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Resumo

O aparelho digestivo dos insetos é formado basicamente por um longo tubo que percorre seu corpo
no sentido longitudinal, desde a boca até o anus, denominado canal digestivo ou alimentar. O espago
entre o canal alimentar e a paredes do corpo ¢ chamado hemocele ou cavidade geral, e é¢ grandemente
ocupado por sangue (hemolinfa). Neste sentido, estudos apontam que a hemolinfa de alguns insetos, por
conta da presenca de substincias com potencial farmacoldgico, apresenta potencial antibacteriano, anti-
viral, antifingico, entre outros. Neste trabalho, avaliamos o efeito citotéxico da hemolinfa obtida, a partir
da criagdo em laboratério, de larvas de Zophobas morio Fabricius (Coleoptera:Tenebrionidae), sobre
fibroblastos dérmicos humanos (CCD1072Sk — ATCC), através dos ensaios de captagdo do corante Te-
trazoliun - MTT, método de exclusdo do azul de tripano, quantifica¢ao de céluas nas diferentes fases do
ciclo celular, através de citometria de fluxo e do ensaio wound healing, onde acompanhamos em tempo
real a proliferagdo de fibroblastos. Os resultados obtidos mostraram que a hemolinfa de Zophobas morio
Fabricius, ndo se mostrou citotdxica sobre a linhagem celular testada. Ao invés disso, na concentragio de
10%, a hemolinfa se mostrou capaz de induzir proliferacao dos fibroblastos (P<0,05).
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Introducao

Com a crescente demanda por novos produtos
oriundos de fontes naturais para a utilizagdo em
tratamentos alternativos a diversas doengas, surge
a necessidade de buscar aplicagdes em outras fon-
tes de origem vegetal ou animal. Dentre as fontes
animais, testes recentes realizados no ano de 2013
no Instituto Butantd, Sao Paulo, utilizando-se do
fluido da hemocele encontrada em lagartas da
espécie Lonomia obliqua, tém demonstrado for-
tes propriedades antivirais, onde estudos revelam

que algumas proteinas e peptideos possuem agao
antiviral por conta da sua capacidade de ligagdo a
glicoproteinas encontradas na membrana celular,
ou seja, quando essas células sdo expostas ao vi-
rus, podem ocorrer intera¢oes de peptideos e/ou
proteinas com a membrana glicoproteica, impe-
dindo assim a adsor¢ao viral'. A proteina Lacto-
ferrina (proteina ligante ao ferro), encontrada na
hemolinfa, por conta de suas propriedades antivi-
rais, antibactericidas, antitumorais, antifungicidas,
imunoreguladoras e anti-inflamatérias®, fez com
que a replicagao do virus da Herpes simples se tor-
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nasse 1 milhao de vezes menor'”. Ja em lagartas da
familia Megalopygidae, tornou 2 mil vezes menor
a replicagdo do Picornavirus (parente do virus da
Poliomielite) e 750 vezes menor a replicagdo do vi-
rus do Sarampo, além de ter neutralizado o HIN1,
da Influenza®.

Com fungdo semelhante a do sangue, em inver-
tebrados, a hemolinfa efetua a troca de produtos
quimicos com os érgaos, conduz hormonios, ali-
mento elaborado e produtos de excregdo, regula a
pressao interna do corpo, ventila o sistema traque-
al e reserva agua, além de uma composi¢ao quimi-
ca é bastante diferente e é basicamente constituida
por agua, sais e compostos organicos’.

Ainda em relagdo a composi¢ao da hemolinfa,
observa-se grande concentragao de proteinas, li-
pideos, aminoacidos livres e alta concentragao de
ions inorganicos como CI, Na*, K* e Mg, sen-
do que todos esses componentes aparecem em
diferentes insetos e em diferentes quantidades de
acordo com as fases do ciclo de vida, contribuindo
para a manutencao do pH e da pressdo osmotica
do plasma®.

Estudos sugerem que a hemolinfa de insetos
apresenta substancias farmacologicamente ati-
vas, e a isto, associa-se potencial antibacteriano’,
antiviral’, imunoregulador®, fungicida® e anticon-
gelante', tornando-se assim, um potencial para o
surgimento de novas ferramenta terapéuticas.

Sendo assim, este trabalho tem como objeti-
vo avaliar a citotoxicidade da hemolinfa obtida
de larvas de Zophobas morio Fabricius, através de
métodos que envolvem a avaliagdo da viabilidade
celular e de ensaios que possam indicar prolifera-
¢ao celular.

Materiais e Métodos
Cultura celular

As células da linhagem CCD - 1072Sk foram
cultivadas em meio ISCOVE’S com 10% de soro
fetal bovino, 0,292 g/L de L-glutamina, 1,0 g/L de
D-glicose, 2,2 g/l de NaHCO,, 10.000UI de Penici-
lina e 0,060 g/l de Estreptomicina. As células foram
mantidas em frascos de 25 cm? (1 x 10° cells/mL)

em estufa umida com atmosfera de 5% de CO, a
37 °C. Em todos os experimentos as culturas de fi-
broblastos foram submetidas ao teste de viabilida-
de com o corante azul de tripano e foi realizada a
leitura em cAmara hemocitométrica por microsco-
pia optica. Todos os experimentos descritos foram
realizados quando a viabilidade celular foi igual ou
superior a 95%.

Extra¢ao da hemolinfa

Para a extracdo da hemolinfa realizou-se uma
pequena incisdo na regido dorsal anterior do pri-
meiro segmento tordcico, proximo a cabega da
larva, utilizando um bisturi descartavel n°® 12, com
o intuito de atingir o vaso dorsal que passa pela
regido. A hemolinfa que extravasa pela incisao foi
coletada em pequenas por¢oes de 5 mm® com o
auxilio de micropipeta, sendo diluida imediata-
mente em meio de cultura Iscove’s, até atingir a
concentragdo desejada para o teste.

Ensaio de viabilidade celular pelo método de
exclusiao do Azul de Tripano

A avaliagdo da viabilidade das células na pre-
senca das diferentes concentracdes de hemolinfa
foi realizada através do método de exclusao de azul
de tripano em fibroblastos. Assim, apds incuba¢ao
das células (1 x 10° células/mL) com diferentes di-
luigdes a hemolinfa (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%) por
24 horas, as células foram centrifugadas e ressus-
pendidas em meio ISCOVE'S, suplementado em
20% com

Soro Fetal Bovino (SFB). Apds isso, as células
foram diluidas (1:10) em corante de azul de tri-
pano e a contagem das células inviaveis foi reali-
zada em Céamara Hemocitométrica (Camara de
Neubauer) utilizando microscdpio 6ptico 400x.

Ensaio da viabilidade celular pelo método de
redu¢io do MTT

Para avaliar a viabilidade celular apos trata-
mento com diferentes dilui¢oes da hemolinfa, foi
utilizado o método colorimétrico do MTT. Para
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o teste do MTT, 1 x 10° de células foram semea-
das em microplacas de 96 pocos na auséncia ou
presencga da hemolinfa (1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%),
por 24 horas e incubadas em estufa a 37°C com
atmosfera contendo 5% de CO,. Ao final do pe-
riodo de incubagio, foi adicionado aos pogos da
microplaca 10 uL de MTT na concentragiao de 5
mg.mL", e apds 4 h de incubagdo com o MTT, fo-
ram acrescentados 50 pL SDS (Dodecil Sulfato de
Sodio) a 10% diluido em HCI/0,01N. A quantifi-
cacdo da densidade dptica (DO) sera medida em
espectrofotometro. O valor de IC, (concentragdo
em UM.L"' que inibe 50 % da viabilidade celular)
foi determinada por meio da curva dose resposta
utilizando o programa estatistico GraphPad Prism
4.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Ensaio de incorporag¢ao do iodeto de propi-
deo (PI)

Foram realizados ensaios de incorporacdo do
iodeto de propidio (PI) para avalia¢ao das fases do
ciclo celular por citometria de fluxo. Resumida-
mente, as células foram plaqueadas em placas de
vinte e quatro pogos (densidade inicial em células/
poco, de 2x10°) e a elas foi adicionada a solugédo
fluorocromica hipoténica (HFS - 0,1% p/v de ci-
trato de sddio trissddico, 0,5% p/v de Triton-X 100
e 50 pug/ml de iodeto de propideo). Apds periodo
de incubag¢ao de quatro horas, a 4°C e ao abrigo
da luz, as células e o sobrenadante foram recolhi-
dos e analisados. Foi utilizado o citdmetro de flu-
x0 FACScan, o programa CELLQuest e os dados
obtidos, considerando-se 20.000 eventos por and-
lise em cada ensaio, serdo analisados no programa
WinMDI 2.8.

Wound healing

Para a realizagdo do ensaio wound healing, os
fibroblastos foram semeados em microplacas de 6
pogos e cultivadas conforme item 2.1 até o surgi-
mento da monocamada confluente.

As monocamadas de células foram cuidadosa-
mente “riscadas” com a ponta de uma pipeta esté-
ril, lavadas com solugdo salina e tampao fosfato.

Em seguida, as células foram incubadas a 37 °C
com meio de cultura, sem soro fetal bovino (ca-
renciamento) e com 10,0 % de hemolinfa. Os pon-
tos de referéncia perto da fenda foram marcados
para garantir a mesma area de aquisicdo de ima-
gem. Estas foram obtidas em diferentes periodos
por uma camera digital acoplada ao microscépio e
a percentagem de fechamento foi calculada com o
software IMAGE] (NIH, EUA).

Analise estatistica

Para a analise dos dados foram utilizados a
Analise de Variancia (ANOVA) e posterior o teste
de comparagao multipla de Tukey, com significan-
cia de p<0.05, para a comparagdo entre os gru-
pos''. Foi utilizado o Software GraphPad-Prism
V3.02. Para todos os grupos consideraram-se es-
tatisticamente significativos valores de p menores
que 0.05 (p<0.05).

Resultados e Discussao

O teste de incorporagdo do azul de tripan per-
mite detectar células inviaveis, que incorporam o
corante por apresentarem danos na membrana co-
rando-se em azul; enquanto que as células viaveis,
por apresentarem membrana integra, bloqueiam
a passagem do corante. Assim, apds o tratamento
com a hemolinfa, observamos uma tendéncia line-
ar de proliferacdo dos fibroblastos testados. A figu-
ra 1 mostra a representacao grafica desse resultado
e ainda indica que a maior concentragao estudada
(10%) apresentou aumento estatisticamente signi-
ficativo em comparagdo ao controle (células sem
tratamento).

Ja em relagdo ao teste de proliferacio MTT,
método descrito por Mosmann (1983)'? que con-
siste em medir a viabilidade celular pela atividade
enzimdtica mitocondrial das células vivas, a ten-
déncia de proliferacao da hemolinfa sobre os fibro-
blastos testados, também foi observada. Contudo,
ao contrario do teste de incorporagio do azul de
tripan, o qual indicou apenas uma concentragao
com sendo capaz de aumentar a proliferagio de
modo significativo, a figura 2 indica que ndo ape-
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nas a concentra¢do de 10% conseguiu aumentar comparagao ao controle (células sem tratamento),
significativamente o percentual de fibroblastos em  mas também as concentragdes de 5,0 e 7,5%.
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Figura 1. Resultados da viabilidade celular através da técnica azul de trypan apés 24 horas de exposi-
¢do com diferentes concentra¢cdes de hemolinfa. Antes do inicio dos testes, as células foram carenciadas
de soro fetal bovino. (***) P<0,001 - significativo em relagdo ao controle, ANOVA, Tukey, GraphPad

PRISM v5.0.
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Figura 2. Resultados da viabilidade celular através da técnica de MTT ap6s 24 horas de exposi¢ao
com diferentes concentracoes de hemolinfa. Antes do inicio dos testes, as células foram carenciadas de
soro fetal bovino. (*) P>0,05 - significativo em relagdo ao controle. (**) P>0,01 - significativo em relacao
ao controle, ANOVA, Tukey, GraphPad PRISM v5.0.



Brazilian Journal of Natural Sciences | Versao On-line ISSN 2595 - 0584
Edigao n° 1- vol. 3 - outubro 2018 | www.bjns.com.br

A diferenca dos resultados obtidos nos testes de
MTT e azul de tripano podem ser explicadas ao
menos em parte, pela diferenca entre os principios
dos métodos, pois no caso do MTT, algumas cé-
lulas poderiam estar inviaveis quando observadas
ao microscopio optico (azul de trypan), mas ainda
poderiam ter mitocdndrias capazes de reduzir o
sal de MTT a formazan (principio do método de
MTT).

Como a atividade citotoxica foi praticamen-
te descartada a partir dos resultados observados
acima, onde observamos uma clara relacdo dose-
dependente de proliferacdo dos fibroblastos, par-
timos para a verificacdo da atividade proliferativa
da hemolinfa através da quantificagdo das fases
do ciclo celular de fibroblastos tratados como a
concentragao de 10% de hemolinfa, cuja respos-
ta proliferativa foi estatisticamente significativa
em relagdo ao controle (células ndo tratadas) nos
dois testes realizados anteriormente. Deste modo,
a figura 3A, mostra a representagdo grafica do per-
centual de células tratadas com diferentes concen-
tragdes de hemolinfa e que estao nas fases S-G2-M
do ciclo celular quando comparadas ao controle
ndo tratado.

Por fim, apds verificarmos que a concentragao
de 10% da hemolinfa foi capaz de induzir a prolife-
ragdo dos fibroblastos, realizamos o ensaio wound

healing, com o objetivo de monitorar em tempo
real, a proliferacdo dos fibroblastos mediante ao
tratamento com 10% de hemolinfa (Figura 4).

Consideracoées finais

Os resultados obtidos neste trabalho mos-
tram que a hemolinfa possui caracteristica pro-
liferativa, capacitando assim o crescimento e a
viabilidade celular. Nenhum dos testes realiza-
dos foi capaz de observar citotoxicidade as célu-
las, inclusive em concentracdes elevadas como a
de 10%. Além disso, os métodos de reducao do
MTT e de exclusao pelo corante azul de trypan
mostraram relagdo dose-dependente na proli-
feracao dos fibroblastos. Também, verificamos
que as células tratadas com 10% de hemolinfa,
apresentaram percentual de células em fases
S-G2-M, maior dos que as células nao tratadas
(controle) e que no monitoramento em tempo
real (wound healing) os fibroblastos tratados
também conseguiram ocupar a drea livre de
modo significativamente maior do que células
néo tratadas.

Por fim, novos testes devem ser realizados
para esclarecer os mecanismos proliferativos da
hemolinfa a fim de que possam auxiliar na busca
por novas formas de auxilio terapéutico.
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Figura 3. (A) Percentual de células em fase S-G2-M obtidos ap6s exposi¢ao por 24 horas de diferentes
concentragdes de hemolinfa sobre linhagem de fibroblastos humanos. Antes do inicio dos testes, as cé-

lulas foram carenciadas de soro fetal bovino. (**) P>0,05 - significativo em relagdo ao controle, ANOVA,
Tukey. GraphPad PRISM v5.0. (B) Histograma representativo da concentragdo com significancia estatis-

tica (10%), Flow Jov 10.0.
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Figura 4. (A) Representacio fotografica das amostras in vitro submetidas a simulagao de lesao e ex-
postas por 24 horas a hemolinfa na concentragao de 10%. (B) Grafico representativo do percentual da
area da lesao nos tempos de Oh e 24h apds mesmo tratamento. Antes do inicio dos testes, as células foram

carenciadas de soro fetal bovino. (#) P>0,05 - significativo em relagdo ao grupo controle Oh. (***) P>0,05
- significativo em relagdo ao grupo Oh tratado com hemolinfa, Teste t de Student, GraphPad PRISM v5.0.
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