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Explantes teciduais: um modelo redescoberto na experimentacao
animal

Tissue explants: a model rediscovered in animal experiments

Karina Maria Basso'; Ana Paula Frederico Rodrigues Loureiro Bracarense**

Resumo

A técnica ex vivo foi desenvolvida na década de 30 e, nos ultimos anos, em decorréncia de aspectos
éticos e legais em experimentos laboratoriais, foi redescoberta como técnica eficaz. O suino ¢
frequentemente utilizado como modelo animal, uma vez que esta espécie compartilha alta similaridade
em varios sistemas organicos com o ser humano. Explantes de intestino, pele, articulagdo, pulmao e
bronquios de suinos tém sido utilizados na experimentagdo animal, com finalidades diversas, como a
avaliacdo dos efeitos de substancias toxicas, carcinogénicas, terapéuticas, agentes bioldgicos ou testes
de sensibilidade. A utilizacao de explantes permite minimizar problemas éticos e a falta de amostras de
origem humana que a pesquisa encontra. No entanto, uma das maiores limitagdes da técnica € o tempo
de viabilidade celular devido a hipdxia a qual o tecido ¢ submetido durante o tempo de cultivo. Por outro
lado, o método permite procedimentos experimentais mais controlados associados a redu¢ao no numero
de animais, ampliando as areas de investigacao cientifica.
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Abstract

The ex vivo technique was developed in the 30’s and in recent years, due to ethical and legal issues
in laboratory experiments, was rediscovered as effective technique. Pigs are often used as animal
model in this technique due to the high similarity in various organ systems with humans. Explants of
intestine, skin, joint, lung and bronchus of pigs have been used in animal experiments, with different
purposes, such as evaluating the effects of toxic, carcinogenic, therapeutic, and biological agents or
sensitivity tests. The use of explants minimizes ethical problems and lack of human samples, that
often affect researches. A major limitation of the technique is time cell viability, due to hypoxia that
occurs during incubation. Moreover, the method allows more controlled experimental procedures
associated with a reduction in the number of animals, expanding the areas of scientific research.
Key words: Ex vivo, organ culture, swine
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Introducao

Por apresentar caracteristicas semelhantes ao ser
humano, cada vez mais o suino tem sido empregado
como modelo animal em estudos laboratoriais. Estas
semelhangas sd3o observadas em diversos sistemas
orgdnicos, sendo os sistemas gastrointestinal,
cardiovascular e pulmonar os mais utilizados em
pesquisas laboratoriais (GUILLOTEAU et al.,
2010). Outros orgaos como a pele, o figado ¢ a
vesicula biliar dos suinos também s3o utilizados
em modelos experimentais para seres humanos

(SWINDLE; SMITH, 1998).

O trato gastrointestinal ¢ a primeira barreira

fisica contra agentes patogénicos, assim

como substancias quimicas, sendo ainda a
principal via de absor¢do de nutrientes, agua e
medicamentos para o corpo ¢ fundamental para
o desenvolvimento e manutengdo do organismo
vivo (GARTNER; HIATT, 2007). A similaridade
do trato gastrointestinal do homem e do suino se
da em varios aspectos como digestdo, absorgdo
e metabolismo, o que favorece a utilizagdo do
suino em experimentos laboratoriais, em relagdo
a outros animais (GUILLOTEAU et al., 2010).
Tempo de transporte pelo trato gastrointestinal,
modo de absor¢cdo de nutrientes, transporte de
ions e motilidade intestinal semelhantes ao ser
humano também s3o fatores que favorecem a
utilizagao dos suinos em relagdo a outros animais
(SWINDLE; SMITH, 1998). Essas caracteristicas
compartilhadas provavelmente sdo devido ao tipo

de dieta onivora que as duas espécies apresentam.

Estudos relacionados ao sistema cardiovascular
e pulmonar de seres humanos podem utilizar o suino
como modelo animal. O tamanho e a morfologia sdo
proximos ao do ser humano, além da semelhanga
fisioldgica nas areas de fluxo sanguineo coronario,
crescimento do sistema cardiovascular, pulmonar
e desenvolvimento neonatal (SWINDLE; SMITH,
1998).

O sistema tegumentar dos suinos assemelha-se
ao do ser humano, pois sua pele ¢ relativamente

sem pélos e tem a regido epidérmica fixa e ligada
firmemente ao tecido subcutdneo, assim como
o fornecimento de sangue cutaneo e sequéncia
de eventos na cicatrizagdo de feridas (WOUK
et al, 1998). A similaridade na reepitelizagdo
e metabolismo cutaneo viabilizam a utilizagdo
deste tecido suino pelas industrias farmacéutica e
cosmética (SWINDLE; SMITH, 1998).

Embora  apresente  pequenas  diferencas
morfologicas, o figado dos suinos tem um
metabolismo semelhante ao dos humanos

(SWINDLE; SMITH, 1998). Trabalhos relacionados
a hemodinamica hepatica, metabolismo da glicose,
lactato e glicerol foram desenvolvidos e validados
em suinos (DROUGAS et al., 1996).

Os dados da literatura demonstram que o suino
¢ um modelo animal eficaz em pesquisas, podendo
ser amplamente utilizado na busca do conhecimento
das afec¢des que afetam o ser humano. A utilizagao
desse modelo minimiza problemas éticos e a falta de
amostras oriundas de seres humanos que se encontra
ao estudar esta ou outras espécies (RANDALL;
TURTON; FOSTER, 2011).

O cultivo de explantes ¢ uma técnica ainda
em aprimoramento, mas eficaz em pesquisas em
laboratorio. Também denominado método ex
vivo, caracteriza-se pelo cultivo de fragmentos de
orgaos colhidos com punch de bidpsia ou bisturi,
incubados em placas com meio de cultura em
temperatura semelhante & corpdérea, mimetizando
as condi¢des do organismo vivo (BANSAL et al.,

2009; RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011).

Uma das maiores limitagdes da técnica ¢ a
viabilidade celular dos tecidos em relagao ao tempo
de incuba¢do. Mesmo mimetizando as condig¢des in
vivo o tecido é submetido a hipdxia, assim, varias
etapas do método t€m sido aprimoradas, visando
aumentar o tempo de incubacdo com preservacao da
viabilidade celular e morfologia do 6rgao. Dentre
essas adaptagdes, pode-se citar a utilizagdo de
diferentes meios de cultura, presenca ou auséncia
de CO,, utilizagdo de diferentes antibioticos e
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incubagdo estatica ou com placas em movimento
(RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011).

Apesar das limitagdes,
submeter fragmentos de 6rgdos do mesmo doador a

a técnica permite

diversos tratamentos, além de controlar as condi¢des
ambientais as quais o tecido é submetido. Para sua
realiza¢do poucos animais sdo necessarios, uma vez
que a partir de um animal sdo produzidos inimeros
explantes. A quantidade de explantes produzidos
varia com o 6rgdo utilizado (KOLF-CLAUW et al.,
2009; RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011). As
aplicagoOes descritas para o método utilizando suinos
incluem estudos sobre mecanismos de adesdo de
bactérias a enterocitos (ZHU et al., 1995), efeitos de
substancias cancerigenas sobre o sistemarespiratorio
(MISRA; STEPHAN; CHANDER, 1999), efeitos de
medicamentos em doengas articulares (PEARSON;
ORTH; LINDNGER,2007), exposi¢cdo de explantes
intestinais a micotoxinas (KOLF-CLAUW et. al.,
2009) ou xenobidticos (RANDALL; TURTON;
FOSTER, 2011). Assim, apesar de certas limitacdes,
a técnica ¢ adequada para estudos toxicologicos,
nutricionais e patoldgicos.

Historico do Cultivo de Explantes

A técnica de cultivo de orgdos foi inicialmente
descrita em 6rgdos de embrides de aves (FELL;
ROBISON, 1930). O tamanho reduzido facilita
a incubagdo do orgdo inteiro, além dos tecidos
embrionarios apresentarem maior resisténcia a
hipoxia. Posteriormente, tecidos provenientes
de ratos adultos foram cultivados e a viabilidade
tecidual dos diversos oOrgdos cultivados por nove
dias foi comparada. A conclusdo foi a de que
explantes provenientes da traqueia, artérias e ureter
apresentavam maior resisténcia ao tempo de cultivo
(TROWELL, 1959). O autor constatou também que
a manutencao da pressdo de oxigénio e a utilizagdo
de aditivos como tiamina e outros aminoacidos ao

meio de cultura melhorava a viabilidade celular.

Browning e Trier (1969) fizeram adaptagdes a
técnica, adicionando nutrientes ao meio de cultura,

associando a incubagdo em estufa a 37°C com
95% O, e 5% CO, Assim, pela primeira vez foi
possivel incubar fragmentos do intestino delgado de
humanos por 24 horas, ¢ mesmo com redugdo na
altura de vilosidades estes fragmentos mantiveram
a morfologia. Esses estudos ampliaram a aplicacdo
do método, possibilitando a investigagdo de fatores
relacionados a patogénese de doengas, manutencao
da homeostase intestinal, produgdo de enzimas e
horménios, identificacdo de substancias tdxicas,
proteinas maternas e seus mecanismos de a¢ao para
passagem ao feto (BASHA; BAZER; ROBERTS,
1979). O esclarecimento da biogénese das proteinas
intestinais (DANIELSEN; SJOSTROM; NOREN,
1983) e analise da capacidade de replicagdo de
enterovirus (HEINZ; CLIVER; DONOHOE, 1987)
também foram realizados a partir do emprego do
cultivo de explantes.

Os bons resultados observados em tecidos como
intestino, que sdo mais sensiveis a hipoxia, estimulou
oemprego datécnicaem outras areas da ciéncia como
adermatologia, objetivando elucidar os mecanismos
envolvidos na reepitelizagdo epidérmica (HEBDA,
1988), na gastroenterologia, para analisar a adesao
bacteriana e lesdes ocasionadas aos enterdcitos por
cepas enteropatogénicas de Escherichia coli (ZHU
etal.,1995) e na oncologia, para avaliar as lesdes que
substancias carcinogénicas, como a nicotina, sdo
capazes de ocasionar a cartilagem nasal (MISRA;
STEPHAN; CHANDER, 1999).

Em resumo, a técnica ¢ considerada promissora
também para outros ramos da ciéncia, mesmo
com a limitagdo entre o tempo de incubagdo e a
viabilidade celular. Investigacdes relacionadas aos
efeitos de patdgenos, mecanismo de ag¢do de toxinas
ou interagdo parasita-hospedeiro sdo exemplos
de estudos que podem se beneficiar do modelo do
explante intestinal.

Vantagens da Técnica

A técnica de cultivo de explantes mostra-se
vantajosa por permitir a redu¢do no niimero de
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animais utilizados em experimentacdo laboratorial,
uma vez que sao produzidos inumeros explantes
a partir de um tUnico doador (KOLF-CLAUW
et al,, 2009; RANDALL; TURTON; FOSTER,
2011), permitindo ainda maior controle ambiental
para experimentagdo in vitro, quando comparado
com o modelo in vivo. A aplicagdo de doses
definidas das substancias de interesse diretamente
no orgao alvo, comparando amostras tratadas
e controles provenientes de um unico doador,
permite a obtencdo de resultados mais fidedignos
(RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011). Este
método possibilita a avaliacdo da morfologia dos
orgaos analisados (KOLF-CLAUW et al., 2009),
bem como a dosagem de hormdnios e mensuracao
da produg¢do de proteinas (BASHA; BAZER;
ROBERTS, 1979) ¢ muco (LLOYD; KENNEDY;
MENDICINO, 1984). Essas caracteristicas tornam
o método propicio para pesquisas com substancias
toxicas ou xenobidticos (KOLF-CLAUW et al.,
2009; RANDALL; TURTON; FOSTER, 2011) e
com patdgenos (ZHU et al., 1995; POUCKE et al.,
2010).

Associada a essas vantagens, ha que
considerar a questdo bioética. A sociedade atual
exige cada vez mais o controle no uso de animais
em experimentacdo. Nesse sentido, o modelo de
cultivo de explantes atende, além dos requisitos
¢ticos, também aos legais. A normatizagdo
(decreto 93.933 aprovado em 1987) do Conselho
Nacional de Saude determina que todo estudo
deve ser planejado de maneira a obter o maximo
de informagdes utilizando-se 0 menor nimero de
animais (SCHNAIDER; SOUZA, 2003).

S€

Orgios de Suinos Utilizados em Explantes
Intestino

O intestino ¢ um o6rgao fragil que desempenha
funcdes vitais a homeostase corporal, portanto
tem sido objeto de interesse em estudos que
visam elucidar mecanismos fisiopatologicos das
doengas intestinais. Os primeiros estudos utilizando

fragmentos de intestino foram a partir de ileo
incubados por 48 horas para averiguar a replicacao
de enterovirus em suinos (HEINZ CLIVER;
DONOHOE, 1987). Outros estudos utilizando o
suino como modelo animal incubaram explantes de
intestino com o objetivo de avaliar os mecanismos de
adesdo de Escherichia coli em enterdcitos. Analises
histoldgicas e ultra-estruturais foram realizadas em
explantes de leitdes recém-nascidos e desmamados
que foram incubados por 4 a 12 horas. A viabilidade
tecidual foi comprovada, sendo que os melhores
resultados foram observados nos explantes dos
animais mais jovens incubados por até oito horas
(ZHU et al., 1995; KOLF-CLAUW et al., 2009).

Os efeitos da contaminagdo por micotoxinas
também foram avaliados por meio do modelo ex
vivo, utilizando jejuno de suinos (KOLF-CLAUW
et al.,, 2009). O modelo permitiu a analise de
alteragdes histologicas, imunologicas e imuno-
histoquimicas. A expressdo de mitogen activated
kinases que compoem vias de sinalizagdo celular
também foram analisadas neste modelo (LUCIOLI
et al., 2013). Além da possibilidade de analisar os
efeitos de mono-contaminacdes de micotoxinas, o
modelo de explantes permite avaliar os efeitos da
associagdo de diferentes patdgenos ou substancias
protetoras sobre a mucosa intestinal.

Sistema respiratorio

Explantes de cartilagem nasal de suinos foram
utilizados em ensaios sobre os efeitos da nicotina
na producdo de glicosaminoglicanos, uma vez que
pouco se sabe sobre esta agdo (MISRA; STEPHAN;
CHANDER, 1999). O interesse no modelo do
explante de cartilagem advém da possibilidade
de expor o tecido a agentes carcinogénicos como
a nicotina. Nesse estudo os explantes foram
incubados por seis dias, sendo possivel comprovar
a acao destrutiva da nicotina sobre a cartilagem e a
modulagio desse efeito pela interleucina-1.

Explantes de traquéia, bronquios e pulmao
foram utilizados em estudos sobre os mecanismos
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de replicacdo dos virus da influenza humana, aviaria
e suina. O modelo permitiu analisar a ligagao dos
virus aos receptores de membrana celular, bem
como a replicagdo viral em cultivos de 72 horas
e demonstrar que os suinos ndo sdo a principal
espécie para a ocorréncia de recombinacdes génicas
(POUCKE et al., 2010).

Articulacdo

Os da
inflamatoério e condroprotetor foram avaliados
no cultivo de explantes de articulagdo em suinos
(PEARSON; ORTH; LINDINGER, 2007). Os
explantes foram colhidos de maneira asséptica
com bisturi da articulacdo intercarpal ¢ mantidos
em meio de cultura por 144 horas. O modelo
foi adequado para mimetizar a osteoartrite e

efeitos indometacina como anti-

comparar a modulagdo da indometacina e de um
extrato herbal sobre a resposta inflamatoria na
articulagdo.

Doengas articulares como a osteoartrite sdo
de grande impacto na producdo animal, sendo a
perda de glicosaminoglicanos um evento precoce
nesta afeccdo. A associagdo entre a perda de
glicosaminoglicanos ¢ a morte de condrécitos
apos lesdo mecanica foi avaliada utilizando-
se também o modelo ex vivo com articulacoes
(OTSUKI et al.,, 2008). Explantes de 6 mm
foram cultivados por 48 horas, provenientes da
articulagdo do joelho de suinos de 6 a 9 meses de
idade, apds serem submetidos a uma uUnica lesdao
por impacto. A viabilidade celular e a morte celular
foram analisadas por exame imuno-histoquimico
(anticorpo anti-caspase-3), constatando-se que a
diminui¢cdo drastica dos glicosaminoglicanos nao
leva diretamente ao aumento da morte celular.

O modelo ex vivo também permitiu importantes
avancos na prevencao e cura de doengas articulares
em equinos, uma vez que a utilizacdo desta espécie
em experimentos laboratoriais nao se mostra viavel
(PEARSON; ORTH; LINDINGER, 2007).

Endometrio

Nos suinos, a quantidade de proteina secretada
pelo endométrio aumenta drasticamente durante a
fase lutea do ciclo estral e no inicio da gestagdo,
ocorrendo também uma mudanga acentuada na
composic¢do de proteinas. Estas proteinas formam os
constituintes macromoleculares do chamado “leite
uterino”, responsavel pela manutencao do concepto
durante a gestagdo. Uma proteina produzida neste
periodo e de grande importancia devido a sua
provavel funcdo de transporte de ferro da mae para o
feto ¢ uma fosfatase (BASHA; BAZER; ROBERTS,
1979). Estes autores a fim de avaliar se em curto
prazo explantes de endométrio de fémeas suinas
prenhes e ndo prenhes sdo capazes de sintetizar
essa fosfatase in vitro, colheram assepticamente
fragmentos de utero no terceiro dia do ciclo estral
e em diferentes fases da gestagdo. Os explantes
foram incubados por 24 horas, constatando-se
que o endométrio produz e libera esta proteina
nas condi¢des de cultivo, ocorrendo declinio na
producdo apos 60 dias de gestagdo. Estes resultados
demonstraram a necessidade da suplementagdo de
ferro de acordo com a fase gestacional dos animais.

Pele

A similaridade entre a pele humana e suina
fomentou o interesse de utilizar explantes de
pele em testes de cosméticos. O modelo tem sido
utilizado para a avaliagdo de seguranca a exposicao
cutdnea de substancias quimicas (DAME et al.,
2008), assim como a avaliagdo de substancias
antioxidantes soliveis em agua, a fim de reduzir os
efeitos ocasionados pelos raios ultravioletas a pele
(MOISON et al., 2003). O uso da pele de suinos
na industria cosmética colabora no aspecto ético ao
reduzir o numero de animais em experimentacao e
evitar testes em animais de laboratorio.

Este
asséptica, permite incubagdes por periodos de até
oito dias, com a troca do meio de cultura a cada dois

tecido, quando colhido de maneira
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dias, o que permite a manuten¢do da viabilidade
celular (DAME et al., 2008). Explantes de 3 a 6 mm
podem ser produzidos com pele colhida do flanco de
animais entre seis a nove meses de idade. O cultivo
de pele permite ainda, apos o periodo de incubagao
que estes explantes sirvam como fonte para cultivo
primario de células (DAME et al., 2008; MOISON
etal., 2003).

Conclusao

Explantes de diferentes tecidos de suinos tém sido
utilizados na experimentag@o animal. As finalidades
sdo tdo diversas como a ciéncia: avaliagao dos efeitos
de substancias toxicas, carcinogénicas, terapéuticas,
agentes biologicos ou testes de sensibilidade.

O modelo ex vivo ¢ conhecido desde a década
de 30, no entanto, nos ultimos anos, em decorréncia
de aspectos éticos e legais foi redescoberto como
técnica pratica e eficaz. O tempo de incubagao com
manuten¢do da viabilidade celular, dependendo
do tecido, ¢ um fator limitante desse modelo.
Por outro lado, 0 método permite procedimentos
experimentais mais controlados associados a
reducdo no nimero de animais, ampliando as areas

de investigacao cientifica.
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