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RESUMO

O cultivo celular primario em andlise tridimensional (3D), permite melhorar as avaliagcdes
celulares como demonstrado em alguns estudos, por exemplo, interagdes entre micro-
organismos e a célula hospedeira e o crescimento de tumores. Além disso, andlise
tridimensional celular pode ser uma alternativa para pesquisa antes da utilizacdo de animais em
estudos in vivo. No entanto, ndo ha na literatura relatos da viabilidade de células primarias de
embrides de galinhas em cultivo 3D. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo
desenvolver um modelo de cultivo primario de enterocito e hepatdcito e explant de fragmentos
intestinais além de avaliar a viabilidade dessas células até 7 dias p6s cultivo. Células intestinais
e hepatocitos e explants de intestino de embrides de galinhas da linhagem Hy-Line entre 17 e
18 dias foram extraidas e cultivadas em monocamadas e 3D. Apo6s 24 horas de cultivo das
células e 3 horas do cultivo de explant, foram adicionadas nanoparticulas magnéticas. As
células foram observadas a cada 24 horas tanto em 2D quanto em 3D até 7 dias ap6s o cultivo
primario que foi o periodo em que os hepatdcitos comecaram a perder a confluéncia. Os
explants foram observados 24 horas apo6s a coleta dos fragmentos e analisados quanto a
confluéncia das células e a viabilidade utilizando Iodeto de Propideo. Os cultivos primarios
foram vidveis durante todo o tempo de experimento e o explant dos fragmentos intestinais nao
permaneceu viavel apos 48 horas de adicdo das nanoparticulas, embora as células tenham
realizado a aderéncia destas. Concluiu-se que a cultura mista de enterocitos e fibroblastos assim
como a cultura de hepatocitos em 3D podem ser aplicadas em outros estudos posteriores a este
trabalho. Em relag@o ao explant de fragmentos intestinais, ainda € preciso avancar quanto aos
protocolos de cultivo, meios a serem utilizados, padronizacao de técnicas para que haja sucesso

na viabilidade dos explants a serem cultivados.

Palavras-chave: Cultivo celular. Embrido de galinha. Células intestinais. Figado.



ABSTRACT

The primary cell culture in three-dimensional analysis (3D) allows to improve cell evaluations
as shown in some studies, for example, interactions between microorganisms and the host cell
and tumor growth. In addition, three-dimensional cellular analysis can be an alternative before
use animals for in vivo studies. However, there are no reports in the literature of the viability
of primary cells of chicken embryos in 3D cultivation. Thus, this work aimed to develop a model
of primary culture of enterocyte and hepatocyte and explant of intestinal fragments in addition
to evaluate the viability of these cells up to 7 days post culture. Intestinal cells and hepatocytes
and intestine explants from embryos of Hy-Line chickens between 17 and 18 days were
extracted and cultured in monolayers and 3D. After 24 hours of cell culture and 3 hours of
explant culture magnetic nanoparticles were placed. The cells were observed every 24 hours in
both 2D and 3D up to 7 days after primary culture which was the period when hepatocytes
began to lose confluence. Explants were observed 24 hours after fragment collection and
analysed into the cell confluence and viability using Propidium lodide. The primary cultures
were viable throughout the experiment and the explant of the intestinal fragments did not
remain viable after 24 hours of nanoparticle addition, although the cells phagocytized them. It
was concluded that mixed enterocyte and fibroblast culture as well as 3D hepatocyte culture
can be applied in other studies after this work. About the explant of intestinal fragments, it is
still necessary to advance regarding the cultivation protocols, means to be used,

standardization of techniques for the viability of the explants to be cultivated.

Keywords: Cell culture. Chicken embryo. Intestinal cells. Liver.
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1 INTRODUCAO

O cultivo celular ¢ um conjunto de técnicas que mantém as células vivas in vitro de modo
que haja uma preservagao das caracteristicas do tecido de origem (NONES, 2009). Utilizando
um meio adequado para obtencdo do crescimento celular especifico desejado, evita-se o
crescimento de células ndo especializadas que desempenham variadas funcdes (ALVES;
GUIMARAES, 2010). Para realizar este processo, é necessario considerar as seguintes etapas:
aquisicao da amostra; isolamento tecidual; obtengdo das células por métodos de desagregacao
enzimatica ou mecanica, ou por meio de migragao celular de um fragmento tecidual; e o cultivo

celular em meios e condi¢gdes adequadas (FRESHNEY, 2010, p.163-186).

A utilizagdo da técnica de cultivo celular tem uma grande aplicabilidade e importancia na
area laboratorial, especialmente para a virologia, genética e fisiologia celular (TEIXEIRA;
VIRGINIO, 2004). Com o passar dos anos, o avanco dos métodos utilizados seguiu juntamente
ao desenvolvimento laboratorial e assim, procedimentos como producdo de proteinas
recombinantes, manutencao de cepas virais e métodos para diagnodstico sao realizados com esse

modelo experimental (CAMARGOS et al., 2008).

Existem diversos métodos para cultivo celular in vitro, podendo ser citados o cultivo em
monocamada e o cultivo tridimensional (3D), este Gltimo sendo utilizado para morfologias
tumorais, por exemplo, por ser mais fidedigno ao tecido maligno, devido as caracteristicas de
interacionais de célula com célula, célula com o substrato e avaliagdo da cultura e dimensao
volumétrica (SABINO, 2014). O cultivo em monocamada faz com que haja uma perda da
organizagao tridimensional do tecido de origem e assim, o cultivo em 3D permite que as células

hajam da maneira que fariam em seus tecidos e 6rgdos de origem (GARCIA, 2013).

Como métodos de cultivo celular tridimensional, tem-se o de matriz extracelular que
utilizam matrizes em gel, suportando a estrutura tridimensional e o método de levitacao
eletromagnética, que utiliza de nanoparticulas que dao as células propriedades magnéticas e sao

levitadas por inducdo do magnetismo (SABINO, 2014).

O cultivo celular tridimensional por levitagao eletromagnética foi o método utilizado neste
trabalho e, embora ainda pouco explorado, o cultivo tridimensional também ¢ uma alternativa
para se avaliar a interagdo de bactérias ou protozoarios e a célula hospedeira, principalmente

sobre as ferramentas de invasdao de microrganismos. Nao so as células mas também os explants



poderiam ser alternativas para pesquisas antes do uso de animais. O uso de células e explant
poderiam diminuir o nimero de animais em trabalhos in vivo por permitir a realizagao de

trabalhos mais definitivos nos animais.

Em se tratando de pesquisas com parasitos gastrointestinais, hepatocitos e enterocitos sdo as
células de eleigdo e avaliar o tempo de vida dessas células e/ou explant desses tecidos apos a
levitagdo magnética em laboratério ¢ de extrema importancia para futuros estudos com

microrganismos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Desenvolver um modelo de cultivo primario tridimensional de enterocitos, hepatdcitos e

explants intestinais de embrides de galinhas.

2.2 Objetivo Especifico

e Verificar o tempo de vida dos explants intestinais em cultivo 3D pela técnica da
levitagdo eletromagnética;

e Verificar o tempo de vida dos hepatocitos e enterocitos em cultivo 3D pela técnica da
levitagdo eletromagnética;

e Padronizar a técnica de cultivo primario em 3D para trabalhos futuros.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico

O cultivo celular teve seu inicio no século XX, consistindo em técnicas com fragmentagao
mecanica dos tecidos e imergindo estes em tubos com fluidos dos animais que originaram as
amostras teciduais, como por exemplo, a linfa . Por mais de 50 anos, devido a estas primeiras
técnicas, o cultivo celular inicialmente foi nomeado de cultivo de tecidos. Observar o
comportamento celular fora do organismo em um ambiente controlado laboratorialmente era o

objetivo desejado (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Harrison foi o pioneiro em 1907 a realizar a cultura de células, mimetizando as condi¢des
necessarias para a sobrevivéncia de células nervosas do tubo medular de um embrido de sapo,
mergulhando estas na linfa fresca do préprio animal, a qual passou pelo processo de coagulacao
e apos este acontecimento, o tubo foi selado com parafina. Vale ressaltar, que foram mantidas
condigdes assépticas para evitar interferéncias e contaminagdes e como vantagem, foi a nao-
necessidade de controle de temperatura devido a espécie animal escolhida ser ectotérmica— os
anfibios. A manuteng¢ado das cé€lulas vivas in vitro por mais de uma semana fez com que outros

pesquisadores se interessassem mais no cultivo (ALVES; GUIMARAES,2010).

Alexis Carrel, em 1912, desenvolveu um modelo de cultivo celular com células cardiacas
de um embrido de galinha utilizando as informagdes de Harrison, mostrando a importancia da
troca dos meios constantemente para renovar os nutrientes disponiveis para as células e maior
sobrevivéncia das células in vitro por periodos mais longos (ALVES; GUIMARAES, 2010).
Porém, mesmo com o avanco do cultivo celular com os passar dos anos, as células eram
cultivadas em meios indefinidos que nao atendiam as necessidades especificas para o
crescimento das células animais, sendo tais meios constituidos de uma combinagdo de soro e
extrato embrionario. Visto isso, em 1955 Harry Eagle realizou sistematicamente uma analise
dos nutrientes necessarios para as células animais poderem crescer in vitro. Eagle estabeleceu
duas linhagens celulares: células HeLa e uma linhagem de fibroblastos de camundongo
denominadas células L. Realizando variagdes sistematicas, ele conseguiu cultivar as células em
uma mistura de sais, carboidratos, aminoacidos e vitaminas, suplementando com proteinas do
soro. A experiéncia teve um grande impacto no avango do cultivo celular, fazendo assim com

que o meio que Eagle desenvolveu, se tornasse o meio basico utilizado no cultivo de células
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animais até os dias atuais e permitindo os estudos de uma ampla variedade celular (COOPER;

HAUSMAN, 2007).

3.2 Tipos de cultivo

O termo cultivo celular ¢ utilizado para nomear um conjunto de técnicas realizadas para
manter as c€lulas vivas in vitro preservando a maioria as caracteristicas fisiologicas do tecido
de origem (NONES, 2009). Utilizando um meio adequado para obtencao do crescimento celular
especifico desejado, evita-se o crescimento de células ndo especializadas que desempenham
variadas fungdes (ALVES; GUIMARAES, 2010). A aquisi¢do da amostra, o isolamento
tecidual, a obtengdo das células por métodos de desagregagdo enzimatica ou mecanica, ou por
meio de migragao celular de um fragmento tecidual sdo etapas que devem ser consideradas e
efetuadas corretamente para realizacdo do cultivo celular em meios e condigdes adequadas

(FRESHNEY, 2010, p. 163-186).

O cultivo celular primario consiste de uma mistura de células advindas de um fragmento de
tecido desagregado mecanicamente ou por enzimas. As células sobreviventes a este processo e
que mantém as caracteristicas genotipicas e fenotipicas do tecido que a originou, sao
denominadas células primarias (TEIXEIRA; VIRGINIO, 2004). Estas células tém um periodo
de vida curto, geralmente sdo heterogéneas e possuem uma baixa taxa de replicacdo e entdo, ao
realizar o processo de tripsinizagdo e repique das células, as sobreviventes ao processo € que
tém melhor replicagdo, sdo chamadas de culturas secundarias (PHILIPPEOS et al., 2012). J& as
células que se multiplicam indefinidamente, constituem as células da linhagem celular e, caso
passem por alguma mudanca genética, sdo chamadas de células transformadas (ALVES;
GUIMARAES, 2010; CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2012). Em sintese, as células primarias sdo
as células obtidas apds o isolamento das células e antes da realizacdo da primeira subcultura
que, ao fazer a primeira passagem, d4 origem as células secundarias , enquanto as células de
linhagem celular surgem apds o subcultivo das células primarias e realizagdo de varias
passagens, podendo existir células de fenotipos diferentes ou semelhantes (FRESHNEY, 2010,
p. 187-206).

Vale ressaltar que podem ser realizados os explants primarios, que consistem de uma porg¢ao
de um tecido que foi coletada em um ambiente asséptico e entdo sdo retirados pequenos pedagos

para cultivar em um meio ideal e em um periodo curto de tempo (MINCHEVA-NILSSON et
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al., 2016). Esse tipo de cultivo ¢ utilizado quando hé a necessidade de informagdes especificas

de determinados tecidos (ANTONI et al., 2015).

3.3 Metodologias de cultivo

Para o cultivo celular in vitro, existem diversos métodos, como por exemplo, o cultivo em
monocamadas (2D) e o cultivo tridimensional (3D) (SABINO, 2014). Entretanto, apesar do
cultivo bidimensional ser utilizado rotineiramente nas pesquisas, o comportamento celular em
monocamada faz com que haja uma perda da organizagao tridimensional do tecido de origem
e, com isso, a cultura celular em 3D permite uma melhor aproximagao das fungdes fisiologicas

devido ao microambiente que fica disponivel para as células (AOKI et al., 2016).

A adesdo das células em uma superficie plana, a qual serve de suporte mecanico para as
células, ¢ a condi¢ao na qual depende o cultivo em 2D. Ao crescer em monocamadas, as células
possuem crescimento e proliferacdo homogéneos devido ao acesso uniforme aos nutrientes,
porém, ndo had controle do formato celular. Quando ¢ realizada a cultura em 3D, as
caracteristicas interacionais de célula com célula, célula com o substrato influenciam no
comportamento celular e seu formato ligado as fungdes dos o6rgaos de origem (DUVAL et al.,

2017).

Como métodos de cultivo celular em 3D, tem-se o de matriz extracelular utilizando matrizes
em gel que suportam a estrutura tridimensional e o método de levitagdo eletromagnética, que
utiliza de nanoparticulas (NanoShuttle™-PL) que dao as células propriedades magnéticas e
estas sdo levitadas por indu¢do do magnetismo. A cultura das células que receberam as
nanoparticulas ocorre de modo que haja um magneto na parte superior da placa que ird iniciar

a levitagao destas células (SABINO, 2014).

Realizando uma comparagao entre o método de cultivo em 2D e o 3D, nota-se que no cultivo
tridimensional a polarizacdo celular ¢ descrita mais precisamente, hd uma maior estabilidade e
maior tempo de sobrevivéncia celular , maior tempo de cultivo e ha uma melhoria nas anélises
relacionadas a resposta celular a estimulos , proliferacdo celular, invasdo dos tecidos
circundantes por células tumorais , dentre outras. Visto isso, o cultivo em 3D tem maior
aplicabilidade quando se almeja a realizagdo de um estudo a longo prazo (ANTONI et al.,

2015).
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3.4 Aplicacoes do cultivo celular

A utilizagdo da técnica de cultivo celular tem alta aplicabilidade e importancia na area
laboratorial, especialmente para a virologia, genética e fisiologia celular (TEIXEIRA;
VIRGINIO, 2004). Com o passar dos anos, os avangos da metodologia utilizada, assim como o
desenvolvimento laboratorial, seguiram juntos. A producdo de proteinas recombinantes,
métodos para diagnostico € manutengao de cepas virais sao realizadas utilizando desse modelo

experimental (CAMARGOS et al., 2008).

A manutencdo de cepas virais por meio do cultivo celular ¢ um meio alternativo para a
producdo de vacinas atenuadas de mamiferos, pois ¢ um sistema mais simples e flexivel do que
os ovos aviarios SPF (Special Patogens Free) fertilizados e podem ser controlados por um
periodo mais prolongado e, caso ocorra alguma pandemia, tem-se a possibilidade de uma
producao rapida das vacinas atenuadas desejadas, sendo utilizadas as células de linhagem
celular originarias de embrides de galinhas ou codornas, por exemplo (FARZANEH et.al,

2017).

O cultivo celular tem sua aplicabilidade ao tratar-se de pesquisas com parasitos
gastrointestinais, utilizando amplamente enterdcitos origindrios de embrides de galinhas para
o estudo da coccidiose devido ao epitélio intestinal ser o tecido alvo primario deste parasita

(DIMIER-POISSON; BOUT; QUERE, 2004).



13

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Genética e no Laboratorio de
Nanobiotecnologia, ambos da Universidade Federal de Uberlandia. Todos os instrumentos que
foram utilizados para realizacdo da técnica passaram por esterilizagdo em autoclave, assim
como os meios utilizados foram mantidos aquecidos em temperatura ambiente de 37°C em

banho-maria para evitar choque térmico.

Foram obtidos 15 ovos de embrides de galinha da linhagem Hy-Line com 17 ¢ 18 dias da
Granja Planalto na cidade de Uberlandia, Minas Gerais. Os ovos tiveram a superficie externa
desinfetada com élcool 70% e quebrados delicadamente na extremidade mais larga, abertos
com tesoura de ponta fina e os embrides foram retirados e colocados em Placas de Petri. Apos
a eutanasia por decaptacdo, realizou-se uma abertura no abdomen com laminas de bisturi
estéreis para retirada dos 6rgdos na seguinte ordem: figado e intestino, os quais foram colocados
em PBS (Tampao fosfato salino ou Phosphate Buffered Saline) sem cdalcio e sem magnésio.
Como o trabalho foi realizado em embrides, segundo as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), ndo ¢ necessario a apreciacao de um Comité

de Etica em Pesquisa com animais.

4.1 Cultivo de células primarias e exlpants intestinais

Para o cultivo celular fragmentos de figado e intestinos foram homogeneizados em agitador
magnético para retirada das hemacias que ficaram no sobrenadante. Esse processo foi repetido
até que o tampao (PBS) adicionado aos fragmentos de tecidos ndo apresentasse mais a coloragao
avermelhada. Para a obtengdo das células, os fragmentos foram intensamente cortados com
lamina de bisturi e apds, foi utilizada a metodologia de desagregagdo enzimatica, com uma
solugdo de tripsina a 0,25% sobre agitagdo eletromagnética por 10 minutos. Apds esse periodo,
foi realizada uma homogeneizacdo seguida de agitagdo eletromagnética por 3 minutos.

Realizado este processo, um periodo de 10 minutos foi aguardado para decantagdao do material.

O sobrenadante resultado da decantagdao foi acrescentado ao meio 199 (Gibco™)
enriquecido com 10% soro fetal bovino (SFB), e centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos.
Outros ciclos de tripsinizacao foram realizados nos intestinos e figados remanescentes para

aproveitar ao maximo as células. Para a tripsinizacdo, utilizou-se tripsina a 0,25% e esperou-se



14

3 minutos até as cé€lulas se soltarem. Apos esse tempo, foi adicionado Meio Eagle Modificado
por Dulbecco (DMEM) enriquecido com 20% de SFB para inibir a tripsinagdo e realizou a

centrifugacdo de 1000 rpm por 10 minutos.

Os peletts foram adicionados a meio 199 enriquecido com 10% de SFB, 1% de anfotericina
B (250uG/mL), gentamicina (50mG/mL), estreptomicina (10.000 mcg/mL) e penicilina
(10.000UI/mL) e filtrados em gazes estéreis. O filtrado foi homogeneizado e realizou-se a
contagem do numero de células em Camara de Newbauer em aumento de 40x (Microscopio

Biolégico Optico da Olympus ©).

Foram colocadas 5,3 x 107 células em garrafas para cultivo celular de 75 cm?, incubados a
41°C em estufa de CO2 por 70 minutos. Essa fase favorece a obten¢do de um cultivo com menor
quantidade de fibroblastos. Apds a incubacdo, o sobrenadante foi centrifugado a 1000 rpm por
10 minutos. Os pellets foram colocados em tubos de ensaio com meio 199 enriquecido com
SFB a 10% e 1% anfotericina B, estreptomicina e penicilina. Apos esta etapa, foi realizada uma

segunda contagem por meio da microscopia Optica convencional em Camara de Newbauer.

Nas garrafas para cultivo celular foi adicionada uma nova solugdo composta por meio 199,
10% de SFB, 1% de anfotericina B, estreptomicina e penicilina. Em cada garrafa havia um total
de 3,12 x 107 de células do figado e 1,43 x 107 de células intestinais. Para cada tipo de célula
havia 7 garrafas de cultivo 2D em monocamada e 3 garrafas para cultivo 3D. A incubacdo foi

realizada em estufa de CO2 a 41° C por 24 horas.

No dia seguinte, foi adicionado mais 1 ml de meio 199 e incubado nas mesmas condicdes.
A partir do segundo dia o meio foi substituido diariamente e as garrafas avaliadas em

microscopio invertido.

4.2 Cultivo primario celular em 3D por método de levitacao eletromagnética

Apos 24 horas do cultivo primario celular, colocou-se 150 pl de NanoShuttles™-PL por
garrafa com células intestinais e do figado. As garrafas em monocamadas foram mantidas para
ambos os tecidos. Apds aproximadamente 6 horas, realizou-se a tripsinizagao e as células foram
plaqueadas em placas de baixa aderéncia celular com 12 pogos com 5,2 x 10° de células de

figado por poco e 2,39 x 10° de células intestinais por poco e em seguida colocou-se a placa
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magnética por cima. Foi avaliada a forma¢do da monocamada, a formagdo e a organizacao das

células em 3D a cada 24 horas e testada a viabilidade do cultivo 96 horas.

Para trocar o meio a cada 24 horas, colocou-se a placa magnética por baixo e esperou-se em
torno de 5 minutos para as células descerem e, em seguida, foi realizada a troca do meio que

estava por cima das células.

4.3 Cultivo explant primario em 3D por método de levitaciao eletromagnética

Fragmentos intestinais foram retirados da porcao de jejuno de 3 embrides sendo que cada
fragmento era de aproximadamente 1,5mm. Apos, colocaram-se os explants em microplacas de
6 pocos (Eppendorfs©) com meio 199 acrescidos de 10% de SFB e 1% de penicilina,
estreptomicina e anfotericina B. Em cada pogo foi adicionado 125 pl de NanoShuttles™-PL e
incubou em estufa de CO2 em 41°C. Apds 48 horas, os explants foram marcados com iodeto de

propideo para avaliacao da viabilidade.

4.4 Avaliacao da viabilidade celular e dos explants

As células foram monitoradas quanto a aderéncia (monocamadas), estruturas a cada 24 horas
e confirmada a viabilidade as 96 horas. A viabilidade dos explants também foi avaliada. Para o
teste de viabilidade foi utilizado iodeto de propideo na concentragdo de 1:100 e incubados por
40 minutos a temperatura de 41°C em estufa de CO:z a cada 24 horas durante 7 dias. Como
controle positivos, uma amostra mista de enterdcitos e fibroblastos foi tratada com formol para
que houvesse a morte celular e, ao acrescentar o lodeto de Propideo (PI), as células mortas
fossem marcadas pelo marcador fluorescente e aparecessem na coloracdo vermelha na
microscopia de fluorescéncia. O mesmo procedimento foi realizado com explants 48 horas apos

adicao das nanoparticulas.
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5 RESULTADOS

5.1 Cultivo primario de hepatocitos e enterdcitos

Ap6s 4 horas da realizacdo do cultivo celular, ja foi possivel observar aderéncia de parte dos
hepatdcitos e enterdcitos, porém especialmente no caso dos enterdcitos, era dificil a
identificagdo das células. Ja a identificagdo dos hepatocitos foi possivel apds 4 horas (Figura
1). Como o esperado ¢ a aderéncia precoce dos fibroblastos em relacdo as outras células apenas

o sobrenadante dessa garrafas foram usados e o material aderido foi descartado.

Figura 1 — Culturas primarias de enterocitos e hepatocitos apds 4 horas de cultivo primario.
' >

A cultura de células intestinais esta representada na figura A, na qual, estdo presentes hemacias (setas brancas) e células intestinais ainda nao-

diferenciadas (setas pretas). Na figura B, esta representada a cultura de células do figado, onde as setas azuis indicam os hepatdcitos enquanto

as setas rosas indicam as hemacias presentes.

Os cultivos celulares foram analisados diariamente para acompanhar a proliferacdo e
viabilidade celular. As culturas permaneceram viaveis apos 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
apods a extragdo, sendo observada uma proliferacdo ativa de fibroblastos de forma difusa pelo
cultivo de enterdcitos enquanto no cultivo de hepatocitos houve a predominancia das células

desejadas para a cultura (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 — Cultura priméaria mista de enterdcitos e fibroblastos e cultura primaria de hepatocitos

apos 24 horas.

Fonte: Arquivo pessoal. Na figura A pode ser observada a cultura mista de enterdcitos (setas pretas) e fibroblastos (setas brancas). Na figura

B, os hepatocitos predominantes na monocamada celular (setas azuis).

Figura 3 — Cultura primaria mista de enterdcitos e fibroblastos e cultura primaria de hepatdcitos

apos 96 horas.

Fonte: Arquivo pessoal. Na figura A pode ser observada a cultura mista de enterdcitos (seta preta) e fibroblastos (seta branca). Na figura B,

os hepatdcitos (seta azul).

5.2 Cultivo celular primario — 24 horas poés-adicio de NanoShuttles™-PL

Os cultivos em monocamadas foram utilizados como base para os cultivos 3D e apds 24
horas dos cultivos 2D, foram adicionadas nanoparticulas, realizada a levitacdo das células,

incubacdo a 41°C, em estufa de CO2 por 24 horas, somando um total de 48 horas apds a
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extracdo. Nesta primeira analise pos adi¢do de NanoShuttles, foi constatada a aderéncia das

nanoparticulas e proliferagcdo e aglomeragao celular em ambas as culturas (Figura 4).

Figura 4 — Cultura primaria de hepatdcitos e cultura primaria mista de enterdcitos e fibroblastos

24 horas pds-adigao das NanoShuttles™-PL.

[ “ ji o < .‘

Fonte: Arquivo pessoal. Hepatocitos com nanoparticulas aderidas ¢ apresentando aglomeragio (A,B) e hepatdcitos em monocamadas (C) .

Nanoparticulas aderidas porém com menor aglomeragéo celular de fibroblastos e enterocitos (D,E) e enterdcitos em monocamadas (F).

5.3 Cultivo celular primario — 72 horas pds-adicio de NanoShuttles™-PL

Realizando analises diarias ¢ mantendo as condi¢des de incubacdo similares aos dias
anteriores, apds 72 horas da adi¢do das nanoparticulas, foi notado o aumento da proliferacao
celular e da aderéncia das NanoShuttles™-PL e uma maior confluéncia celular formando

estruturas sobrepostas nos pocos analisados (Figura 5).
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Figura 5 — Cultura primaria de hepatdcitos e cultura primaria mista de enterdcitos e fibroblastos

72 horas pos-adicao das NanoShuttles™-PL e 96 horas apos o cultivo primdrio.
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Fonte: Arquivo pessoal. Hepatdcitos aglomerados formando uma estrutura densa sobreposta(A,B) e aglomeragéo celular em menor quantidade

porém com estruturas sobrepostas de fibroblastos e enterdcitos (C,D).

Com os controles existentes de monocamadas no 2D, notou-se que a aderéncia em
monocamadas e as estruturas celulares foram mantidas até 7 dias ap6s adi¢ao das nanoparticulas
quando hepatdcitos permaneceram vidveis, porém, apos esse periodo houve o inicio da
destruicdo da monocamada e perda das estruturas celulares. A viabilidade foi analisada por
comparagdo com o controle positivo, que quando marcadas pelo Iodeto de Propideo significa
que sofreram necrose € com os danos na membrana celular ha a penetragdo do marcador e

visibilidade da coloragdo vermelha no microscopio de fluorescéncia.

O cultivo de enterocitos ndo foi avaliado com sucesso nesse trabalho j& que foi observada a
presenca dos fibroblastos. Dessa forma esse cultivo foi tratado como misto e como ndo era o
objetivo desse trabalho um cultivo misto, essas células foram acompanhadas até 7 dias pois

percebeu-se que a cada dia o nimero fibroblastos aumentava.



20

5.3 Cultivo explants primario 48 horas apds adicao de NanoShuttles™-PL

Os explants de intestino foi analisado apds aproximadamente 51 horas da extracdo e 48
adicao das NanoShuttles. Realizada a anélise apds adi¢do de NanoShuttles™-PL foi notado que
houve aderéncia das nanoparticulas e a manuten¢ao a estrutura densa tridimensional, porém, ao
testar a viabilidade celular, o explant sofreu marcacao, indicando que houve a morte celular

(Figura 6).

Figura 6 — Explant de enterdcitos apds 48 horas com NanoShuttles™-PL e Teste de viabilidade

com lodeto de Propideo.

Fonte: Arquivo pessoal. Em A,B e C nota-se que as nanoparticulas aderiram-se as células e as células mantiveram o formato de uma estrutura

densa tridimensional, enquanto em D a coloragdo avermelhada mostra que as células ndo estdo viaveis devido a penetragdo do marcador.
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6 DISCUSSAO

O protocolo utilizado neste trabalho para cultivo celular de hepatocitos demonstrou ser capaz
de manter as células vivas por até 7 dias sem perder as suas caracteristicas. Assim, a partir da
padronizagdo da metodologia neste trabalho ¢ possivel realizar estudos de cultivo priméario de
hepatocitos em 3D. Segundo Freshney (2010, p. 11-23) a sinalizacao devido ao contato das
células entre si leva a ligagdes mais fortes entre estas. E entdo, por sobreviver em um periodo
maior o cultivo de hepatocitos pode ser indicado para estudos com microrganismos do trato
gastrointestinal, suas interagdes com a célula do hospedeiro e seu mecanismo de invasio
celular. Neste estudo nao foram realizados repiques destas c€lulas, porém, esse procedimento

pode ser realizado em pesquisas posteriores.

Nao foi possivel nesse trabalho a formacdo de um cultivo primério de enterocitos. Dessa
forma o cultivo foi tratado como misto que ndo era o objetivo do trabalho. Pela experiéncia
desse grupo de estudo, cultivos de fibroblastos extraidos de embrides de galinhas podem
sobreviver até 21 dias e ainda suportam repiques.Mas como ndo era o objetivo um cultivo misto
essas cé€lulas foram acompanhadas até 7 dias pois percebeu-se que a cada dia o nimero de

enterdcitos diminuia em relagao a predominancia dos fibroblastos.

No estudo realizado por Kaiser et al.(2017) foi observado que as células epiteliais intestinais
embriondrias de galinhas sobreviveram com as caracteristicas epiteliais por um periodo de 9
dias e que, mesmo apo6s o crescimento de fibroblastos, o cultivo tem aplicagdo para outros
estudos, como por exemplo, para analisar infecgdes parasitarias gastrointestinais e interagao
entre o parasita e a célula do hospedeiro. No presente estudo foi verificado que havia uma
quantidade grande de fibroblastos no cultivo misto porém, nao foi objeto de analise verificar se
essa cultura ja era suficiente para um estudo de infec¢cao por micro-organismos que parasitam
o trato gastrointestinal. Assim, outros estudos a respeito da viabilidade de um cultivo misto de

enterocitos e fibroblastos em pesquisas com micro-organismos se faz necessario.

O uso de explants oferece um ambiente mais controlado e mais facil de manipular mantendo
a complexidade das diferenciagdes observadas in vivo, se torna interessante € com maior
aplicabilidade para estudos que antes utilizavam nas andlises uma grande quantidade de
animais, pois hd uma  diminuicdo do uso de modelos in  vivo

(RANDALL;TURTON;FOSTER,2011).
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O cultivo de explant associado ao modelo 3D poderia ser um avango no estudos laboratoriais
por se aproximar da complexidade tecidual. No entanto, nesse trabalho, observou-se que apos
48 horas da adicdo de NanoShuttles™-PL, o explant de enterdcitos apesar da aderéncia das
nanoparticulas e do inicio da migracgao radial das células, ndo sobreviveu. Essa migragao radial
ocorreu devido as células permanecerem ligadas a matriz extracelular (HENDIJANI, 2017). A
necrose celular pode ter ocorrido devido a quantidade insuficiente de nutrientes disponiveis,
presenga das nanoparticulas ou outra limitacdo relacionada ao fato de ndo haver uma
padronizagdo das técnicas. Ainda ha a necessidade de estudos acerca do protocolo de obtengdo
e cultivo de explants de embrides para que haja uma viabilidade maior in vitro € aumento da

funcionalidade deste modelo para estudos.
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8 CONCLUSOES

Concluiu-se com esse trabalho que € possivel trabalhar com cultivo primdario de hepatdcitos
e cultivo misto de enterdcitos e fibroblastos em 3D até 7 dias apos a extragao do tecido embora
devam ser realizados novos estudos acerca do uso de nanoparticulas e a sobrevivéncia das
células, e técnicas para cultivo primario de enterdcitos devem ser melhor padronizadas. O uso

de explants intestinais ndo sdo vidveis ja que esse tecido morre 48 horas apos a sua extragao.
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