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RESUMO

DE SALES, Grazielly Monteiro. Avaliacdo da diferenciacdo das células da medula
O0ssea de camundongos AIRmax E AIRmin tratados com DMBA e/ou crotoxina.
2022. 29 p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Especializacdo em Biotecnologia para
a Saude — Vacinas e Biofarmacos) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&o
Paulo, 2022.

O desenvolvimento da leucemia esta relacionado a fatores ambientais e genéticos.
Quando expostos a hidrocarbonetos aromaticos (HPA), como o carcinogénico e
imunossupressor 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA), os individuos podem
desenvolver neoplasias. O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos
modulatérios da crotoxina sob a acdo da DMBA na medula éssea de camundongos
da linhagem AIR. A crotoxina € o principal componente do veneno de Crotalus
durrissus terrificius, responsavel pela alta toxicidade, e tem efeito imunomodulador,
anti-inflamatoério e analgésico com importante potencial terapéutico. Neste trabalho,
foram utilizados camundongos fenotipicamente selecionados para resposta
inflamatdria aguda méaxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) e que apresentam alelos de
baixa afinidade (Ahrd) ou alta (Ahr°1) ao receptor de hidrocarboneto de aril (AHR),
conferindo resisténcia ou suscetibilidade ao risco de desenvolver céncer. Os
camundongos foram tratados por via intraperitoneal com 50mg/kg de DMBA e
subcutaneamente com 54ug/kg de Crotoxina e apds 48 horas, células da medula
Ossea foram obtidas para contagens totais e diferenciais. Os resultados mostraram
que o tratamento com DMBA causou a deplecdo de populacbes imaturas de
neutréfilos e mondcitos da medula éssea apenas em camundongos AIRmin. A
administracdo de crotoxina proporcionou uma recuperacdo dessas populacdes
nesses camundongos. Os resultados também mostraram a importancia do
polimorfismo do gene Ahr em relacdo a resisténcia ou suscetibilidade aos HPA,
sugerindo uma inibicédo do ciclo celular pela DMBA e uma reversao desse efeito pela
Crotoxina. Assim, novas abordagens devem ser exploradas para avaliar o papel do
DMBA no ciclo celular de diferentes populagdes celulares e o papel da Crotoxina como

acao protetora.

Palavras-chave: Crotoxina. Cancer. Diferenciagao celular. DMBA.



ABSTRACT

DE SALES, Grazielly Monteiro. Evaluation of the differentiation of bone marrow
cells from AIRmax and AIRmin mice treated with DMBA and/or crotoxin. 2022.
29 p. Monograph (Specialist in Biotechnology for Health — VVaccines and
Biopharmaceuticals) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2022.

The development of leukemic is related to environmental and genetic factors. When
exposed to aromatic hydrocarbons (PAH), such as the carcinogen and
immunosuppressant 7,12-dimethylbenz(a)anthracene (DMBA), the individuals can
develop neoplasias. The objective of the present study was to investigate the
modulatory effects of crotoxin under the action of DMBA in the bone marrow of mice
of the AIR lines. Crotoxin is the main component of Crotalus durrissus terrificus venom,
responsible for high toxicity, and has an immunomodulatory, anti-inflammatory, and
analgesic effect with significant therapeutic potential. In this work, we used mice
phenotypically selected for maximum (AIRmax) or minimum (AIRmin) acute
inflammatory response and that have low (Ahrd) or high (Ahrd1) affinity alleles of the
aryl hydrocarbon receptor (AHR), conferring resistance or susceptibility to the risk of
developing cancer. Mice were treated intraperitoneally with 50mg/kg DMBA and
subcutaneously with 54ug/kg of Crotoxin and after 48 hours, bone marrow cells were
obtained for total and differential counts. The results showed that DMBA treatment
caused the depletion of immature neutrophil and monocyte bone marrow populations
only in AIRmin mice. The administration of crotoxin provided a recovery of these
populations in these mice. The results also showed the importance of the
polymorphism of the Ahr gene concerning resistance or susceptibility to PAHSs,
suggesting an inhibition of the cell cycle by DMBA and a reversal of this effect by
Crotoxin. Thus, new approaches should be explored to evaluate the DMBA's role in
the cell cycle of different cell populations and the role of Crotoxin as a protector action.

Keywords: Crotoxin. Cancer. Cell Differentiation. DMBA.
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1 INTRODUCAO

O risco do desenvolvimento de cancer em humanos é associado a fatores
ambientais como radiacdo ou exposicdo a substancias toxicas do tipo dos
hidrocarbonetos arométicos (HPA) juntamente com fatores genéticos (BALMAIN;
NAGASE, 1998) que conferem resisténcia ou susceptibilidade ao desenvolvimento de
alteracdes hematologicas, como o acumulo de células nas formas blasticas anormais,
levando ao desenvolvimento de quadros leucémicos linféides ou mieldides nas suas
formas agudas ou cronicas (WISEMAN; HALLIWELL, 1996).

As células mieldides compdem a imunidade inata, caracterizada por ser a
primeira linha de defesa do organismo, independentemente de estimulo prévio
(CRUVINEL et al., 2010) que incluem fagécitos mononucleares e polimorfonucleares.
Os macréfagos sao fagécitos mononucleares derivados de monécitos do sangue,
envolvidos na eliminacdo de células/particulas estranhas ao organismo (NEVES,
2015) e iniciam a resposta imune adaptativa apresentando antigeno as células T
CD4+, através da liberacdo de citocinas quimiotaticas. Os fagdécitos
polimorfonucleares séao recrutados para o local da infec¢cdo. Os polimorfonucleares
incluem os neutroéfilos que sao de fundamental importancia na contencao da infeccéo
(BEUTLER, 2004). Os neutrofilos sao as primeiras células a responder a infeccdo ou
inflamacdo com rapida geracdo e secrecdo de mediadores pré-inflamatérios
(LAWRENCE et al.,, 2020), e estdo presentes na medula 6ssea com nucleo
segmentado (indicativo de neutréfilos maduros), e o nucleo em forma de anel como
células imaturas (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Os linfécitos sao células
linféides que fazem parte da imunidade adaptativa e atuam na producdo de
anticorpos, na morte mediada por células, incluindo células tumorais ou infectadas e

na regulacéo da resposta imune (ABBAS, 2015).

1.1 Hidrocarbonetos Poli-ciclicos Aroméaticos (HPA)

Os Hidrocarbonetos Poli-ciclicos Aromaticos (HPA) sdo contaminantes
ambientais produzidos durante processos de combustdo incompleta de matérias
organicas, especialmente na fumaca do cigarro (BOSTROM et al., 2002; HEIDEL et
al., 2000). A maioria dos membros da familia HPA sdo potentes carcindégenos e


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/07IR
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/07IR
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/hrGc
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/LAVO
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/5wAj
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/7uit
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/4lFV
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/kacz
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/mfBd
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/mfBd
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imunotoxicos para humanos e outras espécies (KERKVLIET et al., 2002; Gao et al.,
2005; SPARFEL et al., 2010) e provocam uma variedade de efeitos bioldgicos
relacionados a desordens hematoldgicas. Tanto os dados toxicolégicos quanto 0s
epidemiologicos associaram a exposicdo aos HPAs a varias formas de cancer,
doencas cardiovasculares, asmal/efeitos imunoldgicos, efeitos neurolégicos, efeitos
reprodutivos e de desenvolvimento (N'JAI et al., 2010). Dentre elas, ressaltamos a
leucemia, anemia aplasica, trombocitopenia e leucopenia.

O 7,12-dimetilbenz(a)antraceno (DMBA) € um prot6tipo de HPA sintético que
possui efeitos citotdxicos e genotdxicos (GALVAN et al., 2006; SPARFEL et al., 2010)
relatado como sendo um carcinégeno e imunossupressor (DEAN et al., 1985; LADICS
et al., 1991; GALVAN et al., 2003), causando deplecdo nas células da medula éssea.
Apds a exposicao ao estresse genotoxico causado pelo DMBA, as células bloqueiam
a replicacdo do DNA para permitir seu reparo (AGRAWAL; PANDEY, 2009) devido a
formacéo de adutos no DNA que induzem mutacdes, e inicia um processo leucémico
(HEIDEL et al., 2000).

1.2 Receptor de Hidrocarbonetos Aromaticos (AHR)

O receptor de hidrocarboneto aril (AHR) é um fator de transcricdo ativado por
ligante que medeia os efeitos téxicos do HPA (TAMMY, 2020) modulados por
variantes alélicas do gene Ahr (KATZ et al., 2014) e altamente polimoérfico em
camundongos e humanos (THOMAS et al., 2002; YOON et al., 2002).

Em seu estado inativado, o AHR reside no citosol até ser ligado ao DMBA
(DENISON; NAGY, 2003; NGUYEN; BRADFIELD, 2008; STEJSKALOVA et al., 2011).
A ligacdo induz uma mudanca conformacional e translocacdo do AHR para o ndcleo
onde forma um heterodimero com o translocador nuclear de AHR (ARNT) (SWANSON
etal., 1995; BACSI; HANKINSON, 1996) e se liga a uma sequéncia especifica do DNA
localizada na regido dos genes alvos do AHR , como CYP1Al, CYP1A2 e CYP1B1,
gue séo enzimas envolvidas no metabolismo dos PAHs (HANKINSON, 1995, YOON
et al., 2002; GALVAN et al., 2003; SHIMADA et al., 2003). Ha evidéncias que apoiam
um papel fisiolégico do AHR em varios processos celulares, como regulagao do ciclo
celular e diferenciacdo celular, bem como estados de doenca associados a esses
processos (BAROUKI et al., 2007).


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/bg3I
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/oVed
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/oVed
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/0ikY
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/HtMj
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/cJr0
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/0ikY
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/7l6Y
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/rGpp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/rGpp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/C3Zc
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/deXh
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/mfBd
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ABEu
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/X71P
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/PTWb
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ygqx
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ZqRl
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/Mewp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/zcze
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/zcze
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/33Jh
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/XlPj
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/PTWb
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/PTWb
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/C3Zc
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/wKqC
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/lFGp
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1.3 Crotoxina

As serpentes do género Crotalus, conhecidas popularmente como cascaveis,
pertencem a familia Viperidae representada por somente uma espécie no Brasil,
Crotalus durissus, e as subespécies encontradas com maior frequéncia C. d. terrificus,
C. d. cascavella e C. d. collilineatus distribuidas de forma irregular pelo territorio
brasileiro. Essas serpentes sdo responsaveis por aproximadamente 7,7% dos
acidentes ofidicos brasileiros e apresentam o maior entre todos os demais acidentes
ofidicos dentro do coeficiente de letalidade (PINHO; PEREIRA, 2001).

A crotoxina € o componente principal do veneno da cascavel responséavel pela
alta toxicidade (BON et al., 1989) e corresponde a 60% da composicéao total do veneno
gue contribui com cerca de 80% da letalidade do veneno bruto (BRAZIL, 1934). Apesar
de apresentar atividades neurotoxica, miotdéxica e coagulante (MALAQUE;
GUTIERREZ, 2015), véarios estudos experimentais e dados clinicos tém evidenciado
que a crotoxina apresenta, em doses nao-tdxicas, efeito imunomodulatério, anti-
inflamatério e analgésico (CARDOSO et al., 2001; Nunes et al., 2010; SAMPAIO et
al., 2010; SANT’ANNA et al., 2019). Além disso, foi demonstrado que a crotoxina
modula as atividades de macréfagos e neutrofilos (SILVA et al., 1996; NUNES et al.,
2010). Portanto, véarios estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar as
contribuicdes da Crotoxina na resposta anti-inflamatoria (SARTIM et al., 2018).

1.4 Camundongos fenotipicamente selecionados para maxima ou minima

reatividade inflamatéria aguda como modelo experimental

Linhagens de camundongos fenotipicamente selecionados para maxima
(AIRmax) ou minima (AIRmin) reatividade inflamatoria aguda, segundo o nimero de
leucécitos infiltrados e o teor de proteinas extravasadas em resposta a injecédo
subcutanea de microesferas de poliacrilamida (Biogel) apos 24 horas (IBANEZ et al.,
1992), foram obtidas por Selecdo Fenotipica Bidirecional a partir de uma populagéo
geneticamente heterogénea (F0) constituida por cruzamentos equilibrados entre oito
linhagens isogénicas (A/J, BALB/cJ, C57BL/6J, CBA/J, DBA/2J, P/J, SJL/J e SWR/J),
hibridos F1 e segregantes F2 (STIFFEL et al., 1990) repetidos em geracfes

consecutivas, até ser atingido o limite maximo de separacdo entre as duas linhagens


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/6FIE
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/N2gN
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/Qy0c
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/Qy0c
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/HVVD
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/zPx9
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/zPx9
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/88m8
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/hZFr
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/HVVD
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/HVVD
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/LH2L
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/UQqp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/UQqp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/cHUn
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ao redor da vigésima geracao de acasalamentos seletivos, de acordo com 0 esquema

abaixo:

Figura 1 - Selegéo das linhagens AIRmax e AIRmin

oz ) | &F
¥ ) - : . s
& g = Bl -
P SWR CBA CS7BL6
L CBA

SIL
A DBA/2 P SWR sJ BALB/c C57BL/6
[F1 [ [F [F1
[ F2 | 2

F3=F0

AIRmax AIRmin

Fonte: Ibanez, O.M., 1992

Observou-se a conservacao dos fenotipos extremos nas geracdes posteriores,
indicando que os genes relacionados aos caracteres selecionadores foram fixados em
homozigose em cada linhagem mantendo-se, entretanto, um fundo genético
heterogéneo (IBANEZ et al.,1992). Estes animais apresentaram predominéncia de
alelos de resisténcia ou de susceptibilidade ao desenvolvimento tumoral em
diferentes tecidos (BANGRAZI et al.,, 1990, DRAGANI et al.,, 1995, DRAGANI;
MANENTI, 1997, BIOZZI et al., 1998, MARIA et al., 2001) e foram constatadas
diferencas significativas em estudos sobre os mecanismos inflamatoérios e imunes que
interferem no desenvolvimento de doencas auto-imunes sendo os AIRmax mais
suscetiveis (VIGAR et al., 2000) .

A selecdo fenotipica resultou na segregacédo dos alelos de baixa (Ahrd) e alta
(Ahrbl) afinidade de ligagdo ao receptor de hidrocarbonetos aromaticos em
camundongos AIRmax e AIRmin, respectivamente (DE SOUZA et al., 2009; KATZ et
al., 2014). Portanto, estes camundongos constituem um modelo apropriado e original
para serem utilizados no estudo da influéncia dos caracteres inflamatorios

selecionados na predisposi¢édo a carcinogénese.


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/UQqp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/g3Yh
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/caXM
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/FSyp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/FSyp
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/faMJ
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/uuuj
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ihmu
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/UneB
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ABEu
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ABEu
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2 OBJETIVOS

Neste trabalho nos propomos a analisar os efeitos do DMBA, da crotoxina e a
associacdo DMBA+Crotoxina sobre a medula 6ssea dos animais AIRmax e AIRmin,
ja que as linhagens apresentam polimorfismo genético no gene Ahr que determina
AHR de baixa (AIRmax) ou alta (Alrmin) afinidade a ligacdo ao DMBA. Para isso foram
realizados as seguintes abordagens:

a) o tratamento com DMBA por via intraperitoneal e a Crotoxina por
via subcutanea, observando eventuais sinais toxicos nos animais;

b) a obtencdo das células da medula Ossea, contagem e
caracterizacdo microscoépica por coloracao HE e;

c) a avaliacdo da diferenciacdo das células por microscopia Optica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizados camundongos AIRmax e AIRmin machos da 48° geragéo de
selecdo genética, produzidos e mantidos no Laboratério de Imunogenética do Instituto
Butantan sob as condicGes padrdes de criacdo. Os procedimentos experimentais
realizados est&o de acordo com os principios da Comisséo de Etica no Uso de Animais
do Instituto Butantan (CEUAIB, protocolo n° 2282280622).

3.2 Tratamento com DMBA

Os camundongos foram injetados com 50mg/kg 7,12-dimetilbenz(a)antraceno
(DMBA) (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, EUA) intra-peritoneal em azeite ou com
um volume equivalente do veiculo no grupo de controle na propor¢gédo de 100uL/10g
peso corporal. Essa dose foi escolhida devido a toxicidade maxima nas células da
medula 6ssea de camundongos do tipo selvagem (HEIDEL et al., 2000; KATZ et al.,
2014).

3.3 Tratamento com Crotoxina

A crotoxina foi purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus no
Laboratério de Imunopatologia do Instituto Butantan, por cromatografia de troca
aniénica conforme descrito anteriormente (FAURE; BON, 1987; ARAUJO et al., 1987).
Os camundongos foram injetados com Crotoxina na dose de 0,1 da DL50 por via
subcuténea, ou seja, 54ug/kg de peso corpéreo em solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS), na propor¢cao de 0,2 mL por animal, concentragédo determinada com
base nos dados ja existentes na literatura da DL50 da crotoxina em camundongos
C57BL/6 (SANT’ANNA et al., 2019).


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/mfBd
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ABEu
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ABEu
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/4Ht9
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/It5e
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/88m8
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3.4 Avaliacao da diferenciacao celular

Em condi¢cdes ndo estéreis, as células da medula 6ssea foram obtidas pela
perfusdo dos fémures com PBS. Ap06s homogeneizacdo, as suspensdes foram
centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e, em seguida,
foram submetidas a lise das hemacias em tampao de lise (4,15 g de Cloreto de
amonia, 0,84 g de Bicarbonato de Sédio e 1 mL EDTA 0,5M pH 8,0 em 500 mL de
H20O destilada) e, apos centrifugacao, foram ressuspendidas em 1 mL PBS. As células
foram recolhidas e diluidas em Azul de Trypan a 0,2% para contagem em camara
hemocitométrica de Malassez para determinacao do total de células/mL. Aliquotas das
suspensdes foram utilizadas na preparacdo de laminas para a determinacédo das
subpopulacdes celulares presentes na medula éssea. Para tanto, suspensdes na
concentracdo de 5x10%mL foram submetidas a citocentrifugacdo 800 rpm por 5
minutos e coradas com kit Panodtico. Foram analisadas no minimo 200 células e

determinada a porcentagem de cada populacgéo celular.

3.5 Analise estatistica

As diferencas entre as médias foram calculadas pelo teste ANOVA,

considerando significativos aqueles valores de p< 0,05 bicaudal.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito do DMBA e/ou da Crotoxina na resposta celular em AIRmax e
AIRmin

Para avaliar a acdo do DMBA ou da Crotoxina nas células da medula 6ssea de
AIRmin e AIRmax determinamos o numero absoluto das células obtidas da medula
0ssea, representada na figura 2. Para tanto, as células foram coradas e contadas em
camara de Malassez apos 48 horas do tratamento com 50mg/kg de DMBA por via
intraperitoneal associado ou ndo a 54ug/kg de Crotoxina por via subcutanea. Assim
foi possivel observar uma deplecédo nas células da medula éssea de camundongos
AIRmin tratados com DMBA, diferentemente dos animais AIRmax que n&o
apresentaram diferenca significativa no namero total de células. Ndo houve diferenca
significativa entre AIRmin tratado com Crotoxina em relacdo aos nao tratados, e nem
mesmo entre os tratados com DMBA e Crotoxina e os tratados somente com DMBA.
Houve diferenca significativa entre as linhagens AIRmax e AIRmin em todos os
tratamentos, exceto crotoxina, visto que AIRmin apresenta o receptor de alta afinidade
ao DMBA.

Figura 2 - Resposta da medula 6ssea de AIRmax e AIRmin aos efeitos do DMBA e

Crotoxina
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Fonte: préprio autor, 2022.
Legenda: Contagem total das células da medula 6ssea de camundongos AIRmax e AIRmin em
resposta a 50mg/kg de DMBA e/ou 54ug/kg de Crotoxina apds 48 horas do tratamento por via intra-
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peritoneal e subcutanea, respectivamente. Os resultados estdo expressos como média * erro padréo.
* diferenca entre AIRmax e AIRmin; 2 diferenca entre AIRmin éleo e DMBA; ? diferencga entre AIRmin
CTX e DMBA e ¢ diferenca entre AIRmin DMBA+CTX e DMBA. Considerado significante quando
p<0,05.

Com o auxilio de citocentrifuga e coloracéo por kit Pandtico, foram realizadas
preparacdes de laminas citolégicas das células da medula d&ssea dos
camundongos AIRmax e AIRmin apés 48 horas dos tratamentos com
DMBA, crotoxina e a associagdo DMBA e Crotoxina para determinagdo das
porcentagens das diferentes populacdes das séries mieldide e linféide. Foram
analisadas cerca de 200 células por animal quanto a morfologia nuclear e a coloracéo
dos granulos citoplasmaéticos (figura 3). Consideramos neste trabalho os neutrofilos

com nucleo em anel ou segmentado, macréfagos, mondcitos e linfécitos.

Figura 3 - Analise morfoldgica das células da medula 6ssea de camundongos AIRmax

(c) (d)

Fonte: préprio autor, 2022.

Legenda: Figura 3 A - Morfologia das células das séries mieléide e linféide obtidas da medula 6ssea
de camundongos AIRmax ndo tratados (a) ou apos 48 horas de tratamento com 50mg/kg de DMBA por
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via intraperitoneal (b), com 54ug/kg de Crotoxina por via subcutanea (c) e tratados com DMBA e
Crotoxina (d). As células identificadas séo neutréfilos segmentados (S), neutréfilos com niicleo em anel
(A), macréfagos e mondcitos (M), e linfocitos (L).

(a). (b).
(c). (d).
Fonte: préprio autor.

Legenda: Figura 3 B - Morfologia das células das séries mieldide e linféide obtidas da medula 6ssea
de camundongos AIRmin ndo tratados (a) ou apds 48 horas de tratamento com 50mg/kg de DMBA por
via intraperitoneal (b), com 54ug/kg de Crotoxina por via subcutanea (c) e tratados com DMBA e

Crotoxina (d). As células identificadas sédo neutréfilos segmentados (S), neutréfilos com nicleo em anel
(A), macrofagos e mondcitos (M), e linfocitos (L).

As diferencas no numero de células totais encontradas entre AIRmax e AIRmin
repercutem também nos diferentes tipos celulares analisados (figura 4). Foi possivel
constatar que a deplecéo nas células totais de AIRmin tratados com DMBA em relacao
aos nao tratados € caracterizada pela diferenca na quantidade de células
mononucleares, macréfagos e mondcitos, e neutréfilo com ndcleo em anel, sendo
essas ceélulas encontradas em maior quantidade nos camundongos AIRmin nao
tratados. Quando comparados camundongos AIRmin tratados com DMBA e Crotoxina
e os tratados somente com DMBA é possivel perceber uma recuperacao no nimero

de células neutrofilicas imaturas (Nucleo em anel) e macréfagos/Mondcitos. Os
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tratados somente com Crotoxina apresentaram maior quantidade de células mieldides
e linféides comparado aos AIRmin néo tratados. Apesar dos camundongos AIRmax
apresentarem uma maior quantidade de células totais comparado ao AIRmin, as
células na contagem diferencial ndo apresentaram diferencgas significativas entre os
tratamentos, demonstrando que o DMBA ou a associacdo DMBA+crotoxina tém um

menor efeito nessa linhagem.

Figura 4 - Contagem diferencial das células da medula éssea de AIRmax e AIRmin
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Fonte: préprio autor, 2022.

Leganda: Contagem diferencial das células da medula 6ssea de camundongos AIRmax em resposta a
50mg/kg de DMBA por via intraperitoneal (a) e AIRmin em resposta a 54ug/kg de Crotoxina por via
subcutanea (b) apds 48 horas do tratamento. Os resultados estdo expressos como média dos valores
+ erro padrdo. # Diferenca significativa entre os animais tratados com DMBA e os demais grupos,
considerado significante quando p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo avaliamos os efeitos do DMBA, da crotoxina e a associagao
DMBA e CTX na diferencia¢éo das células da medula éssea de camundongos AIRmax
e AIRmin. Estudos anteriores demonstraram que o tratamento com DMBA causou
hipocelularidade da medula 6ssea em camundongos AIRmin, provavelmente devido
a uma alteracdo na capacidade de diferenciacao das células mieléides nas primeiras
24h apoés o tratamento. Essas alteracdes na medula 6ssea indicaram uma parada do
ciclo celular no estdgio da célula precursora (KATZ et al., 2014). Para refletir o que
ocorre com uma populacdo natural como a humana, geneticamente heterogénea,
optamos pela utilizacao de linhagens de camundongos fenotipicamente selecionadas
para a resposta inflamatoria aguda (AIR), resultante do cruzamento equilibrado entre
8 linhagens isogénicas de origens filogenéticas diversas, AIRmax e AIRmin (IBANEZ
et al., 1992). Esses animais comportam-se como bons ou maus respondedores para
estimulos inflamatoérios e predisposicdo a carcinogénese produzida por 7-12
dimetilbenzantraceno (DMBA) devido a presenca de alelos de baixa (Ahrd) e alta
(Ahrbl) afinidade de ligagédo ao receptor de hidrocarbonetos aromaticos (DE SOUZA
et al., 2009; KATZ et al., 2014).

A crotoxina isolada do veneno de C.d. terrificus possui grande potencial
terapéutico com efeito anti-inflamatério, acdo imunomodulatéria e analgésica
(CARDOSO et al., 2001; NUNES et al., 2010; SAMPAIO et al., 2010; SANT'ANNA et
al., 2019). Assim, investigamos os efeitos do DMBA e da Crotoxina na diferenciagao
das células da medula 6ssea de camundongos AIRmax e AIRmin 48h apés tratamento
com 50mg/kg de DMBA intraperitoneal e 54ug/kg de Crotoxina subcutanea por meio
de caracterizacdo morfolégica das células em preparacdes citolégicas visualizadas
em microscopio éptico.

Em nossos resultados observamos uma reducgédo de granulécitos imaturos e na
populacdo de mondcitos/macréfagos na medula éssea de camundongos AIRmin 48
horas ap6s o tratamento com DMBA, enquanto linfécitos e células neutrofilicas
maduras estavam inalteradas. Por outro lado, essas alteracdes n&o foram observadas
em camundongos AIRmax tratados com DMBA, indicando que o DMBA afeta a
diferenciacao de células mieldides e a resposta inflamatoria em animais que possuem

o alelo AhrP! de alta afinidade aos hidrocarbonetos aromaticos.


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/ABEu
https://paperpile.com/c/GJ4WrN/UQqp
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A crotoxina administrada com DMBA apresentou efeito modulatério sob a
deplecdo das células totais observadas na administracdo do DMBA, somente, em
camundongos AIRmin, sendo possivel identificar uma elevagcdo no nimero de células
maduras, neutréfilos segmentados, mondécitos e macrofagos, o que mostra que a
crotoxina pode ter um efeito modulatério na diferenciacéo celular, mesmo na presenca
desse carcinégeno.

Os camundongos AIRmax apresentam um maior numero de células na medula
0ssea do que camundongos AIRmiInN, isso é devido a alta atividade de producéo de
células pela medula 6ssea (Ribeiro et al., 2003), caracteristica decorrente do processo
seletivo para a alta resposta inflamatéria aguda que permite uma maior concentracao
de células na medula 6ssea. Esses camundongos ndo apresentam diferenca
significativa entre os tratamentos devido a presenca do receptor de baixa afinidade ao
DMBA, Ahrd, A crotoxina ndo teve efeito significativo sobre as células da medula 6ssea

desses animais.


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/5GpE
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que camundongos AIRmin sdo mais suscetiveis do que os
AlRmax a toxicidade induzida por DMBA devido & diminuig&o de granuldcitos imaturos
na medula 6ssea, o que pode afetar a resposta inflamatéria aguda e a imunidade inata
a diferentes infeccbes. Tais efeitos podem ser influenciados pela ligacdo de alta
afinidade do receptor AHR ao DMBA, afetando a diferenciagéo celular e impedindo o
fornecimento de células funcionais ao sistema imunoldgico, dificultando a resposta
imune, o que pode estar relacionado a alta suscetibilidade de camundongos AIRmIn
a infec¢des bacterianas (ARAUJO et al.,, 1998) e a carcinogénese induzida pelo
DMBA (DE SOUZA et al., 2009).

A crotoxina apresentou efeito imunomodulatério sob a deplecdo celular
causada pelo DMBA na medula 6ssea de camundongos AIRmin, recuperando o
namero basal de células promovendo a diferenciacdo celular e um maior niumero de
células maduras. A crotoxina néo influenciou no fenétipo do AIRmax.

Assim, se faz necessario outros ensaios para estudar a agdo da crotoxina na
modulacdo da diferenciacdo celular sob efeito de hidrocarbonetos aromaticos e a
resposta diferenciada entre AIRmax e AIRmin com o objetivo de avaliar o efeito
amplamente descrito da crotoxina como agente imunomodulador e anti-inflamatorio.

Um estudo do ciclo celular das diferentes populacdes podera esclarecer total
ou parcialmente 0os mecanismos operantes na recuperacdo da celularidade pela

Crotoxina.


https://paperpile.com/c/GJ4WrN/I6a0
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