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(57) Resumo: Trata-se de método (10) para obtencdo de culturas homogéneas de micrdglias cerebrais de tilapias-do-nilo ?
Oreochromis niloticus? para serem armazenamento, comercializagao e utilizacdo para ensaios ?in vitro?; dito método (10) utiliza
a fragmentacdo mecanica do tecido cerebral em filtro tamis 0.22 um e neutralizacéo das enzimas endégenas, bem como, o uso
da afinidade dos receptores do tipo Toll (TLR2) nas micrdglias acido teicoico e para outros Padrdes Moleculares Associados a
Patégenos ou PMAPs, presentes nas proteinas de membrana do ?S. agalactiae?.
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“METODO PARA OBTENGCAO DE CULTURAS HOMOGENEAS DE MICROGLIAS
CEREBRAIS DE TILAPIAS-DO-NILO E USO”.

CAMPO TECNICO DA INVENGAO

[001] A presente patente de invencdo trata de método para obtencdo de culturas
homogéneas de micréglias cerebrais de tilapias-do-nilo ‘Oreochromis niloticus’ para
armazenamento, comercializa¢do e utilizacdao para ensaios ‘in vitro’ onde, notadamente,
dito método é compreendido por técnica de extracdo e cultura celular viabilizando a
aplicacdo, principalmente, na industria farmacéutica e biotecnolégica, especificamente
no cultivo celular em escala industrial, provendo uma nova metodologia de isolamento
e cultura células primarias e secundarias, mais eficaz e menos oneroso. Ditas culturas
homogéneas de micréglias cerebrais de tilapias-do-nilo ‘Oreochromis niloticus’ podem
ser utilizadas para ensaios laboratorial nas dreas da imunologia, microbiologia,
patologia, toxicologia experimental e genética dentre outras areas aplicaveis.
HISTORICO DA INVENCAO

[002] Em pesquisa em bancos de dados especializados nacional e internacional ndo
foram encontrados produtos comerciais relacionados a cultura de micréglias de tilapia-
do-nilo ‘Oreochromis niloticus’, porém foram identificados apenas linhagens deste
fendtipo celular, providas de modelos mamiferos como os murinos e uma linhagem
celular isolada de embridao de Chinook salmon ‘Oncorhynchus tshawytscha’ fornecida
pela ‘Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA, produto CHSE-214 Cell Line from salmon.

[003] Em bases cientificas, foram encontrados documentos que descrevem células
isoladas da hipofise de peixe teledsteos por ‘Chang et al., 1994’ entretanto apesar de
ser célula de peixe teledsteo o fendtipo/tipo celular é diferente e o método de
isolamento é o tradicional baseado no uso de enzimas para a dissociacdo e forga
gravitacional para a separacdo por gradiente de densidade.

[004] Fryer & Lannan (1994) descrevem uma lista complete de todas as linhagens
celulares, obtidas de peixes teledsteos, e novamente ndo é encontrada referéncia do
isolamento ou uso da micrdglia da tilapia-do-nilo. E por fim, o isolamento de hepatdcitos
de rainbow trout ‘Oncorhynchus mykiss’ (Braunbeck & Segner, 2000; Fay et al., 2015)

que apresenta técnicas de isolamento e fendtipo celular distintos ao proposto na
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presente tecnologia.

[005] Com relacdo as bases de patentes ndo foram identificados processos de extracdo
e cultura celular similar a presente invengdo, qual seja a obtengao de linhagens de
micréglia provida da espécie tildpia-do-nilo ou seu uso como modelo de estudo ‘in vitro’
para as doencas infecciosas ou neurodegenerativas.

[006] No documento de n2. JP2008035735A o intuito foi a inser¢cao do Gene da
proteina 43 (GAP43) e gene da proteina 1 da proteina 1 (PLP1) associados ao
crescimento para produzir transgenia para estudos de crescimento e outro documento
semelhante foi o de n2. W02008079408A1 que trata-se de um teledsteo trpm7
mutantes, utilizado para estudos biomédicos de doencas degenerativas, e por fim o
documento de n2. JP2007112736A que teve como objetivo produzir um reagente para
marcagdo de células e tecidos e detec¢ao ndo invasiva de células e tecidos apos
transplante usando um método de ressonancia magnética nuclear.

[007] O documento de n2. US20030074682A1 traz a sequéncias de um acido, nucleico
e polipeptidico associado ao gene ERG de teledsteo, que codificam os canais de potdssio
da familia ERG de teledsteo. A invencdo fornece um modelo para o estudo das fungdes
cardiacas e métodos de triagem para agentes cardioativos usando larvas de teledsteos
mutantes com atividade ERG. Apesar de utilizar o teledsteo, a metodologia e o objetivo
sdao distintos a patente ora requerida, que visa o isolamento e a obten¢ao de células
através do uso de afinidade por receptores.

[008] Ainda, foram encontrados outros documentos como de n2. US20030232752A1
gue descreve linhas de células tumorais Uteis para aumentar o potencial de proliferagdo
de qualquer célula humana ou animal em cultura, proporcionando assim linhas e
culturas celulares imortalizadas ou continuas, e o documento de n2. EP2393915A1 que
fornece um método de producdo de células progenitoras, tais como células capazes de
serem diferenciadas em uma pluralidade de tipos diferentes de células, a partir de
células diferenciadas. Ditos documentos tem objetivos similares de imortalizacdo de
linhagens celulares, e tratamento regenerativo celular, diferenciando no quesito
metodologia e objetivo, descritos para a presente invengdo que visa um método de

isolamento utilizando moléculas e receptores alvos e de alta afinidade para selecionar
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as células em um extrato celular total, utilizando apenas a forga cinética.

PESQUISA

[009] Inicialmente, foram testados e comparados dois métodos de isolamento da
micréglia cerebral da tilapia-do-nilo ‘Oreochromis niloticus’. O primeiro método foi
baseado na literatura e utilizado como parametro comparativo, e envolve o uso de
enzimas comerciais, para a sintese das liga¢Oes intercelulares e a separagdao destas
células por gradiente de percoll utilizando a forca gravitacional/centrifugacdo.

[010] O método desenvolvido trata-se da ndo utilizacdo de enzimas comerciais, e sim,
fragmentacdo mecanica do tecido cerebral em filtro tamis 0.22 um e neutralizacdo das
enzimas enddgenas, e o uso da afinidade dos receptores do tipo Toll (TLR2) nas
microglias acido teicdico e para outros Padrdes Moleculares Associados a Patégenos ou
PMAPs, presentes nas proteinas de membrana do ‘S. agalactiae’.

[011] Assim, o primeiro passo foi a obtencdo das proteinas de membrana desta
bactéria por ultracentrifugacdo analitica e sua caracterizacdao molecular por eletroforese
em Gel de poliacrilamida, apds confirmar a separa¢do as mesmas foram utilizadas no
segundo método que sera descrito com maiores detalhes no tépico. Apds a execucao
dos dois métodos as células foram avaliadas quanto ao nimero de células obtidas e taxa
de viabilidade destas.

[012] O primeiro método de isolamento das micréglias propiciou a obtencdo de 7,4 x
105 de células/ mL, e destas 74% viaveis e o segundo 9,0 x 105 de células/ mL, e destas
92% viaveis. Na sequéncia, a cultura celular foi caracterizada morfologicamente por
microscopia invertida e fenotipadas por imuno-histoquimica utilizando marcadores
especificos para micréglias como o MHC classe Il, CD68, TNF-a e o iNOS. Nesta fase
concluimos que o método utilizando a afinidade dos receptores da micrdglia, além de
reduzir os gastos no processo, confere a obtencdo de um numero de células equivalente
aos métodos ja postulados, e maximiza a viabilidade destas células. Além disso, foi
possivel identificar duas morfologias distintas, células arredondadas (inativas) e
pleomérficas (pré-ativadas). Em seguida, apds a estabilizacdo por 72 horas da cultura
celularincubada em atmosfera controlada a 5% de CO2 a 28 °C. nds testamos a utilizagdo

destas células para os ensaios in vitro e dois ativadores celulares o forbol-12-miristato-
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13-acetato (PMA, Sigma-Aldrich, St. Louis, lipopolissacarideos (LPS, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) na concentragdo de 20 pg/mL foram avaliados.

[013] E por fim, testou-se a infeccdo experimental destas células ‘in vitro’ com o ‘S.
agalactiae’, e observando a capacidade fagocitica destas células, através da microscopia
invertida e eletronica, imuno-histoquimica e teste de indice fagocitico e por viabilidade
intracelular dos microrganismos.

OBJETIVOS DA INVENGAO

[014] E objetivo da invencdo apresentar um método para obtencdo de culturas
homogéneas de microglias cerebrais de tilapias-do-nilo ‘Oreochromis niloticus’ que
permite o isolamento de culturas celulares de células fagociticas ou que tenham
receptores de afinidade por qualquer molécula ligante, utilizando a interacao receptor-
molécula ligante, para a separacao destas células de sua matriz tecidual, seja fluida
como o tecido sanguineo ou solida como o tecido cerebral e o baco por exemplo.
Minimizando o stress e morte celular envolvidos nos métodos tradicionais de
isolamento e cultivo de células primarias com o uso de enzimas comerciais e forca
gravitacional/centrifuga dentre outros reagentes quimico nocivos a células.

[015] E objetivo da invencdo apresentar um método para obtencdo de culturas
homogéneas de microglias cerebrais de tilapias-do-nilo ‘Oreochromis niloticus’ que
mimetiza as condigdes naturais, a qual as células no caso dos fagdcitos sao expostas em
seu estado fisioldgico utilizando a afinidade molecular para atrair e separar estas células.
[016] Por fim, devido a expansdo do uso de modelos teledsteos para o estudo de
doencas neurodegenerativas e infectocontagiosas como a meningite microbiana, a
obtencdo da micrdglia da tildpia, traz novas possibilidades em seu uso aplicado a
medicina veterinaria e humana.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[017] A complementar a presente descricdo de modo a obter uma melhor
compreensao das caracteristicas do presente invento e de acordo com uma preferencial
realizacdo prdatica do mesmo, acompanha a descricdo, em anexo, um conjunto de
figuras, onde, de maneira exemplificada, embora ndo limitativa, se representou:

[018] a figura 1 refere-se a uma vista esquemadtica das etapas que compde o método
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por afinidade para o isolamento de microglias cerebrais de tildpia-do-nilo ‘Oreochromis
niloticus’;

[019] a figura 1A mostra a interagdo e ligagdo dos receptores ‘Toll Like Receptor’ 2
(TLR2) das micréglias as proteinas de membrana (PMs) do ‘S. agalactiae a CspA’;

[020] a figura 1B apresenta o esquema ilustrado da interagdo receptor +molécula.
Solucdo Balanceada de Hank’s = HBSS. Eto et al., (2020);

[021] a figura 2 mostra a caracterizagdo morfoldgica e fenotipica da cultura de
micréglias isoladas de tecido cerebral de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus). Em (a)
é revelada umaimagem representativa da cultura de micréglias 42 horas apds a primeira
troca do meio de cultura, com diversos tipos celulares morfologicamente distintos; em
(b) 72 horas apds a segunda troca do meio de cultura apresentando trés tipos
morfologicamente distintos de células, provavel neurdnios (ponta da seta) e micrdglia
na forma inativa e com tamanho inferior as demais (seta) e em (c) 96 horas cultura
homogénea de micréglias;

[022] a figura 2A revela um gréafico de viabilidade celular durante o processo de
isolamento pelo método de MTT avaliando a atividade mitocondrial da célula cultivada;
[023] a figura 2B em (e-f-g) Fenotipagem da cultura celular por imunocitoquimica (IC),
utilizando marcador para o complexo principal de histocompatibilidade classe Il (MHC
[I+) que marca as células sem serem pré-ativadas com o lipopolissacarideo (LPS). Em (f-
g) células 48 horas ativadas com 20 ng de LPS positivas para cluster de diferenciacdo 68
(CD68) e TNF-a. Barra 10 um; (IC) hematoxilina de Harris e 3,3'-Diaminobenzidine (DAB).
Colunas verticais representam o erro padrdo da média (n= 3) e letras minusculas
comparam os tratamentos no mesmo periodo de tempo (excecdo grafico “e”) e
maiusculas entre os tempos, letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05);

[024] a figura 3 mostra a infecgdo ‘in vitro’ das micréglias tildpias-do-nilo ‘Oreochromis
niloticus’ por ‘Streptococcus agalactiae’ (a-b) Cultura de micrdoglias ajustadas a 7.2x103
células/poco e infectadas com 1.5 x 104 de ‘S. agalactiae’ (a) microscopia invertida, 6
horas apods a infeccdo, mostrando uma célula ameboide (micréglia ativada) e varios

cocos intracelulares representando a atividade fagocitica (ponta da seta) e setas
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apontam para duas células arredondadas/ovoides representando a micrdglia inativa e
(b) imunofluorescéncia direta utilizando o anticorpo primario, FITC anti-Sta IgY
provando a internalizagdo dos cocos e a identidade bacteriana do ‘S. agalactiae’;

[025] a figura 3A revela um grafico da producdo do oxido nitrico; e

[026] a figura 3B mostra em (d) imunocitoquimica (IC) indireta positiva para S.
agalactiae e em (e) marcagdo positiva para a enzima oxido nitrico sintase, provando a
associacdo da fagocitose, com a producdo do oxido nitrico. Barra 10 um; (IC)
hematoxilina de Harris e 3,3'-Diaminobenzidine (DAB); (IC) isotiocianato de fluoresceina
(FITC); 4'.6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI); Colunas verticais
representam o erro padrdo da média (n= 3) e letras minuUsculas comparam os
tratamentos no mesmo periodo de tempo (excecdo grafico “e”) e maiusculas entre os
tempos, letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

DESCRICAO DA INVENGAO

[027] A presente patente de invencdo se refere 3 “METODO PARA OBTENCAO DE
CULTURAS HOMOGENEAS DE MICROGLIAS CEREBRAIS DE TILAPIAS-DO-NILO E USO”,
mais precisamente trata-se de método (10) para obtencdo de culturas homogéneas de
micréglias cerebrais de tilapias-do-nilo ‘Oreochromis niloticus’ para serem
armazenamento, comercializacdo e utilizacdo para ensaios ‘in vitro’.

[028] Segundo a presente invencado, dito método (10) utiliza a fragmenta¢do mecanica
do tecido cerebral em filtro tamis 0.22 um e neutralizacdo das enzimas enddgenas, bem
como, o uso da afinidade dos receptores do tipo Toll (TLR2) nas micréglias acido teicdico
e para outros Padrdes Moleculares Associados a Patégenos ou PMAPs, presentes nas
proteinas de membrana do ‘S. agalactiae’. Dito método (10) é compreendido pelas
seguintes etapas:

a) Interacdo receptor-molécula ligante para a separacao de populacdes celulares
especificas de sua matriz tecidual, seja fluida como o tecido sanguineo ou sélida como
o tecido cerebral, adsorvendo e fixando as proteinas de membrana de ‘S. agalactiae’ em
uma matriz sélida de poliestireno;

b) Adicdo do extrato cerebral, pré-macerado em filtro Tamis e as enzimas

endogenas desativado com soro fetal bovino;
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c) Incubagdo do extrato por 24 horas em atmosfera controlada a 5% de CO; a 28°
C e os pogos lavados com meio de cultura celular DMENF12 onde as microglias podem
ser utilizadas ou recuperadas para congelamento e uso posterior;

d) Agitacdo orbital por 96 horas trocando o meio de cultura e lavando com DMEN
F12 no tempo de 42 e 72 horas.

[029] Em conclusdo, o método de isolamento da micrdglia do tecido cerebral da tilapia
por afinidade receptor-molécula alvo, pode ser mais eficaz, e as células podem ser
utilizadas para ensaio de ativagdo com moléculas inertes como PMA ou LPS, e para
ensaios de infeccdo in vitro, servindo como promissor, modelo de estudo para doencas
neurodegenerativas tais como as doengas de Parkinson e Alzheimer, como nas
meningites, fungicas, virais e bacterianas.

[030] E certo que quando o presente invento for colocado em pratica, poderdo ser
introduzidas modificagdes no que se refere a certos detalhes, sem que isso implique
afastar-se dos principios fundamentais que estdo claramente substanciados no quadro
reivindicatdrio, ficando assim entendido que a terminologia empregada ndo teve a

finalidade de limitacao.
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REIVINDICACOES
1) “METODO PARA OBTENCAO DE CULTURAS HOMOGENEAS DE MICROGLIAS
CEREBRAIS DE TILAPIAS-DO-NILO”, mais precisamente trata-se de método (10) para
obtencdo de culturas homogéneas de micréglias cerebrais de tildpias-do-nilo
‘Oreochromis niloticus’ para serem armazenamento, comercializacdo e utilizacdo para
ensaios ‘in vitro’; caracterizado por método (10) utilizar a fragmentacdao mecanica do
tecido cerebral em filtro tamis 0.22 um e neutralizagdao das enzimas enddgenas, bem
como, o uso da afinidade dos receptores do tipo Toll (TLR2) nas micréglias acido teicdico
e para outros Padrdes Moleculares Associados a Patégenos ou PMAPs, presentes nas
proteinas de membrana do ‘S. agalactiae’; dito método (10) é compreendido pelas
etapas:
a) interacdo receptor-molécula ligante para a separacao de populagdes celulares
especificas de sua matriz tecidual, seja fluida como o tecido sanguineo ou sélida como
o tecido cerebral, adsorvendo e fixando as proteinas de membrana de ‘S. agalactiae’ em
uma matriz sélida de poliestireno;
b) adicdo do extrato cerebral, pré-macerado em filtro Tamis e as enzimas
endogenas desativado com soro fetal bovino;
c) incubacdo do extrato por 24 horas em atmosfera controlada a 5% de CO2 a 28°
C e os pogos lavados com meio de cultura celular DMENF12 onde as micréglias podem
ser utilizadas ou recuperadas para congelamento e uso posterior;
d) agitacdo orbital por 96 horas trocando o meio de cultura e lavando com DMEN
F12 no tempo de 42 e 72 horas.
2) “US0O”, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado por micréglia da tildpia ser
aplicado a medicina veterinaria e humana.
3) “USO”, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por células obtidas do
isolamento da micréglia do tecido cerebral da tildpia por afinidade receptor-molécula
alvo serem utilizadas para ensaio de ativacdo com moléculas inertes como PMA ou LPS,
e para ensaios de infeccdo ‘in vitro’ para modelos de estudos para doengas
neurodegenerativas tais como as doencas de Parkinson e Alzheimer, como nas

meningites, fungicas, virais e bacterianas.
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RESUMO

“METODO PARA OBTENGAO DE CULTURAS HOMOGENEAS DE MICROGLIAS
CEREBRAIS DE TILAPIAS-DO-NILO E USO”.

Trata-se de método (10) para obtencdo de culturas homogéneas de micrdglias
cerebrais de tilapias-do-nilo ‘Oreochromis niloticus’ para serem armazenamento,
comercializacdo e utilizagdo para ensaios ‘in vitro’; dito método (10) utiliza a
fragmentacdo mecanica do tecido cerebral em filtro tamis 0.22 um e neutralizacdo
das enzimas enddgenas, bem como, o uso da afinidade dos receptores do tipo Toll
(TLR2) nas microglias acido teicdico e para outros Padrées Moleculares Associados

a Patégenos ou PMAPs, presentes nas proteinas de membrana do ‘S. agalactiae’.
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