear the music, | feel the beat and for a

moment when I’'m dancing | am free.”

Florence Welch



RESUMO

O cultivo tridimensional de células compreende um conjunto de técnicas que vem
ganhando notoriedade nos ultimos anos devido a sua robustez. O objetivo deste
trabalho foi padronizar o cultivo tridimensional de fibroblastos utilizando microchips
de agarose como material de ancoragem e utilizar o modelo desenvolvido para
realizar tratamentos com o veneno total de Bothrops erythromelas e seu respectivo
antiveneno. As linhagens de fibroblastos MRC-5 e L929 foram cultivadas em
densidades crescentes de células (5 x 104, 10°e 1,5 x 10° células/chip para a MRC-5
e 1,25 x 10% 2,5 x 10* e 5 x 10* células/chip para a L929). Os parametros
morfométricos foram avaliados através de imagens obtidas do microscopio invertido,
sdo eles: solidez, circularidade e didametro de Feret. A linhagem L929 mostrou
melhores resultados morfométricos, com parametros de crescimento mais regulares,
e foi escolhida para os demais experimentos. A viabilidade dos microtecidos foi
avaliada através do método de coloragao por laranja de acridina e brometo de etidio
e mostraram que os microtecidos tinham células viaveis nos dias 5, 7 e 10 de cultivo.
Foram realizadas analises histoquimicas e histologicas; hematoxilina/eosina, que
mostrou uma boa estrutura dos esferdides. Azul de alcian mostrou uma pequena
quantidade de proteoglicanos acidos. E Picrosirius red, que mostrou escassez de
colageno e, por fim, a analise imunohistoquimica com ki-67 mostrou diferentes
padrées de multiplicacdo celular a depender do dia de cultivo. Os microtecidos
também foram submetidos a testes farmacoldgicos utilizando o veneno total de B.
erythromelas nas concentragcbes de 12,5 ug/mL e 25 ug/mL por 24h e seu
antiveneno (AV) em proporgéo de 5:1. Os resultados mostraram que o veneno nao
foi citotébxico em nenhum dos modelos, tradicional e tridimensional, mas causou
mudangas morfolégicas em ambas as formas de cultivo. As células em monocamada
perderam formato e tamanho e os microtecidos mostraram uma soltura de células,
perdendo sua estrutura. O antiveneno foi capaz de prevenir as agdes do veneno.
Dessa forma, este estudo mostrou que a linhagem de células L929 é capaz de
apresentar um crescimento tridimensional estavel. Mostrou também que os

microtecidos gerados tém potencial para uso em experimentos farmacolégicos.

Palavras-chave: Engenharia Tecidual; Cultura Tridimensional de Células; Bothrops;

Antiveneno



ABSTRACT: CHARACTERIZATION OF A NEW MODEL OF MICROTISSUE
OBTAINED FROM THE THREE-DIMENSIONAL CULTURE OF FIBROBLASTS AND
ITS USE IN THE EVALUATION OF THE CYTOTOXIC EFFECTS OF THE TOTAL
VENOM OF Bothrops erythromelas.

The three-dimensional culture of cells comprises a set of techniques that have
gained notoriety in recent years due to their robustness. The objective of this study
was to standardize the three-dimensional culture of fibroblasts using agarose
microchips as anchoring material and to use the developed model to perform
treatments with the total venom of Bothrops erythromelas and its respective
antivenom. The MRC-5 and L929 fibroblast cell lines were cultured at increasing cell
densities (5 x 104 10° and 1.5 x 10° cells/chip for MRC-5 and 1.25 x 10%, 2.5 x 104,
and 5 x 10* cells/chip for L929). Morphometric parameters were evaluated through
images obtained from an inverted microscope: solidity, circularity, and Feret diameter.
The L929 cell line showed better morphometric results, with more regular growth
parameters, and was chosen for further experiments. The viability of the microtissues
was assessed using the acridine orange and ethidium bromide staining method,
which showed viable cells in the microtissues on days 5, 7, and 10 of cultivation.
Histochemical and histological analyses were performed, including hematoxylin/eosin
staining, which showed a good structure of the spheroids. Alcian blue staining
revealed a small amount of acid proteoglycans. Picrosirius red staining showed a
scarcity of collagen, and finally, immunohistochemical analysis with ki-67 showed
different patterns of cell proliferation depending on the cultivation day. The
microtissues were also subjected to pharmacological tests using the total venom of
B. erythromelas at concentrations of 12.5 ug/mL and 25 ug/mL for 24 hours, along
with its antivenom (AV) at a ratio of 5:1. The results showed that the venom was not
cytotoxic in either the traditional or three-dimensional models, but it caused
morphological changes in both forms of cultivation. The cells in a monolayer lost their
shape and size, and the microtissues showed cell detachment, losing their structure.
The antivenom was able to prevent the actions of the venom. Thus, this study
showed that the L929 cell line is capable of presenting stable three-dimensional
growth. It also demonstrated that the generated microtissues have potential for use in

pharmacological experiments.

Keywords: Tissue Engineering; Three dimensional; Bothrops; Antivenom.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Considerada a primeira linhagem de células imortalizadas, a linhagem de
fibroblastos murino C3H em baixa densidade (& esquerda) e alta densidade (a
direita).

Figura 2 - Planejamento experimental do presente trabalho

Figura 3 - Representagdo do passo a passo para a produgao dos chips de agarose,
sendo (A) Molde utilizado para fabricagdo dos chips de agarose (B) Representagao
do molde com a solugéo de agarose 2%, representado na cor rosa; (C) Remogao do

chip apés solidificagao e (D) Chip de agarose pronto para uso

Figura 4 - Linhagem de células MRC-5 quando cultivadas em esferdides nas
densidades (A) 5 x 10* células por chip (B) 10° células por chip e (C)1,5 x 10°
células por chip, nos dias 5, 10, 15 e 20 de cultivo respectivamente. As imagens
foram obtidas através do uso de um microscopio de contraste de fase invertido.
Figura 5 - Graficos referentes ao diametro, solidez e circularidade da linhagem
MRC-5 quando cultivada em esferéides. O eixo X é referente aos dias de cultivo dos
esferdides e o eixo Y ao parametro avaliado. O didmetro de feret foi obtido através
da comparagdo dos tamanhos dos esferdides pelas imagens obtidas em
microscopio invertido. A solidez representa o quao regular € a estrutura do
perimetro dos esferdides, sendo valores mais préximos de 1 considerados regulares
e mais distantes de 1 mais irregulares. A Circularidade € a representagdo do quanto
o esferéide medido se aproxima de uma estrutura circular, em valores proximos de
1, ou de uma estrutura em elipse, valores mais distantes de um.

Figura 6 - Linhagem de células L929 quando cultivadas em esferdides nas
densidades (A) 1,25 x 10* células por chip (B) 2,5 x 10* células por chip e (C) 5 x
10* células por chip , nos dias 5, 10 e 15 de cultivo respectivamente. No décimo
quinto dia de cultivo os esferdides ja ocupavam todo o espago dos pogos, tornando
a continuidade da cultura inviavel. As imagens foram obtidas através do uso de um
microscopio de contraste de fase invertido.

Figura 7 - Graficos referentes ao diametro, solidez e circularidade da linhagem L929
quando cultivada em esferdides. O eixo X é referente aos dias de cultivo dos
esferdides e o eixo Y ao parametro avaliado. O didametro de feret foi obtido através

da comparagcdo dos tamanhos dos esferdides pelas imagens obtidas em



microscopio invertido. A solidez representa o qudo regular € a estrutura do
perimetro dos esferdides, sendo valores mais préximos de 1 considerados regulares
e mais distantes de 1 mais irregulares. A Circularidade é a representagao do quanto
o esferéide medido se aproxima de uma estrutura circular, em valores proximos de
1, ou de uma estrutura em elipse, valores mais distantes de um.

Figura 8 - Viabilidade dos esferdides da linhagem L929 através do método de
coloracéao diferencial por Laranja de Acridina e Brometo de Etidio nos dias 5, 7 e 10
de cultivo, respectivamente. As células viaveis sao coradas pela laranja de acridina
e apresentam fluorescéncia de cor verde, enquanto células apoptéticas sdo coradas
pelo brometo de etidio e apresentam fluorescéncia de cor vermelho/laranja.

Figura 9 - Histologia dos esferdides de fibroblastos da linhagem L929 nos dias 5, 7
e 10 de cultivo, respectivamente, quando corados com hematoxilina e eosina. As
imagens mostram uma estrutura regular e integra, além de uma boa distribui¢do das
células por todo o microtecido.

Figura 10 - Histoquimica dos esferdides de fibroblastos da linhagem L929 nos dias
5, 7 e 10 de cultivo, respectivamente, quando corados com o corante Azul de Alcian.
O corante Azul de Alcian cora componentes acidos com a cor azul. As imagens
mostram fraca coloragdo entre as células, indicando uma baixa presenca de
proteoglicanos acidos, componentes da matriz extracelular do tecido conjuntivo
Figura 11 - Imunohistoquimica dos esferdides de fibroblastos da linhagem L929
nos dias 5, 7 e 10 de cultivo, respectivamente, quando marcados com Ki-67 e
contrastados com Hematoxilina. As células com o nudcleo marrom possuem
marcagao positiva para Ki-67, indicando que estas células estdo em processo de
multiplicacdo celular. Os microtecidos nos dias iniciais tém células em divisao
divididas por todo o esferdide, enquanto que nos dias 7 e 10 as células em diviséo
se concentram nas bordas dos esferdides, como mostrado abaixo.

Figura 12 - Histoquimica dos esferdides de fibroblastos da linhagem L929 nos dias
5, 7 e 10 de cultivo, respectivamente, quando marcados com o corante Picrosirius.
O corante Picrosirius marca fibras de colageno com uma cor amarela/alaranjada.
Desta forma, os microtecidos de fibroblastos L929 n&o produziram colageno, pois
nao tiveram marcagao positiva em nenhum dos dias de cultivo, como mostrado
abaixo.

Figura 13 - Grafico de viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico Alamar Blue® da

linhagem de fibroblastos L929 quando tratada com concentragdes crescentes do



veneno total de Bothrops erythromelas. O ensaio mostrou que o veneno néao foi
citotéxico em nenhuma concentragao testada.

Figura 14 - Grafico de viabilidade celular da linhagem L929 quando tratada com
duas concentragbes do veneno total de Bothrops erythromelas e em trés tempos. O
veneno total de B. erythromelas nao foi citotoxico nas concentragcbes e tempos
testados. As células mantiveram viabilidade

Figura 15 - Coloragdo Pandtico da linhagem L929 na auséncia de tratamento
(controle negativo). As imagens mostram a morfologia normal das células, que tém
como caracteristicas um formato “estrelado” ou “pontudo”, como pode-se observar.
Figura 16 - Coloragcdo Panédtico da linhagem L929 tratadas por 24h com
doxorrubicina nas concentragdes de 12,5 pg/mL e 25 pg/mL, respectivamente
(controle positivo).

Figura 17 - Coloragdo Pandtico da linhagem L929 tratadas por 24h com o veneno
total de Bothrops erythromelas na concentracdo de 12,5 pg/mL. As andlises
evidenciam que, na concentragado e tempo testados, as células perderam muito de
sua capacidade de adesdo, mas ainda contém uma boa quantidade de células
quando comparado com o tratamento de 25ug/mL (abaixo). Além disso, também
pode-se notar a diferenga na morfologia quando comparada com as células nao
tratadas.

Figura 18 - Coloragdo Pandtico da linhagem L929 tratadas por 24h com o veneno
total de Bothrops erythromelas na concentragdo de 25 pg/mL. As analises
evidenciam que, na concentragcado e tempo testados, as células perderam muito de
sua capacidade de adeséo, tendo sua maioria perdidas nos processos de realizagao
do teste. Além disso, também pode-se notar a diferenga na morfologia quando
comparada com as células nio tratadas.

Figura 19 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops
erythromelas na concentracéo de 12,5 yg/mL por 24h. Visualmente, os esferdides
nao apresentaram diferencas notaveis no formato quando comparados aos
esferdides n&o tratados (mostrados anteriormente).

Figura 20 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops
erythromelas na concentracdo de 12,5 pg/mL por 24h, dessa vez na presenca
também do soro antibotrépico na propor¢do de 5:1 de antiveneno para veneno.

Assim como nos tratamentos somente com o veneno total de B. erythromelas, os



microtecidos nao apresentam diferencas visualmente notaveis no formato, quando
comparados aos microtecidos nao tratados.

Figura 22 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops
erythromelas na concentragdo de 25 pg/mL por 24h, dessa vez na presenga
também do soro antibotrépico na proporcdo de 5:1 de antiveneno para veneno.
Diferente dos microtecidos que nao foram tratados com o soro, os esferdides dessa
vez apresentaram uma estrutura semelhante aos n&o tratados, evidenciando a agao
do antiveneno.

Figura 23 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops
erythromelas nas concentragbes de 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 (direita) pg/mL por
24h na auséncia do soro antibotrépico. Apds passarem pelo processo de
recuperagcao, ou seja, da retirada dos chips de agarose, os microtecidos
apresentaram soltura expressiva das células, principalmente na concentracao de 25
Mg/mL.

Figura 24 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops
erythromelas nas concentragdes de 12,5 pg/mL (esquerda) e 25 (direita) ug/mL por
24h na presenga também do soro antibotrépico, na propor¢ao de 5:1 de antiveneno
para veneno. Apds passarem pelo processo de recuperagao, ou seja, da retirada
dos chips de agarose, os microtecidos ndo apresentaram soltura das células.

Figura 25 - Graficos referentes ao diametro, solidez e circularidade da linhagem
L929 quando cultivada em esferdides. O didmetro de feret foi obtido através da
comparagao dos tamanhos dos esferdides pelas imagens obtidas em microscopio
invertido. A solidez representa o quao regular € a estrutura do perimetro dos
esferdides, sendo valores mais proximos de 1 considerados regulares e mais
distantes de 1 mais irregulares. A Circularidade é a representacdo do quanto o
esferéide medido se aproxima de uma estrutura circular, em valores proximos de 1,
ou de uma estrutura em elipse, valores mais distantes de um.

Figura 26 - Viabilidade dos esferoides da linhagem L929 na densidade de 2,5 x 10*
células/chip através do método de coloragdo diferencial por Laranja de Acridina e
Brometo de Etidio quando tratados por 24h com 12,5 uyg/mL (esquerda) e 25 pg/mL
(direita) do veneno total de B. erythromelas na auséncia de antiveneno. Os
tratamentos foram realizados no sétimo dia de cultivo dos microtecidos. As células

viaveis sao coradas pela laranja de acridina e apresentam fluorescéncia de cor



verde, enquanto células apoptdticas sao coradas pelo brometo de etidio e
apresentam fluorescéncia de cor vermelho/laranja

Figura 27 - Viabilidade dos esferoides da linhagem L929 na densidade de 2,5 x 10*
células/chip através do método de coloragéo diferencial por Laranja de Acridina e
Brometo de Etidio quando tratados por 24h com 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 pg/mL
(direita) do veneno total de B. erythromelas na presenga do soro antibotrépico na
proporcao de 5:1 de antiveneno para veneno. Os tratamentos foram realizados no
sétimo dia de cultivo dos microtecidos. As células viaveis sdo coradas pela laranja
de acridina e apresentam fluorescéncia de cor verde, enquanto células apoptéticas
sdo coradas pelo brometo de etidio e apresentam fluorescéncia de cor
vermelho/laranja

Figura 28 - Histologia dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 tratados
com o veneno total Bothros erythromelas nas concentragdes 12,5 pg/mL (esquerda)
e 25 pg/mL (direita), quando corados com hematoxilina e eosina. As imagens
mostram uma estrutura comprometida, além de uma desagregacdo dos
microtecidos e, consequentemente, soltura das células.

Figura 29 - Histologia dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 tratados
com o veneno total Bothrops erythromelas nas concentragdes 12,5 pg/mL
(esquerda) e 25 ug/mL (direita) e com antiveneno na proporcédo de 5:1 de
antiveneno pra veneno, quando corados com hematoxilina e eosina. Os resultados
mostraram que o antiveneno inibiu a agdo do veneno, impedindo a desagregacéo
dos microtecidos causada pelo veneno.

Figura 30 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 quando
tratadas com o veneno total de B. erythromelas nas concentragcbes de 12,5 ug/mL
(esquerda) e 25 pug/mL (direita) quando corados com o corante Azul de Alcian. O
corante Azul de Alcian marca componentes acidos com a cor azul. As imagens
mostram uma colorag¢ao azul entre as células do microtecido tratado com o veneno
na concentracao de 12,5 ug/mL, indicando uma marcacgao positiva para a presenca
de proteoglicanos acidos, componentes da matriz extracelular do tecido conjuntivo.
O microtecido tratado com o veneno na concentracdo de 25 pg/mL teve uma
marcagao ausente e as células desagregadas.

Figura 31 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 quando
tratados com o veneno total de B. erythromelas nas concentragbes de 12,5 ug/mL

(esquerda) e 25 pg/mL (direita) e com antiveneno na proporcédo de 5:1 de



antiveneno para veneno quando corados com o corante Azul de Alcian. O corante
Azul de Alcian marca componentes acidos com a cor azul. As imagens mostram
uma coloragado azulada entre as células dos microtecidos de ambos os tratamentos,
indicando marcagéao positiva para proteoglicanos acidos e sugerindo que estes tém
papel importante na agregacgéo das células.

Figura 32 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929
tratados com o veneno total de B. erythromelas nas concentragcbes de 12,5 ug/mL
(esquerda) e 25 pg/mL (direita) quando marcados com o corante Picrosirius. O
corante Picrosirius marca fibras de colageno com uma cor vermelha. Desta forma,
os microtecidos de fibroblastos L929 nao produziram colageno, pois n&o tiveram
marcagao positiva em nenhum dos tratamentos.

Figura 33 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929
tratados com o veneno total de B. erythromelas nas concentragbes de 12,5 pg/mL
(esquerda) e 25 ug/mL (direita) e com antiveneno na proporcédo de 5:1 de
antiveneno para veneno quando marcados com o corante Picrosirius. O corante
Picrosirius marca fibras de colageno com uma cor vermelha. Desta forma, os
microtecidos de fibroblastos L929 ndo produziram colageno, pois nao tiveram

marcagao positiva em nenhum dos tratamentos.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

3D Tridimensional

Asp49 Fosfolipase A,

AV Antiveneno
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1 INTRODUGAO

1.1 Métodos Alternativos ao Uso de Animais nas pesquisas de laboratério

E de conhecimento comum que os animais fazem parte da histéria
humana, foram e ainda s&o utilizados para diversos fins e com diversos propositos,
seja como companhia, transporte, alimentacédo dentre outros. A utilizagdo de
animais em laboratério para fins de pesquisas biomédicas e comportamentais vem
sendo feita a milénios, tendo um dos seus primeiros registros histéricos datado do
século IV a.C, onde estudos realizados por Aristoteles mostraram diferencas
anatbmicas entre animais através de sua dissecacdo (ROWAN, 1984). Atualmente,
sao diversas as aplicagcdes nas pesquisas cientificas, como por exemplo a
performance de novos potenciais farmacos ou efeitos fisiopatologicos de
substancias, experimentos esses que sao importantes para o desenvolvimento de
novos tratamentos de doengas.

Ao longo dos anos foram surgindo movimentos que tinham por objetivo
reduzir os danos a esses animais, bem como definir um modelo ético a ser seguido
quando seu uso fosse feito em laboratério. O principio dos 3 Rs foi entado
apresentado pela primeira vez em 1959 na obra “The principles of humane
experimental tecnique” de William Russel e Rex Burch. Sao eles: Replace, que quer
dizer substituir, e que consiste na substituicdo dos animais vertebrados e sencientes
por invertebrados, embrides de vertebrados ou modelos in vitro, desde que fosse
possivel haver essa substituicao sem comprometer os resultados dos experimentos.
Reduce, que quer dizer reduzir e consiste na reducdo do numero de animais
utilizados, também sem que haja prejuizos aos resultados dos experimentos. E, por
fim, Refinement, que quer dizer refinamento, que visa o refinamento das técnicas
utilizadas para que haja diminuicdo do sofrimento dos animais enquanto os
experimentos estiverem sendo realizados (RUSSEL; BURCH, 1959).

Em 1978, a Organizacdo das Nag¢des Unidas para Educacéao, Ciéncia e
Cultura, a UNESCO, publicou a Declaracao Universal dos Direitos dos Animais, do

qual o Brasil foi signatario. A declaragao tinha como objetivo servir como base para
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a elaboracéo de diretrizes legais no que diz respeito a experimentagdo animal. No
Brasil, a articulagdo da comunidade cientifica junto de politicos do Congresso
Nacional acabou culminando na criacdo da Lei Federal 11794/08, que ficou
conhecida como Lei Auroca, homenagem ao médico sanitarista Antdnio Sérgio da
Silva Auroca, tendo sido promulgada em outubro de 2008 (UNESCO, 1978;
BRASIL, 1988, 2008). A partir da vigéncia da Lei Auroca, foi criado o Conselho
Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA), vinculado ao Ministério de Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdao (MCTIC). O CONCEA entao estabeleceu a criagédo de uma
camara de atuagao permanente voltada para a implementagéo de diretrizes, junto a
uma Rede Nacional de Métodos Alternativos, o RENAMA, referentes tanto quanto a
utilizagdo de métodos alternativos ao uso de animais de laboratério quanto a sua
regulamentacao (MORETTO, 2019).

Os métodos alternativos ao uso de animais podem ser definidos como
sendo um conjunto ndo apenas de diferentes técnicas e esforgos n&o apenas para a
substituicdo do uso de animais, mas também métodos que contribuem para sua
redugdo e/ou refinamento de técnicas e protocolos. Sao considerados métodos
alternativos o uso de alguns vertebrados como peixes, répteis e anfibios, sendo
alternativos ao uso de mamiferos.

Além dos modelos citados, s&do também utilizados microrganismos,
modelos computacionais e o cultivo de células e tecidos, sempre com uma
abordagem de reducdo, refinamento ou, mais raramente, de substituicdo dos

modelos animais convencionais.

1.2  Cultivo de Células

O cultivo de células € uma técnica que permite manter células vivas fora
do seu organismo de origem e estuda-las. Isso acontece através do isolamento de
células eucaridticas de um determinado tecido, podendo este ser animal ou vegetal,
da manutencao da viabilidade e proliferacdo dessas células em um sistema in vitro
que tem fatores como pH, temperatura, atmosfera de CO, controlados, bem como os
proprios nutrientes que as células tém ou n&do acesso (BARBOSA et al., 2015).

Historicamente, existem registros de técnicas que tinham como objetivo
manter células vivas em algum sistema fora do organismo de origem, mas foi
apenas em 1943 que Earle e colaboradores publicaram o primeiro estudo fazendo

uso de um meio produzido em laboratério com o que viria a ser a primeira linhagem



23

de células, C3H, uma linhagem derivada de fibroblastos de camundongo, células
mostradas na figura 1. A partir dai iniciou-se o processo de estudos com células e
produgcdo de meios de cultivo nas décadas seguintes, como o meio criado pelo
grupo de Eagle (Minimum Essential Medium Eagle ou MEM), e o “Meio de Eagle
modificado por Dulbecco” (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ou DMEM), que
adicionou aminoacidos essenciais e ndo-essenciais (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et
al., 2014).

Até os dias atuais, o cultivo de células e os estudos in vitro sao
amplamente conhecidos e utilizados, além de apresentar-se como uma ferramenta
essencial no desenvolvimento da ciéncia. Sdo estudos em diversas areas, desde a
pesquisa basica, como estudos envolvendo DNA e metabolismo, até pesquisa
aplicada, que envolve estudos com biologia molecular, manipulagdo e modulagao

genética, protedbmica e virologia.

Figura 1 - Considerada a primeira linhagem de células imortalizadas, a linhagem de fibroblastos

murino C3H em baixa densidade (a esquerda) e alta densidade (a direita).

ATCC Number: CCL-226
Designation: C3H/107T1/2, Clone8

Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Fonte: https://www.atcc.org


https://www.atcc.org
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Sao muitos os estudos que podem ser encontrados na literatura que
fazem uso de cultivos celulares em monocamada ou tridimensionais. Desde
pesquisas farmacoldgicas que avaliam diferentes efeitos de diferentes substancias,
interagbes farmaco-receptor, mutagénese, carcinogénese, ensaios de ancoragem,
agregacao de células, até estudos relacionados a engenharia de tecidos, onde a
produgcao de microtecidos tem ganhado destaque e muitos estudos tem o objetivo
de possibilitar transplantes, regeneragao de tecidos e desenvolvimento de matriz
extracelular (YAO; ASAYAMA, 2017; RODRIGUES-HERNANDEZ et al., 2014).

1.2.1 Cultivo tridimensional de células

O cultivo tridimensional de células compreende um conjunto de diferentes
técnicas que tem por objetivo trazer mais robustez aos modelos de estudo in vitro
através da possibilidade da formagéo de agregados celulares que sejam capazes de
mimetizar um tecido. Isso faz com que seja possivel a realizagdo de experimentos
que podem ser considerados até mesmo como estudos ex vivo, ou seja, em um
tecido fora de um organismo (EDMONDSON et al. 2014).

Inicialmente, trés elementos basicos eram necessarios para que células
isoladas fossem capazes de formar agregados e, eventualmente, um microtecido,
sendo estes: as células, o biomaterial e os fatores de crescimento (LANGER;
VACANTI, 1993). Atualmente, porém, €& possivel gerar um microtecido sem
utilizagcado de biomateriais, através da utilizacdo de micro-moldes ou micro-chips néo
aderentes. Esses moldes podem ser fabricados com diversos formatos (esféricos,
cilindricos, tubulares, dentre outras) e ja tem se mostrado uma alternativa viavel a
utilizacdo de biomateriais. Esses estudos fazem parte da chamada Engenharia de
Tecidos ou Engenharia Tecidual (ET) (DEAN; NAPOLITANO; YOUSSEF, 2007;
FENNEMA; RIVRON; ROUWKEMA, 2013; NAPOLITANO et al., 2007)

Atualmente, a ET oferece a possibilidade de gerar diversos tecidos, tanto
para estudos fisiopatolégicos, como para a utilizagdo na reconstrucao de tecidos e
orgaos, cobrindo uma ampla gama de tecidos, incluindo: epitelial, nervoso,
muscular, tecido 6sseo e cartilaginoso, estruturas nervosas, além de tecidos
especializados como ligamentos periodontais e glandulas salivares, dentre outros
(RAI et al., 2015).

Todos esses estudos demonstram que o cultivo tridimensional de células,

seja por técnicas que utilizem biomateriais ou formagéao de agregados celulares em
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moldes, favorecem a diferenciagdo celular, permitindo a geragdo de substitutos
biomiméticos, que, em alguns casos, se mostraram capaz até mesmo de promover
a regeneracdao de tecidos em alguns modelos animais (ACHILLI; MEYER,;
MORGAN, 2012).

Além disso, os microtecidos também sao uma ferramenta util para avaliar
o comportamento de determinadas células em certas condicdes de -cultivo,
permitindo estudar a dinamica de adesao celular para a formagao dos agregados, a
interacao célula-célula e interagao célula-matriz extracelular, o que permite a criagao
de novos modelos in vitro para a investigacdo de diferentes substancias ou
farmacos, por exemplo (EDMONDSON; ADCOCK; YANG, 2014).

Dentre as principais técnicas de cultivo tridimensional, pode-se citar os érgaos
em chips, onde as células sédo cultivadas em dispositivos microfluidicos com
ambiente experimental controlado e sao capazes de reproduzir propriedades
fisiologicas semelhantes dos tecidos e oOrgaos, preservando a morfologia e
importantes interagdes celulares (MI, S., et al., 2018). O método da gota suspensa,
que faz com que a formagéo de agregados celulares/esferéides acontegcam através
da acdo da forga da gravidade. Nesse modelo, as células sédo cultivadas em gotas
na tampa das placas de cultivo, que, posteriormente, sdo invertidas (Jorgensen et
al., 2014; Prange et al., 2016). Além de outros métodos como camada por camada,
placa magnética, modelos que fazem uso de um scaffold que auxiliem na formagao
dos esferoides etc.

Ou seja, diversos sao os modelos e propositos dos estudos que fazem uso do
cultivo 3D de células. Todos eles, porém, buscam, de certa forma, algo parecido: um
modelo in vitro que tenha uma robustez que faca com que eles se equiparem até
mesmo a modelos in vivo.

Em estudo publicado por Lafnoune e colaboradores (2022), o cultivo 3D foi
utilizado para avaliar a citotoxicidade da cobra Naja haje utilizando o que eles
chamaram de “tumor esferéide multicelular”’, que nada mais era que um co-cultivo de
quatro tipos celulares (a linhagem de carcinoma hepatocelular Huh7, a linhagem de
fibroblastos WI38, a linhagem de células estreladas hepaticas LX2 e células
derivadas do endotélio de veias do corddo umbilical humano, as células HUVEC.
Seus principais resultados mostraram que o veneno de N. haje possui um potencial
efeito anti tumoral em cancer hepatico, uma vez que apresentou citotoxicidade para

as células de carcinoma mas apresentou baixa toxicidade em células normais.
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1.3 Serpentes do Género Bothrops: acidentes ofidicos, composi¢ao e
efeitos fisiopatolégicos dos venenos botrépicos

No Brasil, as serpentes pegonhentas sdo representadas principalmente
por duas familias, Viperidae e Elapidae. A familia Elapidae é representada por dois
principais géneros, Micrurus e Leptomicrurus, enquanto a familia Viperidae é
representada por 5 principais géneros, Bothrops, Bothriopsis, Bothrocophias,
Lachesis e Crotalus (COSTA, 2021).

O género Bothrops é pertencente a subfamilia Crotalidae, constituindo
um grupo numeroso de espécies, tendo sido 32 catalogadas até o momento, e com
uma variedade morfolégica, tendo diversas cores, tamanhos e habitos. Sao
encontradas nas Américas Central e do Sul e ocupam todo o territério brasileiro. As
espécies ocupam 0s mais variados ambientes, desde florestas umidas, podendo ser
encontradas na copa de arvores ou a beira de rios, até regides semiaridas, como a
caatinga (MELGAREJO, 2009).

Dentre as espécies de maior relevancia para a saude publica
destacam-se Bothrops alternatus (urutu-cruzeiro, cruzeira), B. erythromelas
(jararaca-da-seca), B. jararaca (jararaca, jararaca preguigosa), B. jararacussu
(jararacugu), B. leucurus (jararaca), B. moojeni (caigaca), B. neuwiedi
(jararaca-pintada, jararaca-de-rabo-branco) e B. atrox (jararaca, jararaca-do-norte)
(MELGAREJO, 2009). Devido ao grande numero de espécies e as semelhancas
que estas apresentam entre si, a dificuldade de identificagdo por nomes populares
ainda é grande (PUORTO, 1992).

Estima-se que, anualmente, cerca de 400 mil pessoas sofram com
acidentes ofidicos todos os anos, dos quais 80% sao pertencentes a serpentes do
género Bothrops, conhecidas popularmente como jararacas.

No Nordeste brasileiro, a espécie Bothrops erythromelas é uma das
principais causadoras de acidentes ofidicos. E conhecida popularmente como
jararaca-da-seca por habitar regides xerofilas, como a caatinga, podendo ser
encontrada nos estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Bahia,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Maranhdo e Minas Gerais. Apresenta um
comprimento médio de 55 cm e se alimenta de pequenos animais, como ras,
lagartos e pequenos mamiferos (LIRA-DA-SILVA et al., 2009; BARROS et al., 2014).
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1.3.1 Venenos botrépicos e o veneno de Bothrops erythromelas

Os venenos de serpentes sdo constituidos de uma mistura complexa de
glicoproteinas, enzimas, polipeptideos e outros componentes n&o proteicos. Essa
mistura € produzida e armazenada em glandulas especializadas que possuem dutos
de ligacdo com as presas do animal. Esses componentes fazem com que o veneno
das serpentes possua uma atividade biolégica que permite que estas possam
enfraquecer suas presas, através de imobilizacdo, para entdo se alimentar, bem
como funcionar como um mecanismo de protecdo contra eventuais predadores ou
outras ameacgas, uma vez que o veneno age atacando varios sistemas fisioldgicos
do organismo da presal/vitima, debilitando-a ou podendo até mesmo levar a sua
morte (MACKESSY; BAXTER, 2006; CALVETE et al., 2009; ESPINO-SOLIS et al.,
2009).

Cerca de 95% do peso seco dos venenos ofidicos € composto por
substancias proteicas. O restante da mistura, ou seja, a fragdo nao-protéica, é
composta de substancias inorganicas que podem estar relacionadas a mecanismos
cataliticos de algumas das enzimas presentes no veneno. Algumas dessas
substancias sdo: calcio, magnésio, zinco, ferro, cobre, potassio, sédio, cobalto,
dentre outros. Além disso também podem ser encontrados aminoacidos livres,
pequenos peptideos, carboidratos, fosfolipidios € aminas biogénicas (BJARNASON;
FOX, 1994; KOH, 2006).

Apos inoculado, o veneno mostra uma variedade de ag¢des bioldgicas e,
geralmente, cada componente da mistura possui uma atividade propria. Porém, em
alguns casos, podem ocorrer a formacdo de complexos proteicos, covalentes ou
ndo-covalentes, sinérgicos, capazes de aumentar a atividade biolégica (DOLEY;
KINI, 2009). O veneno de B. erythromelas possui quatro componentes isolados e
caracterizados. Sao eles: Peptideo potenciador de bradicinina (BPP), Fator de
crescimento endotelial vascular de veneno de serpente (svWEGF), Fosfolipase A,
(Asp49) acida e uma metaloproteinase do tipo Ill.

O Peptideo potenciador de bradicinina (BPP) é um inibidor natural da
enzima conversora de angiotensina (ECA). A hipotensdo ¢é frequentemente
verificada apds o envenenamento botropico € em grande parte decorrente da agao
inibitoria destes peptideos vasoativos (BPPs) sobre a ECA, caracteristica que

impede a geragcdo do peptideo vasoconstritor angiotensina |l e inativagdo do
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peptideo hipotensor, a bradicinina (ONDETTI; CUSHMAN, 1981; MCCLEARY; KINI,
2013);

O svVEGF atua mediando o efeito hipotensor, pois, acredita-se que os
sVWEGFs atuem potencializando a atividade de outros componentes téxicos dos
venenos, bem como sendo coadjuvantes da atividade hipotensora verificada em
alguns venenos, podendo estar envolvido na resposta local e sistémica no
envenenamento, assim como no efeito primario de imobilizacdo da presa
(JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2001).

A Fosfolipase A, (Asp49) acida também esta relacionada com o efeito
anti-plaquetario e inflamatério. As enzimas Fosfolipase A, catalizam a hidrdlise de
glicerofosfolipidios na posicdo sn-2 da cadeia principal do glicerol liberando
lisofosfolipidios e acido araquidénico. O metabolismo deste Ultimo, pelas
ciclooxigenases COX-1 e COX-2, origina prostaglandinas, importantes segundos
mensageiros fisiologicos e mediadores de processos inflamatorios. E a
metaloproteinase do tipo Ill, chamada de Berythractivase, apresenta atividade
coagulante, o que difere das demais metaloproteinases da mesma classe
encontradas em venenos de serpentes de outras espécies, que, de maneira geral,
possuem atividade hemorragica e ndo coagulante, o que pode ser um indicativo de
uma fisiopatologia diferente no veneno de B. erythromelas em relagdo as demais
espécies botropicas. (BURKE; DENNIS, 2009; Schattner et al., 2005 ).

Estudo protedmico realizado por Jorge e colaboradores mostrou que o
veneno de B. erythromelas apresenta um perfil proteico diferente de acordo com a
regiao das serpentes. Mas, de maneira geral, sdo compostos majoritariamente de
metaloproteinases das classes Pl e Plll - PI-SVMP e PIII-SVMP (Snake Venom
Metalloproteinase), que, juntos, representam cerca de 45% da composi¢do do
veneno. O segundo componente mais presente varia de acordo com a regiao,
podendo ser os peptideos potencializadores de bradicinina, que representam de
11% a 15% da composig¢ao ou as lectinas do tipo C (CTL) que variam de 9% a 22%,
além das fosfolipases do tipo A,, que também compdem de 11% a 15% da
composigcdo. Os demais componentes sdo serinoproteinases (Ser-Prot), fator
de crescimento endotelial vascular de veneno de serpente (svVEGF),
desintegrina-like/ cisteina-dominio rico (DC), desintegrina (Disi), fosfolipase B
(PLB) e fosfodiesterase; 5'NT: 5'-nucleotidase (PDE) (JORGE et al., 2015).
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1.3.2 Efeitos fisiopatolégicos dos venenos botrépicos

No envenenamento botropico, ocorre o rapido desenvolvimento de
edema e inflamagdo no local da picada. O surgimento de edema causado pelo
veneno esta diretamente ligado a agao de toxinas, tais como hemorraginas, que sao
responsaveis por agir diretamente sobre o endotélio dos capilares e pequenas
veias, dessa maneira aumentando a sua permeabilidade; citotoxinas, que induzem a
liberacdo de histamina, fosfolipase A, acido araquidénico, que € liberado apés a
desestabilizagdo da bicamada de fosfolipideos de membrana, a partir da sintese de
prostaglandinas (que aumenta a permeabilidade capilar); proteases, que catalisam o
cininogénio em cininas e leva a producdo de Oxido nitrico e prostaglandinas;
peptideos vasoativos, que inibem a agdo da enzima conversora da angiotensina
(ECA), fazendo assim com que a acdo da bradicinina seja aumentada; e
componentes da cascata do sistema complemento (GUTIERREZ; LOMONTE, 1989;
GILMAN, 1996).

Os efeitos locais do veneno de botropico estdo relacionados
principalmente a dor, hemorragia e eventualmente necrose tecidual, que podem
levar a perda de funcao dos tecidos afetados. Isso acontece devido a um conjunto
de eventos que envolvem acdo coordenada dos componentes citados
anteriormente. A fosfolipase A, aparece como uma das principais responsaveis por
desencadear os efeitos inflamatérios locais no envenenamento. Além disso, a
presenca de outras substancias fazem com que uma resposta hemorragica seja
observada. Algumas metaloproteinases degradam nao apenas fibrina e fibrinogénio
mas também proteinas da matriz extracelular produzida pelos fibroblastos da pele
(laminina, fibrinectina, colageno tipo 1V), além interromper a agdo enzimatica da
membrana basal e da matriz extracelular ao redor dos capilares. A presencga dessas
enzimas que degradam os componentes matriz extracelular do tecido conjuntivo da
célula faz com que a lesédo tecidual seja acentuada, diminuindo os niveis de
fibrinogénio e acentuando a hemorragia ao reduzir agragagdo plaquetéaria e,
consequentemente, a coagulacdo (ARAGAO et al, 2009; MOREIRA et al, 2021).

De maneira geral, os venenos botropicos apresentam uma atividade
pro-inflamatéria e diversos estudos ja demonstraram que diversos mediadores

inflamatdrios participam dos mecanismos fisiopatolégicos induzidos pela presenca
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de veneno de diversas espécies do género Bothrops nos organismos das
presas/vitimas (TREBIEN; CALIXTO, 1989; GONCALVES; MARIANO, 2000;
ARAUJO et al., 2000; BARBOSA et al., 2003). A producdo de citocinas de perfil
principalmente pro-inflamatorio, 6xido nitrico e ativagdo do sistema complemento
sdo exemplos dos mecanismos descritos nesses estudos. Algumas das citocinas
envolvidas no envenenamento sao: IL-1, IL-6, IL-8, INF-y e TNF-a. A producao de
NO esta diretamente ligada a inducao de lesao tecidual, devido a tendéncia a formar
nitritos e peroxinitritos, além de causar vasodilatagdo, gerando assim uma
hipotensao.

Dentre os estudos com ensaios biolégicos utilizando o veneno de
B.erythromelas, um estudo realizado por por Luna e colaboradores (2011)
demonstrou que, in vitro, o veneno de Bothrops erythromelas foi capaz de produzir
citocinas pro inflamatorias em cultivo primario de esplenécitos de camundongos,
seus resultados mostraram que IL-6, NO e INF-y foram produzidos por células
tratadas com veneno, e que, frente ao veneno de Crotalus durissus cascavella, a

serpente cascavel, o veneno botropico mostrou ainda uma maior citotoxicidade.

1.4 Soro Antibotrépico

Os estudos dos antivenenos tém muito a ver com o marco do entendimento
da imunologia pela humanidade. No fim do século XIX, o cientista Henry Sewall
decidiu estudar a possibilidade de imunizagdo contra o veneno de serpentes,
inoculando doses néo letais em passaros, observando um aumento na resisténcia
contra os efeitos do veneno (SEWALL, 1887). Alguns anos depois, Albert Calmette
realizou experimentos que demonstraram que a aplicacdo de doses crescentes do
veneno de serpentes em coelhos aumentava a resisténcia desses animais contra as
acdes do veneno, e ndo somente isso, que 0 soro dos animais imunizados era
capaz de neutralizar a acdo do veneno em experimentos in vitro bem como tinham
uma capacidade preventiva e terapéutica em casos de envenenamento in vivo
(HAWGOOD, 1999).

No Brasil, o médico Vital Brazil Mineiro da Campanha, famoso pesquisador
imunologista, foi um dos responsaveis pela producdo dos primeiros soros
antiofidicos no Brasil, em 1901. Na época, somente no estado de Sao Paulo, cerca

de 5000 pessoas sofriam acidentes ofidicos anualmente, causados principalmente
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por serpentes dos géneros Bothrops sp. e Crotalus sp, as jararacas e cascaveis,
respectivamente. Vital Brazil entdo observou que o tratamento desenvolvido por
Calmette ndo era eficaz nos acidentes ofidicos observados no Brasil, realizando
experimentos baseados nos de Calmette e concluindo que os antivenenos eram
especificos para venenos de diferentes géneros, e que um soro sO seria eficaz
contra o veneno de serpentes do género do qual fora utilizado em sua produgao.
Vital Brazil produziu entdo os primeiros soros antibotropico e anticrotalico em 1901
(SQUAIELLA-BAPTISTAO et al., 2018).

Atualmente, o soro antibotrépico € um soro pentavalente produzido através
do plasma de equinos hiperimunizados com uma mistura dos venenos de cinco
serpentes do género Bothrops (B. jararaca, B. alternatus, B. jararacussu, B. moojeni
e B. neuwiedi). Essa composi¢ao foi definida pelos estudos pré clinicos realizados
por Dias da Silva e colaboradores que avaliaram a reatividade cruzada dos venenos
de 10 espécies do género Bothrops (B. alternatus, B. atrox, B. cotiara, B.
erythromelas, B. insularis, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neumiedi e B.
pradoi) e verificaram que os venenos de B. jararaca, B. alternatus, B. moojen, e B.
neuwied eram bons imunizadores, capazes de induzir a formacao de anticorpos que
neutralizavam os venenos das demais espécies, com excegao a B. jararacussu, que
foi, portanto, adicionada ao pool, criando-se assim o soro pentavalente utilizado até
hoje (Dias da Silva et al., 1989; Instituto Butantan, 2023).

2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Os estudos que envolvem experimentos in vitro vem sendo usado ha
décadas, bem como também vem ganhando novas metodologias e novos meios de
tornar esses estudos cada vez mais robustos e com uma maior confiabilidade no
que diz respeito a reprodutibilidade dos resultados quando sao levados adiante com
estudos in vivo.

Uma dessas metodologias que busca melhorar a qualidade dos estudos
com células sao os diferentes tipos de cultivo que compreendem o chamado “cultivo
tridimensional”, ou cultivo 3D, de células, que tem por objetivo trazer um conjunto de
caracteristicas que possam aproximar mais os sistemas in vitro da complexidade de

sistemas e organismos vivos. Assim, existe uma ampla gama de aplicagdes para os
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microtecidos gerados, que vao desde aplicagdes farmacoldgicas, avaliagdo de
toxicidade até técnicas mais avangadas de engenharia tecidual no reparo de tecidos

Além disso, a serpente B. erythromelas € a principal causadora de
acidentes ofidicos na regido nordeste, e, apesar disso, seu veneno néo faz parte do
pool utilizado na fabricagdo do soro antibotropico, que utiliza venenos apenas de B.
jJjararaca, B. jararacussu, B. alternatus, B. neuwiedi e B. moojeni. Em geral, os
efeitos do envenenamento por Bothrops sao semelhantes e os venenos da maioria
das espécies possuem atividade de ativacéo direta sobre protrombina, combinada,
ou nao, com atividade trombina-simile. No entanto, esta espécie destaca-se entre as
desses géneros por possuir alta atividade coagulante (FERREIRA et al., 1992b;
ZAPPELLINI, 1991), além da particularidade de nao exibir agdo similar a trombina
(serino proteases que atuam diretamente sobre a molécula de fibrinogénio
convertendo-a em fibrina - encontradas em outras pegonhas botrépicas), o que leva
a disturbios hemostaticos graves (MARUYAMA et al., 1992).

Neste estudo, além de padronizar um cultivo tridimensional iremos
aplica-los no estudo da citotoxicidade do veneno da serpente de Bothrops
erythromelas, uma serpente de importancia médica e endémica na regido do
Nordeste brasileiro e que nao faz parte do pool utilizado no soro antibotrépico, além

de possuir poucos estudos publicados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

) Padronizar o cultivo tridimensional de uma linhagem de fibroblastos utilizando
microchips de agarose como material de ancoragem e realizar testes de
citotoxicidade quando tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas,
comparando seus resultados com os obtidos no cultivo tradicional em monocamada.
3.2 Objetivos especificos

° Padronizar o cultivo tridimensional de uma linhagem de fibroblastos

° Avaliar o perfil de toxicidade do veneno total de B. erythromelas nas células

cultivadas em monocamada e em microtecidos;

° Comparar a toxicidade do veneno total de B. erythromelas entre os cultivos

tridimensional e em monocamada .

° Analisar os efeitos do soro antibotrépico nos grupos tratados com o veneno
total de B. erythromelas



34

4 MATERIAIS E METODOS

PARTE I: GERAGAO E CARACTERIZAGAO DOS MICROTECIDOS

4.1 Planejamento experimental

Para o inicio do cultivo 3D, foram escolhidas duas linhagens de
fibroblastos, sendo elas as linhagens MRC-5 e L929, fibroblastos de tecido
pulmonar humano e fibroblastos derivados do tecido areolar subcutaneo e adiposo
de camundongo, respectivamente, seguindo protocolo descrito por Durand-Herrera
e colaboradores (2018). Os experimentos foram realizados em parceria com o
Laboratério de Farmacogenética, coordenado pela professora Dra. Raquel
Montenegro.

O preparo dos chips de agarose para o cultivo 3D dos fibroblastos foi o
passo seguinte. Comecando com o preparo da solugdo de agarose diluida em
tampao PBS 1x, feita a uma concentragao de 2%. A solugao preparada seguiu para
esterilizagdo em autoclave. Apos estéril, a solugdo de agarose, ainda em estado
liquido, foi adicionada aos micromoldes e, quando solidificadas em temperatura
ambiente, foram retiradas e mantidas em solugcdo de PBS estéril a 4°C até o
momento de sua utilizacdo. Os chips de agarose foram embebidos em meio DMEM
e mantidos em incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de CO, com, pelo menos, 24h
de antecedéncia a sua utilizagao para o cultivo celular.

Apos as 24h com os chips imersos em meio de cultivo, houve a
retirada deste meio e as células foram adicionadas aos chips em trés densidades
iniciais para testagem: 5 x 10*, 10°e 5 x 10° células por chip, as concentragdes
foram alteradas de acordo com os resultados observados, mais detalhes
posteriormente. Foram feitas fotografias todos os dias nos primeiros 5 dias e, apos
isso, a cada 5 dias para acompanhar o crescimento dos esferéides. O meio de
cultivo foi trocado a cada 2 dias.

Definidas as melhores condi¢des de cultivo e densidades adequadas,
os esferdides seguiram entdo para analises de fluorescéncia, para que se pudesse

verificar a viabilidade das células utilizando os corantes laranja de acridina e
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brometo de etidio bem como foram preparados para as analises histoldgicas. A

figura 2 mostra o planejamento experimental seguido.

Figura 2 - Planejamento experimental do presente trabalho

Moldes utilizados para produzir os chips de agarose

K —
“ Analises morfométricas - Diametro de Feret, Circularidade e Solidez
L Q& Viabilidade - Laranja de Acridina/Brometo de etidio
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Os microtecidos foram gerados utilizando
microplacas de petri 3D (chips de agarose)

Analises histologicas - Hematoxilina/eosina, Alcian blue, picrosirius e Ki-67

Fonte - Elaborada pelo autor

4.2 Linhagens celulares e cultivo das células

Para a padronizacdo das condi¢gdes para o cultivo tridimensional de
fibroblastos, foram utilizadas as linhagens MRC-5 e L929, enquanto para a
realizagdo dos experimentos seguintes, foi utilizada somente a linhagem de
fibroblastos murinos L929.

O cultivo foi realizado em frascos plasticos para cultura (25 cm?, volume
de 50 mL), utilizando o meio DMEM (Difco) suplementado com 10% de soro fetal
bovino inativado e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina 5000U/5000ug/mL).
Todo o manuseio das células foi realizado em condigdes estéreis, em uma camara
de fluxo laminar vertical e a cultura foi mantida em incubadora de gas carbénico a
37°C com atmosfera de 5% de CO.,.

O crescimento das culturas foi observado periodicamente com o auxilio

de um microscopio invertido (Leica DMIL LED) até a confluéncia de, no maximo,
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85%. Além disso, também foi verificado o consumo de nutrientes contidos no meio
de cultura através da modificacdo do pH, que resultava em uma modificagcdo da
coloracao deste meio, de rosado para amarelado. No momento em que as células
apresentavam confluéncia, era realizada uma manuteng¢ao da cultura, que seguia os
seguintes passos: Inicialmente, o meio contido nas garrafas era descartado e as
células lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) 1x (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM
e KCI 2,7 mM e pH 7.4), em seguida vinha a adigéo de tripsina-EDTA (0,25% v/v em
PBS 1x) durante 5 minutos em estufa de CO, a 37°C para que as células perdessem
sua aderéncia. Apos isso, a tripsina era inativada com meio de cultura acrescido de
10% de soro fetal bovino (SFB). A solugdo era entdo homogeneizada e uma parte
descartada, por fim, era adicionado meio de cultura novo a garrafa para que se

pudesse manter a cultura até que fosse necessario repetir esse ciclo.

4.3 Cultivo tridimensional das linhagens de fibroblastos em chips de agarose

4.3.1 Preparo da solugao de agarose

A solugdo utilizada para a obtengdo dos chips de agarose foi preparada
na concentragdo de 4%. Para isso, primeiro foram calculados os volumes
necessarios para preencher os moldes de modo a se obter todos os chips
desejados para cada etapa dos experimentos.

Apos isso, a agarose foi adicionada a cerca de 90% do volume final de
tampao PBS em um erlenmeyer e a solugao foi aquecida em microondas até que a
agarose se dissolvesse completamente. Apds isso, a solugéo foi transferida para
uma proveta e foi adicionado o volume de tampao PBS necessario para atingir o
volume final desejado e, por fim, a solugao foi esterilizada em autoclave. Depois de
autoclavada, a solugao foi manipulada apenas em condi¢des estéreis, na camara de
fluxo laminar. Pode-se também preparar uma solugao estoque de agarose, que deve
ser aquecida em microondas para voltar ao estado liquido antes da sua utilizagao

para fazer os moldes.

4.3.2 Preparo dos chips

Ainda em estado liquido, 600 pL da solugdo foi adicionada nos

micromoldes e deixada em temperatura ambiente até que fosse totalmente
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solidificada. Quando isso aconteceu, os microchips foram separados dos moldes.
Cada chip continha 256 micropogos com 800um de profundidade e 400um de
diametro. Os chips obtidos podem ser mantidos em PBS estéril a 4°C até o
momento de sua utilizacdo. Os chips foram alocados para as placas de 12 pogos e
embebidos em 500uL do meio de cultivo das células a serem plaqueadas com, pelo
menos, 24h de antecedéncia ao plagueamento. A figura 3  mostra uma
representacédo do passo a passo para a produgao dos chips de agarose.

Figura 3 - Representagdo do passo a passo para a producao dos chips de agarose, sendo (A) Molde
utilizado para fabricagdo dos chips de agarose (B) Representacdo do molde com a solugdo de

agarose 2%, representado na cor rosa; (C) Remogéo do chip apos solidificagdo e (D) Chip de

agarose pronto para uso

Fonte: <https://www.microtissues.com>

4.3.3 Plaqueamento de células nos chips de agarose

Apos verificacdo em microscopio invertido, para identificacdo de
eventuais contaminagdes e observacao da morfologia das células, o meio das
garrafas foi removido e adicionado tripsina para que as células perdessem a
aderéncia e fosse realizada a sua contagem. Foi feita uma aliquota de 90 uL da
solugdo de células e foi realizada a contagem das células em uma camara de
Neubauer. Apods isso, foram calculados os volumes que fossem suficientes para o
nuamero de placas/pogos desejados em cada etapa dos experimentos. Por fim,
foram adicionados meio DMEM completo para que o volume fosse de 190 pL para
cada chip a ser utilizado.

As densidades utilizadas inicialmente para avaliar o crescimento dos
esferdides tanto da linhagem L929 quanto da MRC-5 foram: 5 x 10%, 10°e 1,5 x 10°
células/chip. A linhagem L929, porém, apresentou um crescimento exacerbado
nessas densidades, e com menos de 10 dias de cultivo os esferdides formados ja

chegavam a extravasar os micropogos dos chips. Por conta disso, posteriormente, o
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cultivo da linhagem L929 foi refeito com densidades menores, sendo elas: 1,25 x
104, 2,5 x 10*e 5 x 10* células/chip.

Para o plaqueamento, foram adicionados 190 pyL da suspensdo de
células nos chips presentes nos pogos. Apds um descanso de aproximadamente 1h,
para que as células pudessem se assentar nos micropog¢os do chip, 1 mL do meio
de cultivo foi entdo adicionado em cada pocgo. As placas contendo os chips com as
células foram mantidas em estufa incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de CO,
durante o periodo de experimento. A linhagem L929 foi escolhida para os demais
experimentos, pois seus microtecidos apresentaram um crescimento mais regular. A

densidade escolhida foi de 2,5 x 10* células/chip.

4.3.4 Protocolo de recuperacao dos esferdides

Para a realizagdo de experimentos como andlises histolégicas e de
viabilidade, a retirada dos esferéides dos chips onde foram cultivadas se fazia
necessaria, e, para isso, seguiu-se o seguinte protocolo: Primeiro, o meio foi retirado
dos chips e adicionados 190 uL de PBS no chip e mais 210 uL no pogo. Apés isso,
os chips foram virados de cabega para baixo e as placas levadas para centrifuga de
placa e centrifugados a 500 rpm por 5 minutos. Passado o tempo, os chips foram
retirados da placa e descartados e a solugcdo contendo PBS e os esferdides podia
entdo ser transferida para outra placa ou eppendorfs, a depender de qual protocolo

se seguiria dali.

4.4 Acompanhamento das culturas e analises morfolégicas e morfométrica

As células foram acompanhadas diariamente durante os cinco primeiros
dias de cultivo e, uma vez verificado o estabelecimento e crescimento das culturas,
passaram a ser observadas a cada 5 dias de crescimento. Sendo assim, os dias
1,2,3,4,5,10,15, 20 e 25 sdo os dias utilizados nas analises morfologicas dos
esferdides formados. Além disso, o meio de cultivo dos pogos e dos microchips foi
trocado a cada 2 dias.

Os parametros avaliados visualmente foram: Diametro de Feret, que é o
comprimento do eixo que liga os pontos mais afastados do perimetro da particula;

Solidez, que é um parametro que verifica o quao regular é o perimetro avaliado;

4mXA

Circularidade, parametro calculado através da formula —— onde A € a area do
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esferéide e P é o seu perimetro (IVANOV et al 2014). Todos esses parametros

foram avaliados pelo software Image J.

4.5 Analise da viabilidade dos esferéides da linhagem L929 nos dias 5, 7 e 10
de crescimento.

O método de coloragdo por brometo de etidio e laranja de acridina
permite diferenciar as células viaveis daquelas em processo de morte celular por
apoptose ou necrose, pela coloragado diferencial por fluorescéncia com base em
alteragdes morfolégicas nucleares e citoplasmaticas (MCGAHON et al., 1995). A
laranja de acridina consegue atravessar membranas celulares intactas e se liga ao
DNA, conferindo uma aparéncia verde ao nucleo das células. O brometo de etideo é
incorporado principalmente por células com a membrana ja danificada (n&o viaveis),
ligando-se ao DNA e corando-o de laranja. As células viaveis com membrana intacta
apresentam nucleo uniformemente corado de verde pela laranja de acridina.

As células da linhagem L929 foram inoculadas nos microchips de
agarose na densidade 2,5 x 10* células/chip e mantidas como descrito inicialmente.

Apos 5, 7 e 10 dias de cultivo, todo o meio dos chips e pogos foi
removido, foram adicionados 190 uL de solugdo contendo brometo de etidio e
laranja de acridina ambos na concentracdo de 10 pg/mL dentro de cada um dos
chips. Os chips foram colocados em estufa incubadora a 37°C e atmosfera de 5%
de CO, por cerca de 30 minutos. Apds isso, foram adicionados 210 uL de tampéo
PBS nos pocos, os chips foram virados e o protocolo de recuperacdo dos
microtecidos foi realizado. Apos a centrifugacéo, os esferdides foram ressuspensos
em 300 uL de tampé&o PBS e 50 uL foram adicionados em uma placa de 96 pogos,
adicionando-se mais 50 pyL de tampdo PBS em cada pogo, posteriormente. As
placas foram entdo levadas para as analises de fluorescéncia no equipamento

Cytation 3, da fabricante BD Biosciences.

4.6 Analises Histoquimicas e histolégicas

Para analises histologicas e histoquimicas, seguiram-se as seguintes
etapas: Fixacao, desidratacdo, diafanizacéo e inclusdo dos esferdides em parafina.
Estas etapas foram realizadas na Universidade de Granada em colaboragdo com o
prof Dr. Victor Sebastian Carriel Araya, Departamento de Histologia, grupo de

pesquisa de Engenharia Tecidual.
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4.6.1 Fixagao

Apos a realizacdo do protocolo de recuperagcdo dos esferdides, estes
foram fixados com formalina 10% tamponada, preparada utilizando: Formol 40%,
Agua destilada, 4,0 g de fosfato de sédio monobasico (1H,0) ou anidro e 6,5 g de
Fosfato de sddio dibasico anidro, ambos para cada litro de solugdo. Por fim, apds a

fixagado, os esferdides seguiram para a desidratagao.

4.6.2 Desidratagcao

A desidratagdo foi realizada utilizando concentragdes ascendentes de
alcool (50% até 95%) na ressuspensao do pellet. O alcool foi adicionado nos tubos
eppendorf e em seguida foram realizados Spins entre as etapas, apenas para
concentrar os esferdides no fundo do microtubo. Apds isso, os sobrenadantes foram
entdo descartados e a solugdo trocada para a concentragédo seguinte. Ao final, foi
dado um pulso de 10000 rpm na centrifuga, o sobrenadante foi entdo descartado e

seguiu-se com a etapa de diafanizagao.

4.6.3 Diafanizagao (clarificagao)

O processo de diafanizacdo € realizado utilizando xilol, e tem como
consequéncia o clareamento do tecido, que passa a ser transparente. Para esse
processo, foi utilizada uma solugao de xilol, em duas etapas. Apds o pulso realizado
na desidratacdo, houve a ressuspensao da solucdo em xilol e foi realizado um spin,
seguido do descarte do sobrenadante. Esta etapa foi repetida 1x. Apos isso, foi
realizado um pulso de 10000 rpm em centrifuga seguido de descarte do
sobrenadante. Os tubos entdo foram postos em um thermoblock (banho seco) para
que o restante do xilol evaporasse. E, apds isso, seguiu-se para a etapa de incluséo

na parafina.

4.6.5 Inclusao em parafina

Foram adicionadas 500 uL de parafina nos tubos ainda no banho seco e
entdo foi realizado um spin mais forte para que os esferdides se concentrem no
fundo do eppendorf quando a parafina solidificar. Apés o processamento, foi
realizada a inclusdo do material em parafina, utilizando o equipamento para Banho

Histologico Modelo BHO05. Os blocos de parafina seguiram para o corte em
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micrétomo (5 micrémetros) utilizando-se microtomo de impacto Poycut S® (Leica,

GER) equipado com navalha de tungsténio de 16 cm, tipo D (Leica, GER).

4.6.6 Coloracao
Para as analises foram utilizados os corantes hematoxilina e eosina, para
avaliar a morfologia e integridade dos esferdides, alcian blue, marcador de

proteoglicanos acidos, picrosirius, marcador de fibras colagenas.

4.7 Analise imunohistoquimica

Para o estudo imuno-histoquimico foi empregado o método da
avidina-biotina-peroxidase (HSU et al., 1981). Foi utilizado um anticorpo monoclonal
para avaliar a expressido de Ki-67, marcador de multiplicagao celular. Esta etapa

também foi realizada na Universidade de Granada.
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PARTE II: LINHAGEM L929, EM MONOCAMADA E MICROTECIDOS, TRATADA
COM O VENENO DE B. erythromelas E ANTIVENENO

4.8 Analise da viabilidade celular da linhagem L929 cultivada em monocamada
quando tratada com veneno de Bothrops erythromelas pelo ensaio

colorimétrico Alamar Blue®

Principio do teste

O ensaio colorimétrico da resazurina, conhecida comercialmente como
Alamar Blue®, consiste na utilizagdo deste corante em ensaios de viabilidade e
proliferacdo celular, além de ensaios de citotoxicidade e avaliagdo da fungao
mitocondrial. O Alamar Blue® tem uma cor azulada e n3o fluorescente, porém, ao ser
metabolizado por células viaveis sofre um processo de oOxido-redu¢do, sendo
reduzida a resofurin, que por sua vez possui uma coloracéo rosa e é fluorescente.
Além disso, sua conversao nao forma precipitados, fazendo com que seja possivel
analisar atividade metabdlica celular através de leitura fluorescente. Trata-se de um

método rapido, sensivel e n&o citotéxico (ROLON et al, 2006).

Procedimento experimental

As células L929 foram mantidas em meio de cultura DMEM (Difco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado e 1% de antibibticos
(penicilina/estreptomicina 5000U/5000ug/mL). Em seguida, foram deslocadas das
garrafas de cultura por meio da exposi¢céo a tripsina-EDTA (0,25/0,02% v/v) por
aproximadamente 5 min em estufa de CO, a 37°C. Apds quantificagdo em camara
de Neubauer, as células L929 foram plaqueadas a 3x10* céls/mL em placas de 96
pocos. Decorridas 24 horas do plagueamento, foram adicionadas aos pogos
diferentes concentragdes do veneno total de B. erythromelas (200; 100; 50; 25; 12,5;
6,25 e 3,12 ug/mL). Apds 24 horas do tratamento com o veneno total de B.
erythromelas, foi removido 100 pL do sobrenadante do meio de cultura e
adicionou-se 20 pyL de Alamar Blue® dissolvido em PBS na concentragdo de
2,2mg/mL. Apds incubagdo de 5 horas em estufa com 5% de CO, a 37°C foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 570nm. Os

ensaios foram realizados em triplicata. O controle negativo correspondeu a 100% de
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sobrevivéncia das células L929 tratadas em presenca do veiculo de diluicdo do
veneno e a viabilidade celular foi determinada por comparagao entre os percentuais
meédios de células vivas neste grupo e nos demais grupos tratados com a
substancia-teste (MOSMANN, 1983).

Uma vez que este teste mostrou uma morfologia alterada das células
tratadas a partir da concentragdo de 12,5 pg/mL, as concentragdes utilizadas

posteriormente foram escolhidas baseadas nisso.

4.9 Analise da viabilidade celular da linhagem L929 cultivada em monocamada
quando tratadas com veneno de Bothrops erythromelas pelo método Azul de

Tripan

Principio do teste

A coloracdo com o corante Azul de Tripan € uma técnica amplamente
utilizada para determinar a viabilidade de células em suspensao. A técnica se baseia
no principio de que as células viaveis apresentam a membrana celular intacta o que
impede a entrada de certos corantes, como € o caso do azul de tripan, eosina,
iodeto de propidio (IP), enquanto as células mortas, que apresentam rupturas na
membrana, permitem a entrada dos corantes e entdo sao facilmente mensuraveis
por meio de técnicas de analise (microscopia de fluorescéncia, microscopia
convencional, citometria, entre outras). O corante azul de tripan cora o citoplasma de
células mortas em azul, enquanto que as células viaveis mantém o citoplasma
limpido (STROBER, 2015).

Procedimento experimental

A linhagem celular L929 foi inoculada em placas de 12 pogos na
densidade de 7 x 10* células/poco. Apdés a aderéncia celular, o veneno foi
adicionado nas concentragdes de 5ug/mL e 25 pg/mL e, apds os respectivos tempos
de tratamento de 1h, 12h e 24h, as células foram lavadas com PBS 1x e
tripsinizadas com tripsina-EDTA (0,25%) por 5 minutos. Em seguida, na suspenséao
celular foi adicionado meio suplementado para inativagao da tripsina e a solucgéao foi
transferida para eppendorfs estéreis e centrifugados (Universal 320 R) a 1.500 rpm
por 5 minutos. O pellet celular foi entdo ressuspendido em 100 uL de PBS 1x e uma

aliquota de 20 L foi transferida para um novo tubo e o corante azul de tripan (0,4%)
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foi adicionado a suspensdo, em seguida as células viaveis foram contadas com o
auxilio de uma camara de Neubauer em microscépio 6ptico invertido (Leica DMIL

LED) e a viabilidade celular foi estimada.

Analise de dados
As células foram diferenciadas em viaveis e ndo viaveis, as viaveis com
citoplasma limpido e as nao viaveis/mortas com citoplasma corado em azul. A

viabilidade celular foi mensurada pela formula:

Viabilidade (%) = -comlasvidvels , 10

Células totais

Os dados foram analisados a partir da média + desvio padrdo da média de 3
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferengcas entre os
grupos, os dados foram comparados por 2 way ANOVA seguida pelo pés-teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando o programa
estatistico GraphPad Prism® 5.1.

4.10 Anadlise morfoloégica através do método de coloragcdao Panédptico das
células da linhagem L929 cultivadas em monocamada quando tratadas com o

veneno total de Bothrops erythromelas

Principio do teste

A analise morfoldgica celular permite visualizar, identificar e classificar
anormalidades caracteristicas de doengas e processos celulares especificos (CHEN
et al., 2012). As técnicas de coloracédo que se baseiam no método tradicional de
Romanowsky tem como principio a capacidade de corantes acidos e basicos
possuirem especificidade de ligagdo a componentes celulares de cargas opostas, ou
seja, os corantes acidos, que coram em résea/vermelho, se ligam aos componentes
basicos celulares, enquanto os corantes basicos, que coram em azul/roxo, se ligam
aos componentes acidos, como por exemplo o nucleo celular. Essas interacdes
fazem com que seja possivel visualizar ndo apenas como € a morfologia normal das
células, mas também possiveis alteragdes estruturais causadas por algum
tratamento ou condi¢éo especifica (HOROBIN, 2011; WEISS, 1953).
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Procedimento experimental

A linhagem celular L929 foi inoculada em placas de 12 pogos na
densidade de 7 x 10* células/pogo. Cada poco tinha em seu fundo uma laminula
circular previamente esterilizada para que as células pudessem ser visualizadas
posteriormente em microscépio com camera acoplada. Apds a aderéncia celular, o
veneno foi adicionado nas concentragdes de 12,5 yg/mL e 25 pg/mL e, apés as 24h
de tratamento, as células foram lavadas com PBS 1x e seguiu para o protocolo de

coloracgédo do kit pandético.

4.11 Andlise da viabilidade celular dos microtecidos de L929 quando tratados
com veneno de Bothrops erythromelas e antiveneno pelo ensaio colorimétrico
Alamar Blue®

As células da linhagem L929 foram inoculadas nos microchips de
agarose na densidade 2,5 x 10* células/chip e mantidas como descrito inicialmente.
As analises de viabilidade mostraram bons resultados de formacao e estabilidade
dos microtecidos entre o sétimo e o décimo dia de cultivo. Para a andlise de
viabilidade e morfologia, os microtecidos foram tratados com o veneno total de
Bothrops erythromelas, na presenga ou nao de antiveneno, no setimo dia de cultivo.

O antiveneno utilizado foi o soro botrépico pentavalente (Imunoglobulina
heteréloga contra veneno de Bothrops sp) na concentragao de 5 mg/mL

Decorridos 7 dias do plaqueamento, foram adicionadas aos pogos duas
concentragdes do veneno total de B. erythromelas, sendo elas 25 ug/mL e 12,5
pg/mL, por 24h.

Outro grupo foi tratado com o veneno nas mesmas concentragdes e
posterior adicdo do soro antibotropico utilizado no tratamento de pacientes que
sofrem com o envenenamento por serpentes do género Bothrops. A proporgao
utilizada de antiveneno para veneno foi de 5:1, ou seja, 5 vezes a quantidade de
antiveneno para a quantidade de veneno. O antiveneno foi adicionado apds um curto
periodo do envenenamento, cerca de 15 minutos.

Apos o tempo de tratamento, todo o conteudo liquido da placa e dos chips
de agarose foi removido, e entao foi adicionado, dentro de cada um dos chips, 190
uL de Alamar Blue® dissolvido em PBS na concentragdo de 2,2mg/mL. Apos

incubacao por no minimo 3 horas em estufa com 5% de CO, a 37°C foi realizada a
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leitura em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 570nm. Os ensaios
foram realizados em triplicata. O controle negativo correspondeu a 100% de
sobrevivéncia das células L929 tratadas em presenca do veiculo de diluicdo do
veneno e a viabilidade celular foi determinada por comparagao entre os percentuais
médios de células vivas neste grupo e nos demais grupos tratados com a
substancia-teste (MOSMANN, 1983).

O experimento foi aproveitado para a realizacdo das analises
morfoldégicas e morfométricas dos microtecidos tratados com o veneno total de B.
erythromelas na presenga ou ndo do soro antibotropico. Para isso, os parametros
avaliados visualmente foram os mesmos descritos anteriormente, sendo eles:
Diametro de Feret, solidez e circularidade. Todos esses parametros foram avaliados

pelo software Image J.

4.12 Analise da viabilidade dos microtecidos da linhagem L929 quando
tratados com veneno de Bothrops erythromelas e antiveneno pelo método
Laranja de Acridina/Brometo de Etideo.

As células da linhagem L929 foram inoculadas nos microchips de
agarose na densidade 2,5 x 10* células/chip e mantidas como descrito inicialmente.
As analises de viabilidade mostraram melhores resultados de formagdo e
estabilidade dos microtecidos entre o sétimo e o décimo dia de cultivo. Para a
analise de viabilidade e morfologia, os microtecidos foram tratados com o veneno
total de Bothrops erythromelas no sétimo dia de cultivo.

Decorridos 7 dias do plaqueamento, foram adicionadas aos pogos duas
concentracdes do veneno total de B. erythromelas (25 e 12,5 ug/mL), por 24h de
tratamento. Outro grupo foi tratado com o veneno nas mesmas concentracdes e
posterior adicdo do soro antibotropico utilizado no tratamento de pacientes que
sofrem com o envenenamento por serpentes do género Bothrops. A proporgao
utilizada de antiveneno para veneno foi de 5:1, ou seja, 5 vezes a quantidade de
antiveneno para a quantidade de veneno. O antiveneno foi adicionado apds um curto
periodo do envenenamento, cerca de 15 minutos.

Apods 24h de tratamento, todo o meio dos chips e pogos foi removido, e
foram adicionados 190 uyL de solugdo contendo brometo de etidio e laranja de
acridina, ambos na concentragdo de 10 pg/mL dentro de cada um dos chips. Os

chips foram colocados em estufa incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de CO, por



47

cerca de 30 minutos. Apoés isso, foram adicionados 210 pyL de tampédo PBS nos
pocos, os chips foram virados e o protocolo de recuperacdo dos microtecidos foi
realizado. Apds a centrifugacao, os esferdides foram ressuspensos em 300 pL de
tampao PBS e 50 uL foram adicionados em uma placa de 96 pocos, adicionando-se
mais 50 uL de tampao PBS em cada poco, posteriormente. As placas foram entéo
levadas para as analises de fluorescéncia no equipamento Cytation 3, da fabricante

BD Biosciences.

4.13 Anidlises histolégicas dos esferdides da linhagem L929 tratadas com o

veneno de B. erythromelas e seu antiveneno

As células da linhagem L929 foram inoculadas nos microchips de
agarose na densidade 2,5 x 10* células/chip e mantidas como descrito inicialmente.
As analises de viabilidade mostraram melhores resultados de formacgdo e
estabilidade dos microtecidos entre o sétimo e o décimo dia de cultivo. Para a
analise de viabilidade e morfologia, os microtecidos foram tratados com o veneno
total de Bothrops erythromelas no sétimo dia de cultivo.

Decorridos 7 dias do plagueamento, foram adicionadas aos pog¢os duas
concentragdes do veneno total de B. erythromelas (25 e 12,5 pg/mL), por 24h de
tratamento. Outro grupo foi tratado com o veneno nas mesmas concentragcbes e
posterior adicdo do soro antibotropico utilizado no tratamento de pacientes que
sofrem com o envenenamento por serpentes do género Bothrops. A proporcao
utilizada de antiveneno para veneno foi de 5:1, ou seja, 5 vezes a quantidade de
antiveneno para a quantidade de veneno. O antiveneno foi adicionado apds um
curto periodo do envenenamento, cerca de 15 minutos.

Para analises histologicas e histoquimicas, seguiram-se as seguintes
etapas: Fixacao, desidratacao, diafanizacao e inclusdao dos esferdides em parafina.
Estas etapas foram realizadas na Universidade de Granada em colaboragdo com o
Prof. Dr. Victor Sebastian Carriel Araya, do Departamento de Histologia, grupo de
pesquisa de Engenharia Tecidual. As etapas de processamento realizadas foram as
mesmas descritas no topico 4.6. Para as analises foram utilizados os corantes
hematoxilina/eosina, para verificar a integridade dos microtecidos, azul de alcian,
para verificar a presenga de proteoglicanos acidos e Picrosirius Red, marcador de

fibras de colageno.
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5 RESULTADOS

PARTE I: GERAGAO E CARACTERIZAGAO DOS MICROTECIDOS

5.1 Acompanhamento das culturas e analises morfolégicas

As analises das imagens mostraram que, inicialmente, as células
estavam espalhadas por todo o fundo dos micropogos. A tendéncia, porém, foi que
essas celulas fossem se agregando mais ou centro, diminuindo assim a area de
ocupacéo inicial. Em ambos os tipos celulares, no dia 5 ja havia a formagao de
agregados celulares muito bem assentados nos micropogos. A partir de formado os
agregados, a reducdo de area inicial passou a voltar a ser um aumento, os
esferdides ja bem definidos passaram a aumentar de tamanho, como mostram as

figuras abaixo, separadas por tipos celulares.

5.1.1 Linhagem de fibroblastos humanos - MRC-5

Os fibroblastos da linhagem MRC-5 formaram agregados que se
mantiveram irregulares durante todo o periodo de cultivo. A figura 4 mostra o
acompanhamento do cultivo nas densidades de 5 x 10%, 10°e 1,5 x 10° células/chip

nos dias 5, 10, 15 e 20 de crescimento celular.

Figura 4 - Linhagem de células MRC-5 quando cultivadas em esferoides nas densidades (A) 5 x 10*
células por chip (B) 10° células por chip e (C)1,5 x 10° células por chip, nos dias 5, 10, 15 e 20 de
cultivo respectivamente. As imagens foram obtidas através do uso de um microscépio de contraste

de fase invertido.

A) MRC5 - 5x10* células/chip

Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20
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B) MRC-5 - 10° células/chip

Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20

C) MRC-5 - 1,5x10° células/chip

Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20

Fonte - Imagem elaborada pelo autor

Além disso, a caracterizagdo morfolégica do cultivo dessa linhagem
mostrou o que pode ser percebido visualmente, isto é, que, de forma geral, seu
crescimento nao foi regular tampouco estava tdo préximo de ser uma esfera. A
analise em relacdo ao didmetro de Feret mostrou, porém, que seu crescimento foi

consistente, como mostram os graficos da figura 5, abaixo.

Figura 5 - Graficos referentes ao didmetro, solidez e circularidade da linhagem MRC-5 quando
cultivada em esferdides. O eixo X € referente aos dias de cultivo dos esferdides e o eixo Y ao
paradmetro avaliado. O didmetro de feret foi obtido através da comparagdo dos tamanhos dos
esferdides pelas imagens obtidas em microscépio invertido. A solidez representa o quao regular é a
estrutura do perimetro dos esferdides, sendo valores mais proximos de 1 considerados regulares e
mais distantes de 1 mais irregulares. A Circularidade é a representagdo do quanto o esferdide
medido se aproxima de uma estrutura circular, em valores préximos de 1, ou de uma estrutura em

elipse, valores mais distantes de um.
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5.1.2 Linhagem de fibroblastos murinos - L929

Os fibroblastos da linhagem L929, por outro lado, apresentaram um
crescimento bem mais regular, com esferdides mais definidos. Seu crescimento,
porém, foi muito rapido entre os dias 15 e 20 de cultivo, fazendo com que, os testes
iniciais no primeiro cultivo, com as mesmas concentracbes utilizadas para a
linhagem MRC-5, se tornassem inviaveis. Desse modo, a solugdo encontrada para
contornar esse problema foi diminuir as densidades celulares para 1,25 x 104, 2,5 x
10*e 5 x 10* células/chip.

As imagens da figura 6, abaixo, mostram a progressao do cultivo nessas
concentragdes nos dias 5, 10 e 15 de cultivo, tendo em vista que, a partir do dia 15,
as células ja ndo se encontravam mais de forma organizada, uma vez que

cresceram ao ponto de ocupar todo o espaco do micropogo.

Figura 6 - Linhagem de células L929 quando cultivadas em esferdides nas densidades (A) 1,25 x 10*
células por chip (B) 2,5 x 10* células por chip e (C) 5 x 10* células por chip , nos dias 5, 10 e 15 de
cultivo respectivamente. No décimo quinto dia de cultivo os esferdides ja ocupavam todo o espago
dos pogos, tornando a continuidade da cultura inviavel. As imagens foram obtidas através do uso de

um microscoépio de contraste de fase invertido.

A) L929-1,25x10* células/chip

Dia 5 Dia 10 Dia 15
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B) L929- 2,5x10* células/chip

Dia 5 Dia 10 Dia 15

Dia 5 Dia 10 Dia 15

Fonte: Elaborada pelo autor

As analises morfolégicas mostraram que, de forma geral, o cultivo da

linhagem L929 foi regular e apresentou boas caracteristicas de esfericidade e

circularidade, além disso, o seu crescimento também ocorreu de forma linear
durante os dias de cultivo.

Os graficos da figura 7, a seguir, mostram, numericamente, esses

resultados.
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Figura 7 - Graficos referentes ao diametro, solidez e circularidade da linhagem L929 quando cultivada
em esferdides. O eixo X é referente aos dias de cultivo dos esferdides e o eixo Y ao parametro
avaliado. O didmetro de feret foi obtido através da comparagédo dos tamanhos dos esferdides pelas
imagens obtidas em microscopio invertido. A solidez representa o quao regular é a estrutura do
perimetro dos esferdides, sendo valores mais proximos de 1 considerados regulares e mais distantes
de 1 mais irregulares. A Circularidade é a representacdo do quanto o esferdide medido se aproxima

de uma estrutura circular, em valores préximos de 1, ou de uma estrutura em elipse, valores mais

distantes de um.
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Dadas as melhores caracteristicas de cultivo, a linhagem L929 foi a
escolhida para seguir com o restante dos experimentos, isto é, analises de
viabilidade e histolégicas dos cultivos, bem como os experimentos com o veneno
total de B. erythromelas. A densidade escolhida para os experimentos foi a de 2,5 x
10* células/chip, tendo em vista que no décimo dia de cultivo os esferoides
apresentam uma estrutura bem regular e esférica. Para os demais experimentos, o

dia 10 foi considerado como limite para o cultivo, tendo em vista que a partir dai
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seria inviavel, uma vez que no décimo quinto dia os microtecidos ja tinham crescido

de forma exacerbada, chegando, as vezes, a extravasar os limites dos micropogos.

5.2 Analise da viabilidade dos esferdides da linhagem L929 através do método
de Laranja de Acridina/Brometo de etidio

As analises da viabilidade feitas através do tratamento com os corantes
fluorescentes Laranja de Acridina e Brometo de Etidio nos dias 5, 7 e 10 mostraram
que os esferdides mantiveram suas células viaveis durante os primeiros 10 dias de

cultivo. A figura abaixo mostra os resultados.

Figura 8 - Viabilidade dos esferoides da linhagem L929 através do método de coloragéo diferencial
por Laranja de Acridina e Brometo de Etidio nos dias 5, 7 e 10 de cultivo, respectivamente. As células
viaveis sdo coradas pela laranja de acridina e apresentam fluorescéncia de cor verde, enquanto
células apoptéticas sido coradas pelo brometo de etidio e apresentam fluorescéncia de cor

vermelho/laranja.

1000 pm

Dia 5
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No quinto dia de crescimento, os esferdides estavam com seu crescimento e
formagdo em andamento, apresentando uma estrutura irregular, € um menor
tamanho comparado aos outros dias de analises. Apresentaram uma boa viabilidade
e, durante as etapas necessarias para a realizagdo da coloragao, apresentaram um
pouco de desprendimento das células dos esferdides, como € possivel observar na
figura acima.

No sétimo dia os esferdides ja estavam bem formados e com um tamanho
maior quando comparados ao quinto dia, sua estrutura ja era bastante regular e
esférica, além disso praticamente ndo houve desprendimento das células quando os
microtecidos foram resgatados dos microchips de agarose, o que demonstra a
estabilidade dos esferdides formados.

O décimo dia apresentou as mesmas caracteristicas do sétimo dia,

esferdides estaveis e regulares além de maiores. Como visto anteriormente, os
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esferdides tendem a ter um tamanho exacerbado a partir do décimo dia de cultivo,

chegando até mesmo a extravasar os limites dos micropogos nos chips de agarose.
Por isso, com base nos resultados apresentados até aqui, foi definido que os

melhores tempos para utilizagdo dos esferéides nos demais experimentos seria

entre os dias 7 e 10 de cultivo.

5.3 Analises histolégicas

Os resultados das analises histologicas feitas com hematoxilina e eosina
mostraram que a formacgao de esferdides bem definidos e que apresentaram uma
estrutura circular nos dias de cultivo avaliados. Além disso, as células estdo bem
distribuidas por todo o perimetro dos esferdides e sem sitios aparentes de morte

celular nos trés dias de cultivo, como mostrado nas imagens da figura 9.

Figura 9 - Histologia dos esferoides de fibroblastos da linhagem L929 nos dias 5, 7 e 10 de cultivo,
respectivamente, quando corados com hematoxilina e eosina. As imagens mostram uma estrutura

regular e integra, além de uma boa distribuigdo das células por todo o microtecido.

Dia 5 Dia 7 Dia 10

As imagens dos ensaios histoquimicos obtidas pela coloragdo com azul
de alcian mostraram uma marcagao positiva para proteoglicanos acidos nos
esferdides gerados a partir de fibroblastos, em todos os dias de cultivo, isto &, 5, 7
ou 10 dias de cultivo, como mostra a figura abaixo. O Azul de Alcian tem grande
especificidade em corar mucinas acidas. Este corante cora, de forma especifica e

intensa, componentes acidos, de cor azul. A figura 10 abaixo mostra essa marcagao
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positiva por entre as células, indicando presenga de proteoglicanos acidos no meio

extracelular.

Figura 10 - Histoquimica dos esferdides de fibroblastos da linhagem L929 nos dias 5, 7 e 10 de
cultivo, respectivamente, quando corados com o corante Azul de Alcian. O corante Azul de Alcian
cora componentes acidos com a cor azul. As imagens mostram a marcacgéao positiva entre as células,
indicando a presenca de proteoglicanos acidos, componentes da matriz extracelular do tecido

conjuntivo.

Dia 5 Dia 7 Dia 10

O marcador de Ki-67 identifica células em processo de multiplicagao celular
através da coloragcdo de cor marrom dos nucleos das células passando por esse
processo. Os resultados da imunohistoquimica dos esferéides quando marcados
com Ki-67 mostraram que no quinto dia as células que estavam em divisdo estavam
presentes em todo o esferdide. Nos dias 7 e 10, por outro lado, pode-se observar
que as células que estdo se multiplicando passam a ser mais encontradas nas
bordas dos esferdides, que passam a ter um centro com menos células em divisao,

como mostrado na figura 11 a seguir.
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Figura 11 - Imunohistoquimica dos esferoides de fibroblastos da linhagem L929 nos dias 5, 7 e 10 de
cultivo, respectivamente, quando marcados com Ki-67 e contrastados com Hematoxilina. As células
com o nucleo marrom possuem marcagao positiva para Ki-67, indicando que estas células estdo em
processo de multiplicagdo celular. Os microtecidos nos dias iniciais tem células em divisdo divididas
por todo o esferdide, enquanto que nos dias 7 e 10 as células em divisdo se concentram nas bordas

dos esferdides, como mostrado abaixo.

Dia 5 Dia 7 Dia 10

As analises histoquimicas realizadas com o corante picrosirius red mostraram
auséncia de colageno na estrutura dos esferdides em todos os dias avaliados, ndo
havendo marcagao positiva em nenhum desses dias como mostra a figura abaixo.
Picrosirius € uma coloragéo seletiva de tecido conjuntivo que permite uma analise
qualitativa das fibras colagenas do tecido conjuntivo. A marcagao positiva permite
verificar a presenca ou nao de fibras de colageno, que sdo marcadas em uma cor
avermelhada. A figura a seguir mostra a auséncia de fibras de colageno nos

microtecidos de fibroblastos em todos os tempos de cultivo.
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Figura 12 - Histoquimica dos esferdides de fibroblastos da linhagem L929 nos dias 5, 7 e 10 de
cultivo, respectivamente, quando marcados com o corante Picrosirius. O corante Picrosirius marca
fibras de colageno com uma cor amarela/alaranjada. Desta forma, os microtecidos de fibroblastos
L929 né&o produziram colageno, pois ndo tiveram marcagao positiva em nenhum dos dias de cultivo,

como mostrado abaixo.

ﬁqq
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PARTE II: LINHAGEM L929, EM MONOCAMADA E MICROTECIDOS, TRATADA
COM O VENENO DE B. erythromelas E ANTIVENENO

5.4 Analise da viabilidade celular da linhagem L929 cultivada em monocamada
quando tratada com veneno de Bothrops erythromelas pelo ensaio

colorimétrico Alamar Blue®

As analises realizadas pelo ensaio colorimétrico Alamar Blue® mostraram
que, apos tratadas por 24h com o veneno total de B. erythromelas, em diluicdo
seriada de fator 2 (200ug/mL - 3,12ug/mL) a linhagem de células L929 mantiveram
viabilidade acima de 75%, mostrando, dessa forma, a auséncia de citotoxicidade do
veneno nas concentracdes e tempo testados. Apesar de viaveis, as células
apresentaram uma mudanca de morfologia e perda de capacidade de ades&o nos
tratamentos com concentragdes superiores a 12,5ug/mL, o que sugere que, apesar
de viaveis, as células podem estar passando por um processo inicial de morte
celular ou estarem sob alguma condicdo de estresse, sendo necessarias a
realizacdo de experimentos que confirmem ou nio essa hipétese. De todo modo, as
concentragbes para os demais experimentos foram escolhidas, a partir desses

resultados.

Figura 13 - Grafico de viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico Alamar Blue® da linhagem de
fibroblastos L929 quando tratada com concentragcdes crescentes do veneno total de Bothrops
erythromelas por 24h. O ensaio mostrou que o veneno nao foi citotéxico em nenhuma concentragao
testada.

100+

50+

Viabilidade Celular (%)

CN 3125 6,25 125 25 50 100 200 (pg/mL)
Concentragao Veneno de B. erythromelas
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5.5 Analise da viabilidade celular da linhagem L929 cultivadas em
monocamada quando tratadas com veneno de Bothrops erythromelas pelo

método Azul de Tripan

As analises realizadas pelo método do azul de tripan mostraram que apds
tratadas com o veneno total de B. erythromelas nas concentragdes de 5 pg/mL e 25
Mg/mL por 1h, 12h e 24h as células da linhagem L929, apesar de apresentarem uma
mudanga morfolégica brusca e perda de aderéncia, mantiveram-se viaveis com
cerca de 100% de viabilidade apdés o tratamento, como mostra o grafico

representado na figura abaixo.

Figura 14 - Grafico de viabilidade celular da linhagem L929 quando tratada com duas concentragdes
do veneno total de Bothrops erythromelas e em trés tempos. O veneno total de B. erythromelas nao

foi citotdxico nas concentragdes e tempos testados. As células mantiveram viabilidade

Azul de Tripan
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5.6 Analise morfolégica através do método de coloracao Panodptico das
células da linhagem L929 cultivadas em monocamada quando tratadas com o

veneno total de Bothrops erythromelas

As células L929 quando cultivadas em monocamada apresentam uma
morfologia “estrelar” pontiaguda, como observado na figura 15 abaixo, quando nao

houve tratamento.

Figura 15 - Coloragao Pandtico da linhagem L929 na auséncia de tratamento (controle negativo). As
imagens mostram a morfologia normal das células, que tém como caracteristicas um formato

“estrelado”, como pode-se observar.

Controle Negativo

A presencga de doxorrubicina faz com que as células percam esse formato
caracteristico, apresentando uma estrutura mais arredondada e irregular, como
observado na figura 16 a seguir. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo

neste experimento.
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Figura 16 - Coloracdo Pandtico da linhagem L929 tratadas por 24h com doxorrubicina nas

concentragdes de 12,5 pyg/mL e 25 ug/mL, respectivamente (controle positivo).

DOX 12,5ug/mL 24h DOX 25 ug/mL 24h

Quando tratadas com o veneno total de Bothrops erythromelas, as células
além de perderem o formato estrelado caracteristico, apresentaram também uma
reducdo de tamanho além da perda de capacidade de adesé&o. A figura 17 mostra
as células quando tratadas com o veneno total de B. erythromelas na concentragao
de 12,5 ug/mL por 24h, ja apresentando essa reducao de tamanho e modificacdo na
estrutura das células. A figura 18 também mostra as células quando tratadas com o
veneno total de B. erythromelas porém numa concentragdo de 25 ug/mL onde as
células ja perderam praticamente toda a capacidade de adeséo e, por isso, nas
analises tiveram sua maioria perdida nos processos de lavagem, restando poucas
células a serem observadas. Estas poucas células apresentaram essa perda de
morfologia caracteristica, redu¢do de tamanho, além das bordas irregulares, porém

visualmente mais acentuadas.
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Figura 17 - Coloragédo Pandtico da linhagem L929 tratadas por 24h com o veneno total de Bothrops
erythromelas na concentragao de 12,5 yg/mL. As analises evidenciam que, na concentragao e tempo

testados, as células perderam sua capacidade de ades&o. Além disso, também pode-se notar a

diferenga no formato quando comparado com as células nao tratadas.

eneno de B. erythromelas 12,5ug/mL - 24h

Figura 18 - Coloragédo Pandtico da linhagem L929 tratadas por 24h com o veneno total de Bothrops
erythromelas na concentragcao de 25 ug/mL. As analises evidenciam que, na concentracdo e tempo
testados, as células perderam sua capacidade de adesdo, tendo sua maioria se perdido nos
processos de realizagdo do teste. Além disso, também pode-se notar a diferenga na morfologia

quando comparada com as células nao tratadas.

Veneno de B. erythromelas - 25ug/mL - 24h
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5.7 Acompanhamento das culturas e analises morfolégicas dos microtecidos

tratados com o veneno de B.erytromelas e antiveneno

Os microtecidos formados pelas células da linhagem L929, como
mostrados anteriormente, apresentam uma estrutura bem regular e praticamente
nenhuma soltura de células durante o processo de recuperagao. O tratamento com
o veneno total de B. erythromelas mostrou que concentragdes mais altas do veneno
interferem nessa capacidade de adesao e, consequentemente, na formacao dos
microtecidos estaveis. Além disso, os resultados também mostram que o soro
antibotrépico, ou antiveneno, foi capaz de inibir essa atividade “antiaderente” do
veneno. Como citado, foram utilizadas duas concentracées do veneno, sendo elas
12,5 yg/mL e 25 pg/mL e, nos tratamentos com veneno e antiveneno, a proporgao
de 5:1 de antiveneno para veneno.

A figura 19 mostra os microtecidos tratados com veneno na concentracao

de 12,5 pg/mL com 24h de tratamento.

Figura 19 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas na

concentracdo de 12,5 uyg/mL por 24h. Visualmente, os esferéides ndo apresentaram diferengas

notaveis no formato quando comparados aos esferoides nao tratados (mostrados anteriormente).

A figura 20 mostra os microtecidos tratados com veneno na concentragao

de 12,5 yg/mL e com o antiveneno, também com 24h de tratamento.
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Figura 20- Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas na
concentragdo de 12,5 ug/mL por 24h, dessa vez na presenga também do soro antibotropico na
proporcao de 5:1 de antiveneno para veneno. Assim como nos tratamentos somente com o veneno
total de B. erythromelas, os microtecidos ndo apresentam diferengas visualmente notaveis no

formato, quando comparados aos microtecidos nao tratados.

A figura 21 mostra os microtecidos tratados com veneno na concentragao

de 25 pg/mL com 24h de tratamento.

Figura 21- Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas na
concentracdo de 25 pg/mL por 24h. Diferente da concentragdo anterior, os microtecidos tratados
nesta concentragdo apresentaram uma mudanga perceptivel no seu formato, mostrando-se mais

irregulares, sinalizando essa atividade de inibigdo da aderéncia celular causada pelo veneno.
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A figura 22 mostra os microtecidos tratados com veneno na concentracao

de 25 ug/mL e com o antiveneno, também com 24h de tratamento.

Figura 22 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas na
concentracdo de 25 ug/mL por 24h, dessa vez na presenca também do soro antibotrépico na
proporcao de 5:1 de antiveneno para veneno. Diferente dos microtecidos que nao foram tratados com

o soro, os esferdides dessa vez apresentaram uma estrutura semelhante aos nao tratados,

evidenciando a agao do antiveneno.

Os protocolos de recuperacgao realizados para obtengao dos microtecidos
mostraram que, quando tratados apenas com o veneno total de B. erythromelas, os
esferdéides perderam seu formato, apresentando, também, uma soltura das células

dos microtecidos, como mostrado na figura 23, a seguir.
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Figura 23 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas
nas concentragbes de 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 (direita) pyg/mL por 24h na auséncia do soro
antibotrépico. Apds passarem pelo processo de recuperagdo, ou seja, da retirada dos chips de
agarose, os microtecidos apresentaram soltura expressiva das células, principalmente na

concentragao de 25 pug/mL.

Por outro lado, apds o protocolo de recuperacédo das células que foram
tratadas com o veneno e com o antiveneno, os microtecidos nao apresentaram
perda de formato nem soltura notavel de células apds a recuperagdo. Estes

resultados podem ser observados na figura 24, a seguir.
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Figura 24 - Microtecidos da linhagem L929 tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas
nas concentragdes de 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 (direita) ug/mL por 24h na presenga também do
soro antibotrépico, na proporgéo de 5:1 de antiveneno para veneno. Apds passarem pelo processo
de recuperagao, ou seja, da retirada dos chips de agarose, os microtecidos ndo apresentaram soltura

das células.

Por outro lado, para as analises morfométricas, assim como
anteriormente, foram analisados os parametros: Didametro de Feret, Circularidade e
Solidez. Os resultados mostraram que, como esperado, o didmetro de Feret foi
maior no tratamento com a concentragdo de 25 pg/mL de veneno total de B.
erythromelas, isso pois, como observado nas imagens, o veneno fez com que
houvesse soltura das células, o que praticamente ndo aconteceu no tratamento com
a concentracdo de 12,5 yg/mL, bem como nos tratamentos com a presenca do
antiveneno, na proporgao de 5:1 de antiveneno para veneno.

E, por fim, a circularidade também foi alterada neste tratamento quando
comparado aos demais, evidenciando a perda do formato esférico caracteristico dos
microtecidos em condicbes normais de crescimento. Os graficos estao

representados na figura 25, a seguir.
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Figura 25 - Graficos referentes ao didametro, solidez e circularidade da linhagem L929 quando
cultivada em esferdides. O diametro de feret foi obtido através da comparagédo dos tamanhos dos
esferdides pelas imagens obtidas em microscépio invertido. A solidez representa o quao regular é a
estrutura do perimetro dos esferdides, sendo valores mais proximos de 1 considerados regulares e
mais distantes de 1 mais irregulares. A Circularidade é a representagdo do quanto o esferdide
medido se aproxima de uma estrutura circular, em valores préximos de 1, ou de uma estrutura em

elipse, valores mais distantes de um.
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5.8 Analise da viabilidade dos microtecidos da linhagem L929 tratadas com o
veneno de B. erythromelas e antiveneno através do método de Laranja de

Acridina/Brometo de etidio

As analises da viabilidade feitas através do tratamento com os corantes
fluorescentes Laranja de Acridina e Brometo de Etidio mostraram que os
microtecidos que foram tratados apenas com o veneno total de B. erythromelas
apresentaram pontos de morte celular bem aparentes, mas ainda com maioria de
viabilidade, como mostrado na figura 26 abaixo. A densidade de células utilizada
para obtengdo dos microtecidos foi de 2,5 x 10* células/chip e os tratamentos foram

realizados no sétimo dia de cultivo.

Figura 26 - Viabilidade dos microtecidos da linhagem L929 na densidade de 2,5 x 10* células/chip
através do método de coloragdo diferencial por Laranja de Acridina e Brometo de Etidio quando
tratados por 24h com 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 pg/mL (direita) do veneno total de B. erythromelas
na auséncia de antiveneno. Os tratamentos foram realizados no sétimo dia de cultivo dos
microtecidos. As células viaveis sado coradas pela laranja de acridina e apresentam fluorescéncia de
cor verde, enquanto células apoptéticas sédo coradas pelo brometo de etidio e apresentam

fluorescéncia de cor vermelho/laranja

Por outro lado, os microtecidos tratados com veneno e com antiveneno

apresentaram suas células viaveis, sem pontos de morte celular aparente,

diferentemente do tratamento sem o AV, como é mostrado na figura 27 a seguir.
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Figura 27 - Viabilidade dos microtecidos da linhagem L929 na densidade de 2,5 x 10* células/chip
através do método de coloragdo diferencial por Laranja de Acridina e Brometo de Etidio quando
tratados por 24h com 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 pg/mL (direita) do veneno total de B. erythromelas
na presenga do soro antibotrépico na proporgéo de 5:1 de antiveneno para veneno. Os tratamentos
foram realizados no sétimo dia de cultivo dos microtecidos. As células viaveis sao coradas pela

laranja de acridina e apresentam fluorescéncia de cor verde, enquanto células apoptéticas sao

coradas pelo brometo de etidio e apresentam fluorescéncia de cor vermelho/laranja

5.9 Andlises histolégicas e histoquimicas dos microtecidos da linhagem L929

tratadas com o veneno de B. erythromelas e seu antiveneno.

As analises histologicas com hematoxilina/eosina, que tinham por objetivo
mostrar integridade dos microtecidos quando tratados com o veneno total de B.
erythromelas na presenga ou nao do antiveneno, mostraram que, como relatado nas
analises morfométricas, os microtecidos tratados com o veneno tiveram sua
estrutura comprometida. Os microtecidos tratados com o veneno na concentragao
de 25 pg/mL mostram um perfil de desagregagcdo dos esferdides, comprometendo
sua estrutura e apresentando uma soltura das células, como mostrado na figura 28,

a seguir.
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Figura 28 - Histologia dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 tratados com o veneno total
Bothros erythromelas nas concentragbes 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 ug/mL (direita), quando
corados com hematoxilina e eosina. As imagens mostram uma estrutura comprometida, além de uma

desagregacao dos microtecidos e, consequentemente, soltura das células.

Por outro lado, as células tratadas com o veneno e com o antiveneno néo
tiveram sua integridade comprometida, ndo apresentando desagregacdo dos
esferdides e soltura das células em nenhuma das concentragbes do veneno, como

mostrado na figura 29, a seguir.

Figura 29 - Histologia dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 tratados com o veneno
total Bothrops erythromelas nas concentragbes 12,5 pug/mL (esquerda) e 25 pg/mL (direita) e com
antiveneno na propor¢céo de 5:1 de antiveneno pra veneno, quando corados com hematoxilina e
eosina. Os resultados mostraram que o antiveneno inibiu a agdo do veneno, impedindo a

desagregacao dos microtecidos causada pelo veneno.
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As imagens dos ensaios histoquimicos obtidas pela coloragdo com azul
de alcian mostraram uma quantidade pequena de proteoglicanos acidos nos
esferéides gerados a partir de fibroblastos, como mencionado anteriormente. No
caso dos microtecidos tratados com o veneno total de Bothrops erythromelas, a
quantidade de proteoglicanos nao foi alterada quando comparada aos controles no
tratamento com o veneno na concentragéo de 12,5 yg/mL. No tratamento com 25
Mg/mL, por outro lado, a desagregacao dos microtecidos foi bastante evidente, e a
auséncia de marcacao positiva para o corante também, indicativo de que a matriz
extracelular, que ja ndo estava mais presente, tivesse papel central na agregacao

das células, como mostra a figura 30, a seguir.

Figura 30 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 quando tratadas com o
veneno total de B. erythromelas nas concentragbes de 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 ug/mL (direita)
quando corados com o corante Azul de Alcian. O corante Azul de Alcian marca componentes acidos
com a cor azul. As imagens mostram uma coloracéo azul entre as células do microtecido tratado com
0 veneno na concentragdo de 12,5 pg/mL, indicando uma marcacgdo positiva para a presencga de
proteoglicanos acidos, componentes da matriz extracelular do tecido conjuntivo. O microtecido
tratado com o veneno na concentragcdo de 25 pg/mL teve uma marcagdo ausente e as células

desagregadas.

Os grupos tratados com o antiveneno, por outro lado, manteve sua

integridade, reforgando a hipotese de que esses componentes da matriz extracelular
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tém papel fundamental na agregacao dos microtecidos. A figura 31, a seguir, mostra

esses resultados.

Figura 31 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 quando tratados com o
veneno total de B. erythromelas nas concentragdes de 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 pg/mL (direita) e
com antiveneno na proporgdo de 5:1 de antiveneno para veneno quando corados com o corante Azul
de Alcian. O corante Azul de Alcian marca componentes acidos com a cor azul. As imagens mostram
uma coloragdo azulada entre as células dos microtecidos de ambos os tratamentos, indicando
marcagdo positiva para proteoglicanos acidos e sugerindo que estes tém papel importante na

agregagao das células.

Assim como anteriormente relatado, as analises histoquimicas realizadas

com o corante picrosirius red mostraram auséncia de colageno na estrutura dos
esferéides em todos os dias avaliados, ndo havendo marcagao positiva em nenhum
dos tratamentos, apresentando apenas os perfis de desagregacdo das células
mostrados anteriormente. A marcacao positiva permite verificar a presenga ou nao
de fibras de colageno, que s&o marcadas em uma cor vermelha. A figura 32 a seguir
mostra a auséncia de fibras de colageno nos microtecidos de fibroblastos tratados
com o veneno total de Bothrops erythromelas nas concentragdes de 12,5 pyg/mL e
25 pg/mL.
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Figura 32 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 tratados com o veneno
total de B. erythromelas nas concentragdes de 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 pg/mL (direita) quando
marcados com o corante Picrosirius. O corante Picrosirius marca fibras de colageno com uma cor
vermelha. Desta forma, os microtecidos de fibroblastos L929 n&o produziram colageno, pois ndo

tiveram marcacgao positiva em nenhum dos tratamentos.

Por fim, os microtecidos tratados com o veneno e com o antiveneno

também n&o apresentaram marcagao positiva para colageno, como mostra a figura

33 a sequir.
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Figura 33 - Histoquimica dos microtecidos de fibroblastos da linhagem L929 tratados com o veneno
total de B. erythromelas nas concentragbes de 12,5 ug/mL (esquerda) e 25 pg/mL (direita) e com
antiveneno na propor¢cao de 5:1 de antiveneno para veneno quando marcados com o corante
Picrosirius. O corante Picrosirius marca fibras de colageno com uma cor vermelha. Desta forma, os
microtecidos de fibroblastos L929 nao produziram colageno, pois nao tiveram marcacgao positiva em

nenhum dos tratamentos.
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6 DISCUSSAO

O cultivo tridimensional de células vem ganhando cada vez mais seu
espaco como uma alternativa mais robusta em relagdo as metodologias de cultivo
tradicionais nas experimentacdes in vitro. Seu amplo leque de aplicagdes, desde
utilizacdo em testes farmacolégicos e toxicolégicos até mesmo na sua pretenséo ao
reparo tecidual, com as técnicas mais avancadas de engenharia tecidual, faz com
que diversos modelos com diversas finalidades venham surgindo ao longo dos
ultimos anos.

Através do presente trabalho foi mostrado que as linhagens de
fibroblastos MRC-5 e L929 crescem em esferdides como microtecidos, porém, a
linhagem L929 possui melhores parametros de crescimento. As analises
morfométricas mostraram que o crescimento aconteceu de forma linear, através do
diametro de Feret, que mostrou aumento dos microtecidos em fungcado do tempo de
cultivo. Além disso, também se mostraram como estruturas regulares, uma vez que
as analises de solidez mantiveram-se sempre proximas a 1, o que significa
estabilidade em sua estrutura. Por fim, também apresentaram boa circularidade, o
que significa que seu perimetro se aproxima de uma esfera. Esses resultados foram
melhores na linhagem L929, pois a linhagem MRC-5 mostrou diferengas no
diametro, estruturas pouco regulares e circularidade menores.

Uma das explicagdes possiveis para essa diferenca de resultado € que,
para a linhagem MRC-5, a recomendacao € de que nao se deve ser cultivada até a
confluéncia, tendo uma densidade de subcultivo recomendada pela American Type
Culture Collection, a ATCC, de 1,0 x 10%a 6,0 x 10 * células viaveis/cm ? ndo
havendo essa restrigdo para a linhagem L929 que pode ser subcultivada ao atingir a
confluéncia (ATCC, 2023).

Os microtecidos da linhagem L929 estavam viaveis nos dias 5, 7 e 10 de
cultivo. As analises mostraram, porém, que no quinto dia de crescimento, os
microtecidos ainda n&o estavam muito bem formados, fazendo com que os
melhores dias para uso em analises fossem entre os dias 7 e 10 de cultivo,
idealmente acabando no décimo dia. Isso pois, a partir do décimo dia, os
microtecidos apresentaram um crescimento exacerbado, chegando muitas vezes a

extravasar os limites dos micropogos nos quais estavam sendo cultivados.
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Existem diversos estudos que tem por objetivo produzir microtecidos que
sirvam como base para uma engenharia tecidual de sucesso. Porém, devido a
alguns problemas recorrentes como a dificuldade de isolar as células do tecido alvo,
problemas no cultivo dessas células, crescimento insuficiente ou inadequado
quando cultivadas in vitro e problemas de desdiferenciacao celular acabam fazendo
com que o uso de células mesenquimais surjam como alternativa na produgao de
microtecidos (Al Madhoun et al. 2016; Potier et al. 2016).

Em um trabalho realizado por Madhoun e colaboradores (2016), por
exemplo, teve por objetivo o desenvolvimento de um protocolo de diferenciagéo de
células mesenquimais em uma linhagem de endoderme. Utilizando placas de cultivo
especificas para a formacado de esferdides, as células mesenquimais de cordao
umbilical humano foram cultivadas e as condigdes de cultivo foram definidas de
modo que essas células viessem a se diferenciar em células de endoderme, que
tem papel importante no desenvolvimento de érgdos como péancreas e figado,
podendo ser, portanto, uma fonte de referéncia para futuros estudos de engenharia
tecidual.

A utilizagcdo de cultivos primarios, isto €, de células recém isoladas de
algum organismo, para a produgdo desses microtecidos também é majoritaria nos
estudos. Em um trabalho realizado por Garzén e colaboradores (2012), foi indicado
que, em condrécitos isolados do tecido retrodiscal humano para um cultivo primario,
as células cultivadas apds 6 ou mais passagens nao apresentaram caracteristicas
consideradas ideias para estudos de engenharia tecidual, seja referente a sua
viabilidade ou capacidade de sintese de componentes majoritarios da matriz
extracelular, corroborando com a afirmagao que alguns tipos celulares podem trazer

problemas quando utilizadas na engenharia tecidual.

Os fibroblastos sao células do tecido conjuntivo, onde tem um papel
fundamental na manutengcdo da integridade e funcdo desse tecido através da
producdo de matriz extracelular, que € rica em colageno, além de elastina,
fibronectina, glicosaminoglicanas e proteases, responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisiolégicos da célula. Esse conjunto de caracteristicas faz com que
os fibroblastos sejam as principais células envolvidas em processos de cicatrizagao
(PAGNANO et al, 2008).
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Como citado anteriormente, para o presente estudo, duas linhagens
celulares foram selecionadas para que a padronizagao do cultivo tridimensional
fosse realizada. Ambas linhagens de fibroblastos, a linhagem MRC-5, derivada de
células humanas, e a linhagem L929, derivada de células murinas, foram as
selecionadas. O método escolhido foi o de cultivo em chips de agarose, ou
microplacas de cultivo de agarose, que funcionam como ancora para que as células
possam crescer sem aderéncia ao fundo ou as paredes dos pocos, fazendo com
que interajam entre si.

Os microtecidos obtidos da linhagem L929 mostraram bons resultados
nas analises histologicas, histoquimicas e imuno-histoquimicas. A coloragdo por
eosina e hematoxilina mostrou uma boa estrutura e distribuicdo das células. A
coloragao por alcian blue mostrou uma quantidade pequena de proteoglicanos
acidos, componentes da matriz extracelular de tecido conjuntivo. A
imunohistoquimica com Ki-67 mostrou que as células dos microtecidos
apresentaram diferentes padrées de multiplicagado a depender do tempo de cultivo,
e, por fim, a coloragcdo com picrosirius red apontou escassez de colageno nos
microtecidos.

Dentre as principais diferengas entre os cultivos tradicionais em
monocamada e os cultivos tridimensionais, podemos citar o formato das células, a
proliferacédo celular, as diferengas de exposi¢cao ao meio no qual estas células estao
sendo cultivadas, o custo de cultivo, dentre outras (Jensen e Teng, 2020).

Quando cultivadas em monocamada, as células s&o alongadas e
achatadas, além de crescerem na superficie plana, aderidas aos pogos das placas
de cultura. Quando cultivadas tridimensionalmente, as células sao capazes de
preservar seu formato natural e podem crescer em multiplas camadas. O presente
estudo mostrou essas diferengas no crescimento, as células cultivadas em
monocamada apresentam um formato caracteristico “pontudo”, enquanto que as
células cultivadas em microtecido s&o, em boa parte, arredondadas.

Outra diferenca de caracteristicas que pode ser observada diz respeito a
proliferacéo celular. E é sabido que as células em cultivo tradicional se proliferam de
maneira uniforme, o experimento de imunohistoquimica com o marcador Ki-67
mostrou que, no cultivo tridimensional, com o passar dos dias, as células do centro

dos microtecidos diminuiram sua proliferagdo, que se manteve através das células
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localizadas nas bordas. Essa diferenga pode ser explicada com a outra diferenca
entre as formas de cultivo: a distribuicdo dos nutrientes no cultivo.

As células em monocamada se dispdem de tal maneira que todas elas
tém contato direto com o meio de cultivo no qual estédo inseridas, tendo, portanto,
acesso aos nutrientes que compdem esse meio. Diferente do cultivo em
monocamada, no cultivo tridimensional as células das camadas mais externas tém
um contato direto com o0 meio enquanto que as células das camadas mais internas
tem um acesso mais limitado ao meio de cultura, o que pode acabar resultando em
processos metabdlicos diferentes nessas diferentes camadas. As células mais
externas, portanto, tém essa capacidade proliferativa maior em comparagcédo com as
células mais internas.

Por fim, quanto ao custo de cultivo, como citado anteriormente, existem
diferentes formas de cultivo tridimensional, cada uma com suas caracteristicas e
insumos necessarios, alguns de maior custo do que outros. A técnica utilizada, a de
cultivo em chips de agarose, apesar de apresentar um custo maior que o cultivo
tradicional, ainda apresenta um custo relativamente baixo quando comparada a
outras técnicas. No caso do cultivo em chips de agarose, os gastos adicionais foram
com os moldes usados na producdo dos chips, moldes estes que podem ser
reutilizados, e com a agarose utilizada. Ademais, os custos com meio de cultura e
placas de cultivo sdo praticamente os mesmos do cultivo em monocamada.

Estudo realizado por Durand-Herrera e colaboradores (2018) mostrou
que o cultivo tridimensional primario de fibroblastos humanos foi capaz de se manter
viavel até o vigésimo oitavo dia de cultivo. A formagao dos esferdides se deu ja no
primeiro dia de cultivo, e se manteve estavel até o ultimo dia de analises, sendo este
o 28° dia. Ao longo do cultivo também foi possivel observar que os esferdides
formados ndo apresentaram um crescimento ao longo do tempo. Uma vez bem
estabelecidos, permaneceram praticamente do mesmo tamanho desde o primeiro
até o ultimo dia de analises.

Quando comparados com os resultados obtidos através do cultivo
tridimensional da linhagem L929, os resultados de Durand-Herrera foram diferentes.
A linhagem L929 formou esferdide em torno do quinto dia, mas ainda assim néao
muito bem definida em formato. Sendo essa definicdo alcangada a partir do sétimo
dia de cultivo. Além disso, os esferdides apresentaram crescimento durante todo o

periodo de cultivo, inclusive chegando a ultrapassar os limites dos micropogos do
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chip de agarose a partir do décimo quinto dia de cultivo, apresentando, portanto, um
crescimento linear, em contraste ao observado no estudo citado anteriormente.

Outro ponto importante diz respeito a formacao de matriz extracelular. No
estudo de Durand-Herrera houve forte presenca de proteoglicanos, marcados por
Alcian Blue. Ja os esferdides da linhagem L929 apresentaram poucas regides
marcadas. O mesmo para a marcagao de colageno, pelo corante picrosirius red. Os
esferdéides do cultivo primario de fibroblastos mostraram a presenca de colageno,
enquanto os esferoides da L929 nao apresentaram essa marcacgao.

Como citado anteriormente, os tipos celulares e até mesmo a passagem
que estas células se encontram tem forte influéncia no processo de
desenvolvimento desses esferdides. A linhagem L929 é uma linhagem imortalizada
e que tem suas origens na década de 50, sendo cultivada até hoje. Se mesmo em
um cultivo primario, as passagens das células influenciam, certamente o fato de um
tipo celular ser uma linhagem imortalizada ira ter influéncia nos parédmetros
avaliados na formagao dos esferdides. Sendo isso, portanto, uma provavel causa e
justificativa para essas diferengas no crescimento dos esferéides, que nao foi linear
quando em cultivo primario, mas foi linear e, inclusive cresceu de maneira
exagerada, quando as células em questdo vinham de uma linhagem ja estabelecida.
Além das diferengas também na formagao da matriz extracelular, que apresentou
poucos proteoglicanos e nao apresentou fibras de colageno tipicas de MEC de
fibroblastos.

As analises farmacolégicas com o veneno total de Bothrops erythromelas
mostraram que o veneno nao apresentou citotoxicidade frente as células da
linhagem L929 quando cultivadas em monocamada ou tridimensionalmente. Porém,
foram capazes de alterar visivelmente a morfologia das células em ambas as formas
de cultivo. As células cultivadas em monocamada perderam sua capacidade de
adesao e formato tipico das células, enquanto que os microtecidos apresentaram
uma soltura das células de sua estrutura, tornando-as mais instaveis.

Um estudo realizado por Bernardes-Oliveira e colaboradores (2016)
testou os efeitos citotoxicos dos venenos totais de Bothrops jararaca e B.
erythromelas frente a trés linhagens celulares, HeLa e SiHa, ambas linhagens de
carcinomas, além da linhagem de células normais 3T3, uma linhagem de
fibroblastos embrionarios de camundongos. Seus resultados mostraram que, para

as células cancerosas, ambos os venenos foram citotdxicos, por outro lado, porém,
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nenhum dos venenos foi citotdéxico na linhagem 3T3. O autor cita uma aparente
seletividade para células de carcinoma e faz uma avaliagao do potencial antitumoral
dos venenos de ambas as serpentes.

Além disso, também ¢€ relatado pelos autores que as células
apresentaram uma alteracdo em sua morfologia, indicativo de estresse e morte
celular. Essas andlises, porém, s6 foram feitas utilizando as linhagens de carcinoma,
nao sendo possivel saber se as células da linhagem normal, apesar de nao
apresentarem morte celular quando tratadas com os venenos, apresentaram
também essa perda de formato celular caracteristico de um cultivo em condi¢cbes
normais.

Os resultados corroboram, parcialmente, com os resultados obtidos no
presente trabalho, onde as células da linhagem L929 ndo apresentaram morte
celular aparente quando tratadas com o veneno total de B. erythromelas, contudo
tiveram sua morfologia alterada, bem como sua capacidade de adeséo no fundo da
placa. Ambos os estudos foram realizados utilizando fibroblastos, de diferentes
linhagens. Os tempos e concentragbes utilizados por Bernardes-Oliveira foram
similares. 12,5 yg/mL e 25 pg/mL e 24h, adicionando também a concentragdo 50
pMg/mL de veneno total e 48h de tratamento. Mesmo nas maiores concentragdes, 0s
venenos de B. jararaca e B. erythromelas nao apresentaram citotoxicidade frente a
linhagem de células normais. Em relagdo a morfologia, como dito anteriormente, o
estudo carece de dados, apresentando somente informacdes relativas a perda de
morfologia das linhagens de carcinoma.

Analisando os dados de forma conjunta, as células cultivadas em
monocamada e as células cultivadas tridimensionalmente apresentaram
caracteristicas semelhantes quando tratadas com o veneno total de Bothrops
erythromelas. Em ambos os cultivos, a viabilidade das células foi mantida apesar de
uma notavel mudanga morfolégica e perda de capacidade de adesdo. Desta forma,
os resultados sao portanto compativeis e similares nos dois modelos.

Como ja colocado anteriormente, os modelos tridimensionais tem como
proposta servirem como uma alternativa mais robusta quando comparados com os
modelos in vitro tradicionais, ou seja, os cultivados em monocamada. Desta forma,
os resultados obtidos especificamente pelo conjunto de tratamentos realizado neste
trabalho devem ser aperfeigoados para que se possa, de fato, chegar a uma

conclusao sobre as diferencas entre os dois modelos.
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A utilizacdo de outros testes e experimentos que avaliem outros pontos
de vista do envenenamento , que nao somente a citotoxicidade, surgem como uma
maneira de aperfeicoar o modelo, isto tendo em vista que no modelo em
monocamada o veneno total de B. erythromelas nao foi citotoxico, sendo esperando
e mostrado que no modelo tridimensional também n&o fosse verificada essa
citotoxicidade. Experimentos de estresse celular, liberacdo de citocinas inflamatdrias
e analises protedmicas, por exemplo, podem ser utilizados com esses objetivos de
elucidar melhor as diferengas nos testes entre os dois tipos de cultivo celular.

O presente trabalho abre um leque de possibilidades de melhorias para
que sua utilizacao possa ser ampliada, desde a utilizacado de fatores como adigao de
colageno, tendo em vista que as células utilizadas n&o foram capazes de produzi-lo
por conta propria, até o co-cultivo com diferentes tipos celulares, como
queratindcitos, para quem sabe mimetizar de forma eficiente um microambiente da

pele.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho mostraram que as linhagens celulares
de fibroblastos murino - Linhagem L929 - e humano - Linhagem MRC5 - s&o
capazes de crescer em microtecidos pela técnica de cultivo tridimensional de cultura
em chips de agarose. Além disso, as células da linhagem L929, quando cultivadas
tridimensionalmente, mostraram-se viaveis até o décimo dia de cultura, crescendo
de forma regular porém com uma modesta expressao de matriz extracelular.

Ademais, quando tratadas com o veneno as células L929 mostraram uma
mudanga morfoldgica tanto no cultivo tradicional em monocamada quanto no cultivo
tridimensional em microtecidos. As células cultivadas em monocamada perderam
sua capacidade de adesao enquanto que as ceélulas cultivadas tridimensionalmente
mostraram-se mais sensiveis a perda do formato de esferdide. O tratamento com

anti veneno reverteu esses efeitos.
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