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Resumo

A Cannabis sativa ¢ um planta conhecida desde 4.000 A.C. pelo seu potencial tera-
péutico. Entretanto no século passado apds muitos estudos foi investigado e constatado sobre
a existéncia de um sistema enddgeno onde as substincias quimicas provenientes da C. sativa de
ligariam promovendo todos os efeitos anteriormente ja observados. Foi entdo elucidado pelo pes-
quisador Israelense Raphael Mechoulam os endocanabinoides, ajudando a caracterizar o sistema
endocanabinoide, a partir do isolamento da molécula do primeiro endocanabinoide citado na
literatura. Atualmente, sabe-se sobre os efeitos e as vias de sintese, de liberacao e de degradagdo
além das rotas bioquimicas decorrentes da ativacao dos receptores endocanabinoides, CB| e CB,,
em neuronios. Entretanto, pouco se conhece a respeito dos efeitos decorrentes dessa ativagcdo do
sistema endocanabinoide no SNC durante o desenvolvimento embriondrio. Esse trabalho possui
como objetivo investigar o efeito de canabinoides sobre a proliferacao e morte de células da
retina embriondria de embrido de galinha White-Leghorn. A partir de métodos como: ensaio de
viabilidade celular por colorimetria (MTT), incorporacdo de [*H]-Timidina, imunocitoquimica
para PCNA e Western-Blotting para a identificacdo de proteinas do ciclo celular. Nossos resulta-
dos demonstram que a ativagdo do sistema endocanabinoide modula o ciclo celular, podendo
provocar a morte de células em desenvolvimento da retina durante o periodo embrionério de
forma dose e tempo dependente em idade de E7. Mostram também que as células que morrem

nao sdo as células proliferativas mas sim as que ja estdo no processo de diferenciacdo celular.

Pavras-chave: Morte. Retina. Canabinoide. Desenvolvimento.



Abstract

Cannabis sativa is a plant known from 4.000 B.C. for its therapeutic potential. However,
in the last century, many studies have investigated and proven an endogenous system where
the chemical substances coming from C. sativa would bind together promoting all previously
observed effects. It was then elucidated by the Israeli researcher Raphael Mechoulam the
endocannabinoids, helping to characterize the endocannabinoid system, from the isolation of the
molecule of the first endocanabinoid mentioned in the literature. Currently, is known about the
effects and pathways of synthesis, release and degradation beyond the biochemical pathways
resulting from the activation of endocannabinoid receptors, CB1 and CB2, in neurons. However,
little is known about the effects of this activation of the endocannabinoid system in the CNS
during embryonic development. This work aims to investigate the effect of cannabinoids on
the proliferation and death of embryonic retina cells from White-Leghorn chicken embryo.
From methods such as: cell viability testing by colorimetry (MTT), [*H]-Timidine incorporation,
immunocytochemistry for PCNA and Western Blotting for the identification of cell cycle proteins.
Our results demonstrate that the activation of the endocannabinoid system modulates the cell
cycle, which can cause the death of developing cells of the retina during the embryonic period in
a dose-dependent and time-dependent manner at E7 age. They also show that the cells that die

are not the cells but those that are already in the process of cell differentiation.

Key-words: Death, Retina, Cannabinoid, Development.
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1 Introdugdo

A Cannabis sativa, conhecida popularmente como maconha, € atualmente a droga
recreativa mais consumida em paises ocidentais, incluindo os europeus, 0s norte americanos e
a Austrédlia (OMS, 2016). Muito tem sido dito a respeito de sua legalizacdo e do seu potencial
terapéutico. O uso da droga € datado de 4.000 A.C., potencial esse atribuido a substancias
intrinsecas a planta (OLIVEIRA e LIMA, 2016). A principal classe de substancias responsaveis
pelos efeitos, tanto terap€uticos quanto principios psicoativos, sdo os canabinoides. Dentre
os canabinoides encontrados nessa planta, sabe-se que o seu principio psicoativo estd diretamente
correlacionado ao THC (CHAVES, 2008). Muitos estudos sobre seu potencial analgésico,
antiemético, anticonvulsivante e orexigeno ji foram caracterizados, entretanto pouco se sabe
sobre o papel desse sistema durante o desenvolvimento embriondrio, sendo assim esse o principal

enfoque do presente estudo.

1.1 Desenvolvimento da Retina

O desenvolvimento da retina dos vertebrados tem inicio durante a fase de gastrulacao
onde através da inducido do mesoderma pericordal ocorre a formacdo do campo ocular. Este, por
sua vez, € dividido em dois dominios laterais, que sofrem uma invaginacdo dando origem a vesi-
cula 6ptica. A vesicula 6ptica se expande através do mesénquima até atingir o ectoderma, onde
ha uma comunicacgdo cruzada, ou seja uma integracdo dos sinais de estimulac¢io ou inibi¢do, entre

os tecidos

O ectoderma dé origem a cérnea e a vesicula Optica, os quais sofreram uma invaginagao
juntamente com o placddio dptico, formando o célice dptico. Devido a essa invaginagdo o cdlice
optico desenvolve uma bicamada celular, de forma que sua camada mais interna da origem a
retina neural enquanto a camada mais externa se diferencia em epitélio pigmentado da retina.
A retina, por sua vez, ird proliferar e se diferenciar, gerando células com fen6tipo neuronal e
glial, organizado emcamadas estratificadas (VERGARA e CANTO-SOLER, 2012)

O desenvolvimento da retina sensorial tem inicio ainda na vesicula ptica onde os nucleos
migram para a superficie sensorial. Em seguida ha a formacao de uma zona neurobléstica entre as
camadas internas e externas da retina, dai em diante o desenvolvimento da retina € caracterizado

pela formacao de outras camadas por divisdo celular e migragao.



12

Figura 1 — Desenvolvimento embrionario da retina em vertebrados: (A): vé-se a camada anterior formada
pelo telencéfalo e a posterior pelo diencéfalo. (B): é possivel observar a formacio da vesicula
optica (OV). (C): formacao do epitélio pigmentar da retina (REP), da retina neural (NR) e dos
dominios do placédio optico provenientes da vesicula optica. (D): formacio do calice dptico e da
vesicula que dara origem a lente. (E): Maturacio do calice 6ptico e da lente. (F): corte histolégico
da neuroretina.
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Fonte: Vergara e Canto-Soler, 2012

As primeiras células da retina a se diferenciarem sdo as células ganglionares, em seguida
as células amdcrinas, células horizontais, sendo entdo os fotorreceptores, neurdnios bipolares e a

glia de Miiller as ultimas células a atingirem maturacio plena (GUIMARAES, 2003).

Figura 2 — Representacido da ordem de desenvolvimento das células retinianas: foram observados células
provenientes de duas localizag6es, D (dorsal) e V (ventral), da retina neural em idades embriona-
rias. E possivel ver que as células ganglionares sio as primeiras a surgirem e o @ltimo tipo celular
seriam as células da glia de Miiller e os neurdnios bipolares..
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1.2 Histologia da Retina

Durante o desenvolvimento da retina as células vao se diferenciando e migrando, se-
parando a retina em camadas, representadas na figura 3. As camadas que compdem o tecido
da retina sdo no total 10, sendo elas: epitélio pigmentado da retina (EPR), a camada de fotor-
receptores, a membrana limitante externa (MLE), a camada nuclear externa (CNE), a camada
plexiforme externa (CPE), a camada nuclear interna (CNI), camada plexiforme interna (CPI),
a camada de células ganglionares (CCG), a camada de fibras nervosas dpticas e a membrana
limitante interna (MLI) (SLATTER, 2005).

Figura 3 — Ilustracao das camadas da retina: visualizacio da sua composicoes celular e a organizacao destas
que leva au uma estrutura multilaminar da retina.
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Fonte: Boulton, M., Albon, J. , 2004

O EPR € formado por uma monocamada de células pigmentadas que compdem uma
espécie de barreira entre o sangue e a retina (STRAUSS, 2005). Adjacente ao epitélio pigmentado
encontra-se a camada de fotorreceptores, composta por cones e bastonetes. Essas sdo as células
responsaveis pela conversao do estimulo luminoso em potenciais eletroquimicos. De forma
resumida, os potenciais eletroquimicos serdo transmitidos para as células bipolares, chegando as
células ganglionares, que por sua vez conduzird a informacdo até os centros superiores da visao
através do nervo 6ptico JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

Além dos fotorreceptores, células bipolares e ganglionares, existem camadas compostas
pelas células horizontais, amacrinas e células de Miiller. As células horizontais possuem prolonga-

mentos que realizam contatos com diversos fotorreceptores, enquanto as células amdacrinas fazem
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contato com células ganglionares. J4 as células de Miiller, o qual constitui o principal fenétipo
glial encontrado na retina, possui as fun¢des de nutrir, sustentar, isolar e modular a transmissao
sindptica entre os neurdnios da retina. As principais camadas que apresentam esses tipos celulares
sdo a camada plexiforme externa, onde ocorrem as sinapses axo-dendriticas entre as células
bipolares, horizontais e amdcrinas; A camada nuclear interna, composta pelos nicleos de células
de Miiller, das células bipolares, horizontais e amdcrinas; A camada plexiforme interna onde ha
os prolongamentos de células ganglionares, bipolares e amdacrinas e sinapses entre os axonios
de células bipolares e os dendritos das células ganglionares (BEAR, CONNOR e PARADISO,
2008; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

A camada de células ganglionares é composta pelo corpo das células ganglionares. Os
axonios deste tipo celular ndo se ramificam, sendo eles enviados para a formando camada de
fibras d o nervo 6ptico, onde se agrupam ara formando nervo 6ptico. Sendo por fim a membrana
limitante interna composta por células de Miiller que formam uma barreira para a retina (BEAR,
CONNOR e PARADISO, 2008; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).

1.2.1  Proliferacdo e Morte durante o desenvolvimento

Durante o periodo embriondrio enquanto a retina esta se desenvolvendo existem picos
de morte celular programada (Figura 4). A morte celular programada (apoptose) acontece
simultaneamente a proliferacdo, diferenciacio e sinaptogénese das células e a formagao das
camadas celulares da retina por migracao. Alguns autores creem que essa morte celular serve
para moldar a retina durante o processo proliferativo e de diferenciacdo (VALENCIANO; BOYA
e DE LA ROSA, 2009).
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Figura 4 — Morte celular durante o desenvolvimento embrionario de células da retina neural: A imagem
acima representa graficamente os picos de morte celular programadas durante o desenvolvi-
mento embrionario da retina de vertebrados, especificamente em embrides de galinha. O pri-
meiro pico ocorre entre as idades embrionarias de 3 a 5 dias, e o segundo pico ocorre entre as
idades embrionarias de 8 a 18 dias.
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Fonte: adaptado de Valenciano, Boya e De La Rosa, 2009

Esse processo proliferativo € ditado por fatores de transcricdo forkhead que sdo os
principais genes reguladores da proliferacao e diferenciacao das células da retina (MOORE,
2016), além deles € possivel também observar genes como os da familia hedgehog (PITTACK;
GRUNWAL; REH, 1997). Sabe-se que dentre genes e fatores reguladores da proliferacdo da
retina, € possivel observar fatores como, fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), sinalizacdo Notch-delta, o gene Wnt2b, o fator de
transcricdo Hes1, histona desacetilase (Hdac), homeobox da retina (Rax), o gene sonic hedgehog
(SHH), o fator de transcri¢do homeobox Vsx2, além € claro de reguladores positivos do ciclo
celular como a ciclina D1 e negativos como por exemplo a p27Kipl (LARSEN, 2016; PITTACK;
GRUNWAL; REH, 1997;MORALES et al., 2005). Ap6s a proliferacdo entdo o FGF passa a ser
um dos fatores de inducdo de diferenciagcdo, como fatores bHLH, Pax6. (LARSEN, 2016). Além
de todos os fatores envolvidos, atualmente estudos demonstram que o sistema canabinoide estaria
atuando como modulador do desenvolvimento de células do sistema nervoso central, atuando em
diversos processos, dentre os quais proliferagdo, migracdo, crescimento axonal, neuroprotecao,

sinaptogénese e também interferir na maturagao de sistemas de mediadores neurais (CHAVES,
2008).
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1.3 Sistema Canabinoide

O sistema canabinoide ¢ amplamente conhecido pelos efeitos psicoativos observados no
SNC decorrente da estimulacdo de receptores canabinoides presentes no sistema nervoso pelo
canabinoide delta-9-tetrahidrocanabinol, mais comumente conhecido por THC. Entretanto

pouco foi observado no seu papel durante o desenvolvimento do SNC.

O sistema endocanabinoide é composto basicamente por receptores, enzimas de sintese
e degradacdo, transportadores, receptores metabotrépicos e ionotrépicos e moléculas de origem
lipidica e protéica. Dentre as moléculas de origem lipidica citadas ha duas estruturas enddgenas,
que atuariam nos mesmos receptores estimulados pelos canabinoides observados na Cannabis
sativa, sendo elas a N-araquidonoiletanolamina (anandamida, AEA) e o 2-araquidonoilglicerol
(2-AG). Essas moléculas sdo capazes de ativar os receptores canabinoides CB1 e CB2 (DOW-
EDWARDS e SILVA, 2017). Além desses lipideos existe a hemopressina, um residuo pepitidico
derivado da cadeia o da hemoglobina, que tem a capacidade de atuar como agonista inverso do
receptor canabinoide CB1. Por inibir o receptor canabinoide CB1 esse peptideo é capaz de exibir

alguns efeitos como por exemplo alterar a nocicep¢ao (GOMES et al., 2009).

1.3.1 Sintese dos endocanabinoides:

Os endocanabinoides, de forma geral, sdo sintetizados por demanda em neurdnios pos-
sindpticos- Entretanto, cada canabinoide enddgeno € obtido por enzimas e vias especificas.
No caso dos endocanabinoides de origem lipidica, sua sintese tem inicio ap6s um influxo de
Ca?* promovendo a ativacdo de lipases que irdo converter os fosfolipideos em canabinoides
(SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).

A sintese do 2-AG ocorre a partir do 1,2-diacilglicerol (DAG). O DAG pode ser sinteti-
zado de duas formas. Uma forma seria através hidrolise do seu precursor gliceril-fosfatidilinositol
por fosfolipases do tipo C (PLC), gerando DAG que sera convertido em 2-AG pela DAGL. Ou-
tra forma seria pela agdo combinada da fosfolipase D (PLD) e da fosfatase do enzima 4cido
fosfatidico fosfatase sobre o precursor gliceril-fosfatidilcolina gerando DAG. O 2-AG € obtido
quando aminodcidos contidos na espécie DAG sao hidrolisados pelas DAGL. Na retina é sabido
que existem duas isoformas da mesma enzima responsavel pela producdo de 2-AG, as isofor-
mas o e 3 da enzima diacilglicerol lipase (DAGL) que sdo responsaveis pela conversio. Outra
forma de obter o 2-AG seria pela desfosforilagdo do acido araquidonico-lisofosfatidico pela en-
zima acido fosfatidico fosfatase (BISOGNO et al., 2003; J-HU e MACKIE, 2015; TURCOTTE et

al, 2015). A figura 5 representa as vias possiveis de biossintese de 2-AG.
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Figura 5 — Representacio esquematica das vias de biossintese de 2-AG: O DAG (1,2-diacilglicerol) é sinteti-
zado principalmente pela clivagem do inositol fosfato pela fosfolipase C, obtendo-se 0 DAG que é
convertido pela enzima DAG lipase em 2-AG (2-araquidonoilglicerol).
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Fonte: Turcotte et al, 2015

Outro endocanabinoide sintetizado é o AEA, que € produzido em dois passos por duas
enzimas: a aciltransciclase dependente de cdlcio (NAT) e a fosfolipase D (PLD). O principal
precursor do AEA ¢ a N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE) que é oriundo da acila¢do da por¢ao
etanolamina da fosfatidil-etanolaminas pela NAT dependentes e independentes de célcio. Inicial-

mente o NAPE ¢ hidrolisado por pelo menos duas PLDdistintas especificas para o NAPE. Em
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seguida o NAPE ¢ hidrolisado pela PLC gerando a fosfo-AEA, que é desfosforilado pela fosfa-
tase PTPN22. A geracdo da liso-NAPE ¢ realizada em duas etapas, passando pela fosfolipase A;
(PLA,) seguida de hidrdlise pela liso-PLD. A geracao da liso-NAPE pela atividade da PLA;
hidrolisando em glicerofosfo-N-araquidonoil-etanolamina pela sétima estresse ABHD4, seguido
da ativacdo da glicerofosfodiesterase(TURCOTTE et al, 2015). A figura 6 representa as diversas

vias para a produgdo de AEA a partir de seu precursor.

Figura 6 — Representacio das vias de biossintese de AEA: Existem diversas vias de obtencao do AEA. Entre-
tanto, a principal via de sintese de AEA representada no esquema ¢ a via onde o NAPE, originario
de um fosfolipidio de membrana, é fosforilado prela enima NAPE-PLD (fosfolipase D).
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Fonte: Turcotte et al, 2015

Entre outras funcdes estudos como o de Brittis et al. (1996) correlacionam a enzima

DAGL com o crescimento axonal, sugerindo que hd um papel da enzima como um neuromodula-
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dor durante o desenvolvimento neural.

1.3.2 Liberagdo de endocanabinoides

Por serem sintetizados por demanda os endocanabinoides nao ficam armazenados em
vesiculas secretoras como a maioria dos neurotransmissores, sendo liberados na fenda logo a
seguir de sua sintese. Alguns autores defendem que por sua lipossolubilidade os endocanabi-
noides podem atingir a fenda sindptica por meio de difusao livre ou assistida (SAITO et al.,
2010). Entretanto existem transportadores, como o transportador de membrana da anandamida
(AMT) (BASAVARAJAPPA, 2007). O AMT € capaz ndo s6 de transportar a anandamida como
também o 2-AG, entretanto a estrutura desse transportador ainda ndo foi isolada ( BATTISTA et
al., 2005).

1.3.3 Receptores

Os receptores canabinoides, denominados CB1 e CB2, sdo classicamente-acoplados a
proteina G; g, apresentando sete dominios transmembrana. O Receptor CB1 € um receptor que
devido ao seu acoplamento com a proteina G, pode regular variados canais de cdlcio e potassio,
sendo encontrados em neurdnios centrais e periféricos. Os agonistas desse receptor demonstram
ser mensageiros retrégrados. E associado a respostas do SNC aos agonistas canabinoides,
dentre elas analgesia, atenuagdo de nduseas e diminuicao da motilidade intestinal (PERTWEE,
2000; PIOMELLI et al., 2000).
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Figura 7 — Cascata de sinalizacio decorrente da ativaciao de receptores canabinoides:Na imagem é possivel
ver que a ativacdo dos receptores canabinoides pelo agonista ativa a MAPK (proteina quinase
ativadora de mitégeno) induzindo a expressao génica. Além disso a ativacio do receptor causa a
inibicio da adenilil ciclase, impedindo a conversiao de ATP em AMP ciclico, diminuindo a expres-
sdo de PKA e inviabilizando a fosforilacio de canais de potassio dependentes de AMPc, levando
a um influxo de potassio, oq eu faz com que os canais de calcio voltagem dependentes se fechem.

Heterotrimenc I
G-proteins Cannabinoid receptor agonists

Fonte: Di Marzo; Bifulco e Petrocellis, 2004

Os receptores CB2 foi primariamente associado a células imunes entretanto ndo podem
ser unicamente correlacionadas a estas (HOWLETT et al., 2002). Sendo esse tipo de receptor
também encontrado em neurdnios e células gliais. Ambos os receptores compartilham a mesma
via de transdug@o de sinal (figura 7), como a inibicdo a adenililciclase e estimulacdo da MAPK
(proteina quinase ativadora de mitégeno) (PALMER; THAKUR; MAKRIYANNIS, 2002).

As principais diferengas entre os receptores sao as suas sequéncias de aminoécidos, seus
mecanismos de sinalizacdo e sua distribui¢do pelos tecidos (HOWLETT et al.,2002). Embora os
endocanabinoides atuem principalmente nos receptores CB1 e CB2, o AEA ainda pode atuar em
sitios intracelulares de canais idnicos como o receptor vaniléide TRPV1 e canais de célcio tipo
T (PETROCELLIS; CASCIO; DI MARZO, 2004).
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1.3.4 Degradacao dos endocanabinoides:

Uma vez sintetizados, os endocanabinoides que por ventura foram liberados no espaco

extracelular podem retornar para o citoplasma e sofrer a acdo de hidrolases.

O AEA ¢ degradado principalmente pela enzima amida hidrolase dos dcidos graxos
(FAAH). A FAAH é uma proteina integral de membrana classificada tanto como serina quando
amida hidrolase, dessa forma hidrolisa tanto amidas como ésteres (BLANKMAN e CRAVATT,
2013). Na retina, ¢ amplamente expressa na camada nuclear interna, externa e camada de células
ganglionares, além da camada plexiforme externa (HU e MACKIE, 2015). Essa enzima con-
verte 0 AEA em 4cido araquidonico (AA) e etanolamina (RAVI, 2014), como demonstrado na

figura 8, como demonstrado na figura 7.

Figura 8 — Hidroélise do AEA pela FAAH: quebra da anandamida através de hidroélise realizada pela enzima
FAAH (hidrolase de amida de acido graxo) levando a obtencéo de acido araquiddnico e etanola-

mina.
o o
— H 3 —_—
e — H,0 — —
Anandamide Arachidonic Acid Ethanolamine

Fonte: Deutsch, 2016

O 2-AG pode ser degradado de formas variadas, como representado na figura 9, dentre as
quais por exemplo pela MAG quinase. a MAG quinase catalisa a fosforilacdo do 2-AG gerando
do 2-araquidonoil-LPA. O 2-AG pode também ter seu pedaco araquidonoil oxigenado pela
ciclooxigenase 2 (COX-2) e lipoxigenases formando a gliceril prostaglandina ou o hidrpero-
xido derivado do 2-AG. Entretanto dentre as enzimas que degradam o 2-AG a monoacilglicerol
lipase (MAGL) € a mais relevante. A MAGL € uma serina hidrolase capaz de clivar 1 e 1 MAGs
como o 2-AG em 4cidos graxos e glicerol. E encontrada tanto nas camadas plexiformes interna
e externa, € presente também na parte terminal de fotorreceptores. A MAGL € encontrada nos
neuronios pré-sindpticos sugerindo papéis especificos no controle da sinalizagdo mediada pelo
2-AG e noas neurdnios p0ds sindpticos essa regulacdo aconteceria pela ABHD6 (HU e MACKIE,
2015; UEDA et al.,2010).
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Figura 9 — Vias de Degradacao do 2-AG: O 2-araquidonoil glicerol (2-AG) é degradado por diversas vias
entretanto a principal via de degradacfo é a que participa a enzima MAG lipase, que converte o
2-AG em acido araquidonico e glicerol.
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Fonte: UEDA et al., 2010

Na figura acima € possivel observar além das varias vias de degradacio do 2-AG, que a

enzima FAAH é capaz também de degrada-lo.

1.3.5 Canabinoides na Retina

Nas células da retina é possivel encontrar receptores canabinoides. O receptor CB; por
exemplo é encontrado nas células amécrinas, células horizontais, € nos terminais axonais de
fotoreceptores (HU e MACKIE, 2015). Foi visto que em retinas adultas, de modo geral, os
canabinoides inibem a transmissdo de neuromoduladores. Estudos demonstram que a atuacao
do receptor CB; reduz a liberagdo de noradrenalina e de dopamina, sendo também capazes de
modular a liberag@o de glutamato (BOUCHARD et al., 2015). Além disso canabinoides sintéticos
em retina de galinha sdo capazes de modular os efeitos da liberacio de GABA (WARRIER
e WILSON, 2007). Entretanto poucos estudos demonstram os efeitos da estimulacdo desses

receptores durante o desenvolvimento embriondrio da retina.
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2 Objetivo Geral

Investigar o efeito de canabinoides sobre a proliferacdo e a morte de células da retina

embriondria de embrido de galinha da espécie White-Leghorn.

2.1 Objetivos especificos

* Investigar a acdo do agonista canabinoide WIN 55, 212-2 sobre a proliferacdo e a viabili-

dade de células na retina de galinha em cultura com diferentes estadgios de maturacgao.
* Verificar o papel do agonista canabinoide WIN 55,212-2.

* Investigar o tipo de células de retina embriondria que estariam morrendo por estimulo do
WIN 55, 212-2.

 Estudar a participa¢do de proteinas do controle do ciclo celular em culturas de células de

retina tratadas com agonista canabinoide.
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3 Materiais € métodos

Para obtencdo das culturas de células de retina, foram utilizados embrides de galinha
White-Leghorn em idade E7 (7 dias de desenvolvimento) oriundos do Estado do Rio de Janeiro.
As retinas foram dissecadas em fluxo laminar e transferidas para 1 mL de solu¢do salina sem
calcio e sem magnésio (CMF), posteriormente sendo dissociadas através de digestdo enzimatica
utilizando tripsina 0,1% por 15 min, a 37° C. Em seguida a solucao de tripsina € removida e
h4 a dissociacdo mecanica das células em 5 mL de meio MEM suplementado com 5% de soro
fetal bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina e glutamina 2 mM (MEM
completo). Apds a devida dissociacdo mecanicadas células, foram acrescentados mais 5,0 mL
de MEM, obtendo uma solu¢do com volume final de 10 mL. Em seguida, 10 yL da solu¢ado
contendo as células foram pipetadas em cada lado da cimara de Neubauer, a fim de estimar a
densidade celular, e em seguida semed-las em placas de Petri com 35mm de didmetro, obtendo
uma densidade de células de aproximadamente 4,0 x 10° células / placa. J4 para as placas com
24 pogos, a densidade de células foi de 1 x 10° células / pogo. As culturas foram incubadas
a 37 °C em estufa contendo 5% de CO,. Este trabalho possui aprovacdo em comité de ética:
CEUA-UNIRIO 2016.02.

3.1 Ensaio de viabilidade celular por colorimetria (MTT)

A viabilidade celular foi investigada através do ensaio de redu¢do do MTT (brometo de
3-4,5-Dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazol) proposto pela primeira vez por Mosmann (Mosmann
1983). Células da retina foram semeadas em placas de cultura contendo contendo 24 pogos na
densidade de 1 x 10° células / poco, como descrito anterirmente. Apds 24h de cultivo, as células
foram tratadas com concentragdes crescentes de WIN 55,212-2 (0,5 uM , 1 uM e 5 uM), um
agonista de receptores canabinoides CB1 e CB2, e mantidas em estufa a 37°C, umidificada
e contendo 5% de CO,. Ap6s 24h de tratamento com WIN, as células foram incubadas com
1,5mg/mL de MTT em tampao Hank’s (HEPES 20 mM, NaCl 128 mM, KCI 4 mM, Na2HPO4 1
mM, KH2PO4 0,5 mM, CaCl2 2M, MgCI2 2,4M e glicose a 4mM, pH 7,4) durante 1h e 30 min
em banho maria a 37°C. Em seguida a lise celular foi realizada com solugdo 4cido/alcodlica de
HCI 12 N e 4lcool isopropilico absoluto (6:1000) e a leitura das amostras foi realizada em um

espectrofotometronos comprimentos de onda 550/650 nm.

3.2 Incorporagdo de Timidina Tritiada

A proliferacao celular foi investigada submetendo as células ao protocolo de incorpo-
racdo de [3H]-Timidina. Culturas de células foram semeadas em placas de Petri de 35 mm na
densidade de 4 x 10° células por placa. Apés 24h de cultivo (E7C1), as células foram tratadas
com quantidades crescentes de WIN 55,212-2 (0,5uM , 1uM e 5uM) durante 24 horas. Foi

administrado as culturas 0,2 uCi de [*H]-timidina e ap6s 1h de incubagio as placas foram lavadas
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com ImL de MEM-HEPES, pH 7.4. O meio de lavagem foi removido e 200 uL de NaOH 0,4
N foram adicionados ao material celular aderido a placa, com a finalidade de dissolvé-lo. A
mistura foi entdo homogeneizada em dgua Milli-Q gelada e transferida para tubos de ensaio onde
sdo acrescentados 600 uL. de TCA 50% para precipitacio de proteinas ¢ DNA, e as amostras
foram incubadas a 4°C por 30 min. Dado o tempo, a suspensdo foi filtrada em filtro de fibra de
vidro (GBF), seguido de lavagens com 3 x 2 mL de TCA 5%. Os filtros foram colocados em
estufa por 1 hora a 100°C. Por fim os filtros foram levados ao cintilador para quantificacao da

radioatividade incorporada ao DNA.

3.3 Western Blotting:

As culturas foram obtidas como descrito anteriormente, semeadas em placas de cultivo
de 35 mm, na densidade de 1x10°. Em E7C]1 as culturas foram tratadas com WIN55,212-2 (0,5
e 1 uM) por 24 horas. Em E7C2, as c€lulas foram lisadas com 60 yL de Tampao de amostra.
As amostras foram fervidas em banho a 100°C durante 5 minutos. As proteinas foram dosadas
pelo método de Bradford. As proteinas foram separadas por peso molecular utilizando gel de
acrilamida/bis-acrilamida a 9%. Apés transferidas para membranas de PVDF, as proteinas foram
identificadas por peso molecular e as membranas foram cortadas nas respectivas bandas de
interesse. Em seguida, as membranas foram colocadas em solucdo de bloqueio por 1 h e 30
minutos (TBS-T /leite 5%) e no anticorpo primdrio, anticorpo monoclonal da CDC?2 (anti-coelho
CDKI1) e para sua forma fosforilada pCDC2 (anti-coelho pCDK1) produzidos pela empresa
Cell Signaling, na diluicao 1:1000, overnight a 4°C. As membranas foram entdo lavadas com
TBS-T e incubadas por mais 1 h e 30 minutos no anticorpo secunddario anti-coelho (1:5000),
apos esse tempo as membranas foram lavadas e exposta a solucdo de ECL, sendo entdo reveladas

no aparelho Chemi-doc.

3.4 Imunofluorescéncia para PCNA:

As culturas foram obtidas como escrito previamente, semeadas em placas de cultivo
de 35 mm, na densidade de 5 x 10%células pro placa. Em E7C1 as culturas foram tratadas com
WIN 55,212-2 na concentrag@o de 0,5 uM por 24 horas. Em E7C2 as células foram lavadas com
MEM sem soro e foram recolhidas por digestdo enzimadtica realizada com 800 uL de Tryple
a 37 °C durante 5 minutos. Foi entdo retirado o excesso da enzima e as células foram lavadas
da plaquinha com MEM completo. As células foram transferidas para um tubo falcon, onde
adicionou-se 4 mL de MEM completo por tubo, e foram homogeneizadas. As células foram
centrifugadas por 4 minutos. Apés a centrifugacdo o sobrenadante € descartado afim de retirar o
maximo da enzima ainda presente. Adicionou-se 1 mL de MEM completo e o pellet de células
foi ressuspendido e as células de cada tubo foram contadas na camara de Neubauer. Foram
entdio plaqueadas 5x10° células por laminula de 20 mm x 20 mm, pré tratadas com 250 uL de

Poli-L-Ornitina 25 ug/mL, e incubadas em estufa de CO, a 37°C por 1 hora. As células sdo
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entdo fixadas com uma solucdo de paraformaldeido a 4% por 15 minutos, e lavadas 3 vezes
com 1 mL PBS( KCl 27 mM, NaCl 1360 mM, Na,PO47H,0, KH,PO4 14,7mM, pH 7.,4). As
culturas sio colocadas em uma solugdo de PBS - Triton a 0.25%, e em seguida sdo submetidas ao
Tampao citrato (C¢HsNO307, pH 6,0) e fervidas durante 10 minutos. Apds resfriar as culturas
foram postas em solugdo de bloqueio (PBS - BSA 1%) por 1 hora e 30 minutos. Na sequéncia
as c€lulas foram tratadas com o anticorpo primdrio para PCNA (anti-mouse Cell Signaling), na
dilui¢cdo de 1:600 e incubadas overnight. Em seguida as células sao lavadas 3 vezes com 1 mL de
PBS e incubadas com o anticorpo secundario fluorescente ALEXA 568 (anti-mouse Invitrogen),
na dilui¢@o de 1:200 por 2 horas. As laminulas s3o novamente lavadas e sequencialmente tratadas
com Dapi por Iminuto. Por fim as laminulas sdo lavadas novamene e as laminas sdo montadas

com auxilio do Kit Dako.

3.5 Analise Estatistica:

A quantificacdo foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5. A andlise de
variancia ANOVA seguida pelo pds-teste de Bonferroni (comparando todos os pares de colunas)
foi realizada em dados com 3 ou mais recorréncias. Em todos os graficos estd representada a
média e o erro padrdo da média (média + E.P.M.). Sdo considerados significativos apenas valores
de p < 0.05.



27

4 Resultados:

4.1 Efeito de WIN 55, 212-2 sobre a proliferacio de progenitores da retina:

Afim de investigar se o agonista canabinoide WINS55,212-2 modularia a proliferacao
buscamos primeiramente investigar o PCNA (antigeno nuclear de prolifera¢do) uma proteina
utilizada como um marcador de proliferacdo. Para isso, células de retina foram, tratadas em
E7C1 com o agonista canabinoide WIN-55,212-2 na dose de 0,5 uM por 24 horas, e submetidas
a ensaio imunocitoquimico para marcacao de PCNA como observado na figura 10 e no grafico
1, houve uma consideravel redugdo das células PCNA positivas em relagdo ao controle.

Figura 10 — Agonista canabinoide diminui a proliferacio de progenitores da retina embrionaria em cul-

tura:Células de E7C1 tratadas com WIN-55,212-2 0,5 uM por 24h. Em vermelho niicleos mar-
cados com DAPI. Em verde niicleos marcados com PCNA.

Controle WIN 55, 212-2

DAPI
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Grifico 1 — Quantificacdo de células PCNA/DAPI positivas. N=1
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Com o objetivo de reforcar a hipétese de que WIN controla a proliferagdo na retina
embriondria, submetemos nossas culturas ao ensaio de incorporacao de [3H]—timidina, um
método que permite a identificacio das células na fase S do ciclo celular. Para isso, culturas de
E7C1 foram tratadas com concentragdes crescentes de WIN uM (0,5; 1; 5) durante 24 horas
e submetidas ao protocolo de incorporagio de [*H]-timidina. Conforme exposto no grafico 2,
o tratamento com WIN causou uma diminui¢io da incorporacio de [*H]-timidina, de forma
dependente da dose (% em relagdo ao controle + erro padrdo: controle: 100 + 11; WIN 0,5 uM:
64 = 17; WIN 1,0 uM: 29 £ 13; WIN 5,0 uM: 14 £ 4).
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Grifico 2 — WIN-55,212-2 diminue a incorporagdo de [*H]-timidina em culturas de células de retina: Células em
E7C1 tratadas com doses crescentes do agonista canabinoide WIN 55, 212-2 durante 24h e foram
posteriormente incubadas com [*H]-Timidina e quantificadas por cintilagio. Em todas as doses foi
observada uma redugio significativa em relagdo ao controle. p<0,05 N="7
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4.2 Agonista canabinoide WIN-55,212-2 induz morte celular em progenitores da retina em

cultura

Uma vez notada a reducdo na proliferacao celular apés o tratamento com WIN, algumas
hipéteses foram tracadas. As células podem ter interrompido o ciclo celular (arresto), podem ter
sofrido diferenciacdo ou até mesmo morte celular. Com o intuito de investigar a morte celular,
culturas de retina de E7C1 foram tratadas com doses crescentes de WIN 55,212-2 uM (0,5; 1,0 e
5,0). Ap6s 24h de incubacdo as células foram submetidas ao protocolo de viabilidade celular
por MTT. Como observado na grafico 3, ndo foram observadas diferencas significativas entre o
controle e WIN 0,5 uM, entretanto nas doses de 1,0 uM e 5,0 uM, WIN diminuiu a viabilidade
de progenitores da retina (% do controle * erro padrdao: DMSO: 100 + 9; WIN 0,5 uM: 97 + 18;
WIN 1,0 uM: 64 £ 9; WIN 5,0 uM: 39 + 10.
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Gréfico 3 — Efeito de WIN-55,212-2 sobre a viabilidade de células da retina em cultura: Culturas de E7C1 foram
mantidas por um dia em cultivo sendo posteriormente tratadas com doses crescentes de WIN 55,212-2 e
foram submetidos ao ensaio colorimétrico de viabilidade celular e tiveram sua absorbancia calculada
pelo espectrofotometro com comprimentos de onda entre 550nm e 650 nm. Diferencas estatisticas nao
foram significativas entre o controle e a concentragdo de 0,5 uM, entretanto as doses de 1,0 uM e 5,0
uM possuem diferenca significativa em rela¢@o ao controle, em relagio a dose de 0,5 uM e entre elas.
Amostras sdo significativas estatisticamente quando p<0,05. N=4.
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Observada uma relagdo entre a reducio da viabilidade celular induzida pelo tratamento
com o agonista canabinoide durante uma exposi¢ao de 24h, questionamos se haveria 0 mesmo
efeito em estimulos realizados em um menor espagco de tempo. Para isso, culturas de E7C1
foram tratadas com WIN 1 uM durante 10 minutos, 1 hora e 24 horas e submetidas ao ensaio
de viabilidade celular (MTT). Como observado no grafico 4, WIN ndo causa morte celular
durante intervalos curtos de tempo (% em relacdo ao controle + erro padrao: controle: 100 £ 4;
10 minutos: 119 + 5; 1 hora: 129+ 4; 24 horas: 51 £ 5).
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Grifico 4 — Efeito de WIN 55,212-2 sobre a viabilidade de células de retina em cultura durante intervalos de tempo
crescentes: Culturas de embrides de galinha com sete dias de desenvolvimento foram mantidas por um
e sete dias em cultivo sendo posteriormente expostas a dose de 1,0uM de WIN 55,212-2 em diferentes
tempos (10 minutos, 1 hora e 24 horas) e foram submetidos ao ensaio colorimétrico de viabilidade
celular e tiveram sua absorbancia aferida pelo espectofotdmetro com comprimentos de onda entre
550nm e 650 nm. As amostras de lhora e 24 horas apresentaram diferenca significativa em relagdo ao

controle (***p<0.0001) entretanto s6 é observada uma redugdo da viabilidade celular em 24 horas. N=
3.
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Foi questionado ainda se o efeito observado em idades mais jovens se repetiriam em
idades mais tardias. Para responder isso, realizamos o tratamento das células com WIN em
duas idades diferentes, E7C1 e E7C7. Ap6s 24 horas as culturas foram submetidas ao ensaio
de viabilidade celular por MTT. Como observado no grafico, em idades mais avancadas do
desenvolvimento (E7C7) WIN nao foi capaz de causar morte celular, sugerindo que a ativacao
de receptores canabinoides e o evento de morte celular seja dependente do estdgio de desenvolvi-
mento em cultura (E7C2 % controle + erro padrao: controle: 100 = 9; WIN 0,5 uM: 87 + 4; WIN
1 uM: 52 £4; WIN 5 uM: 41 + 2; E7C8 % controle * erro padrdo: controle: 100 + 13; WIN 0,5
uM: 121 + 11; WIN 1 uM: 150 + 8; WIN 5 uM: 137 £ 5)
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Griéfico 5 — WIN 55,212-2 diminui a viabilidade de células da retina de forma dependente da idade da cultura:
Culturas de E7C7 sendo posteriormente tratadas com doses crescentes de WIN 55,212-2 e foram sub-
metidos ao ensaio colorimétrico de viabilidade celular. Somente em E7C2 foram observadas alteracdes
na viabilidade celular. **p<0,005 WIN 0,5 uM em relagdo ao controle, *** p<0,0001 WIN 1,0 uM em
relacdo ao controle. N=4.
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4.3 WIN-55,212-2 ndo causa a morte de células proliferantes da retina em cultura:

Uma vez que nossas culturas apresentam tanto células que ja sairam do ciclo celular
(células ganglionares, amdcrinas e horizontais) quanto células que ainda permanecem proliferan-
tes (fotorreceptores, células bipolares e glia de Miiller), resolvemos investigar se as células que
sofrem morte celular induzida por WIN seriam as mesmas células que incorporam [*H]-timidina,
portanto, as mesmas células que ainda estariam realizando o ciclo celular. Para isso, culturas de
E7C1 foram pré-tratadas com [*H]-Timidina por 1 hora. Apés a incorporacdo do nucleosideo
radioativo no DNA das células, as culturas foram lavadas e tratadas com doses crescentes de
WIN 55,212-2 uM (0,5; 1,0; 5,0) por 24h. Além disso, um controle positivo de morte celular
foi realizado com H,O, 100 uM. Uma redugio significativa de células pré-marcadas com [*H]-
Timidina por 1 hora foi observado apenas nas culturas tratadas com H>O, 100uM (% controle +
erro padrdo: controle: 100 £ 15 ; WIN 0,5 uM: 92 = 16 ; WIN 1 uM: 99 +45; WIN 5 uM: 107
40; H,0O, 100uM: 9 + &; p<0,0001 n=6)
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Grifico 6 — Efeito do agonista WIN 55, 212-2 nio afeta células progenitoras. Células em cultura de idade E7C1
fora pré tratadas com [*H]-Timidina por 2 horas. Em seguida foram lavadas e tratadas com o agonista
canabinoide WIN 55, 212-2 por 24 horas. O resultado ndo mostra reducao das células proliferantes da
retina. Somente o controle positivo foi estatisticamente significante em relag@o ao controle. p<0,05 N=
3
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4.4 WIN modula proteinas do ciclo celular

Para aprofundar os estudos sobre os efeitos de WIN-55,212-2 na proliferagdo de pro-
genitores da retina, investigamos a proteina CDK1 utilizando a técnica de Western Blotting. A
CDKI1, € uma proteina altamente conservada que funciona como uma serina/treonina cinase
desempenhando papel fundamental na regulagdo do ciclo celular. Ao formar um complexo com
a ciclina, fosforila uma variedade de substratos alvo levando a progressao do ciclo celular.

Para isso culturas em E7C1 foram tratadas por 24 horas com doses crescentes de WIN uM (0,5
e 1,0) e foram submetidas a técnica de Western Blotting. Foi observado que WIN reduziu a
expressao tanto da CDK1, quanto a sua forma fosforilada, entretanto mais experimentos sao

necessdrios a fim de estabelecer parametros estatiscos (n=1).
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Figura 11 — WIN diminui a expressao e a ativacio da CDK1. Western Blotting para a identificacio da CDK1
total e fosforilada em culturas de células de retina tratadas com WIN 0,5 e 1,0 yM. ) N=1
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4.5 Discussdo:

O sistema endocanabinoide foi inicialmente descrito em 1963 por Raphael Mechoulam
et al. e desde entdo a sua manipulacao farmacoldgica vem sendo alvo de estudos por diversos
grupos. Sendo assim, drogas como agonistas sintéticos, antagonistas dos receptores canabinoides
e vanildide, inibidores de enzimas de sintese e degradacdo vem sendo testadas em busca de
potenciais alvos terapéuticos (SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).

Schwitzer et al. (2016) demonstram a presenca do sistema canabinoide na retina, assim
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como em todo o sistema nervoso central. O estudo segue esclarecendo o papel do sistema cana-
binoide na neurotransmissao da retina, na plasticidade neural e na neuroprotecdo. Entretanto a
maior parte dos estudos sdo realizados em idades pds-natais, sendo ainda uma incdgnita os

efeitos decorrentes da ativagdo do sistema canabinoide em estdgios embriondrios.

Leonelli et al. (2005) verificam a presenca de receptores canabinoides, CB; e CB;, na
retina de embrido de galinha, sugerindo que o receptor canabinoide teria um papel de molécula
sinalizadora durante a diferenciacio. E possivel concluir a partir deste estudo que o sistema
canabinoide estd envolvido na migracio e alongamento de processos neurais suportando a ideia

de modulagdo neural pelo sistema canabinoide durante o desenvolvimento .

Neste trabalho, detectamos que WIN causou uma diminui¢io da marcagdo para PCNA,
além de uma diminuicfo da incorporagio de [*H]-timidina. O PCNA é um antigeno nuclear de
proliferacdo, é uma proteina de 36 KDa, que € sintetizada durante a interfase e que desaparece
apos a saida das células do ciclo celular, sendo entdo utilizada como um marcador de atividade
proliferativa (NETO et al., 2001). A incorporagdo de [°H]-timidina é uma ferramenta cldssica para
detec¢do de células na fase S do ciclo celular. Sendo assim, podemos sugerir que WIN causa uma
diminuicdo da proliferacdo celular, e possivelmente uma inducao de diferenciacdo. Entretanto
mais experimentos serdo necessarios para identificar o fendtipo celular que possivelmente
entra em diferenciacdo na presenca de WIN. A hipétese de diferenciacao celular induzida por
canabinoides no sistema nervoso central € descrita por diversos autores (PRENDERVILLE;
KELLY; DOWNER., 2015).

Ellert-Miklaszewska, Kaminska e Konarska (2004) correlacionaram a ativagdao dos
receptores canabinoides pelo agonista canabinoide sintético WIN 55, 212-2 com a morte celular
de células de glioma. Demonstram ainda que o WIN exerce um efeito antiproliferativo em
células diferenciadas dos mais diversos tecidos. Tudo isso devido a regulagcdo decrescente de
duas vias de sinalizac@o essenciais para sobrevivéncia e proliferacao celular, uma vez que o
WIN ¢€ capaz de inibir as vias da ERK e PI3K. Ao sair do ciclo celular a célula pode estar
se diferenciando, sofrendo arresto ou morrendo. Como ja citado em estudos o estimulo por
agonistas canabinoides podem possuir efeito antiproliferativo e desencadear a ativagdo de vias
pro-apoptoticas. No presente trabalho, ao tratarmos as culturas por 24h com doses crescentes
de WIN, uma reducdo significativa das células vidveis foi observada. Entretanto, de forma
intrigante, quando estimulamos nossas culturas por tempos mais curtos foi observado um
aumento na viabilidade celular, sugerindo que a ativacao de receptores canabinoides quando

realizada de forma cronica e em altas doses pode levar as células da retina a morte.

Durante o desenvolvimento da retina de galinha duas ondas de morte celular natural
foram detectadas. A primeira onda ocorre entre os dias 3 e 5 de desenvolvimento embrionario,
afetando o neuroepitélio. J4 a segunda onda de morte ocrre entre os dias 7 ¢ 18 (VALENCIANO et
al., 2009). Aqui, a exposi¢do ao agonista canabinoide em doses crescentes durante 24 horas as

céluas apesentam uma reducao da viabilidade somente em idades mais precoces (E7C2, idade
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embriondria relativa ~E9), enquanto que em culturas com idades mais avancadas (E7CS, idade
embriondria relativa ~E14) WIN aumenta a viabilidade celular. Sendo assim, podemos sugerir
que a ativacao de receptores canabinoides causa morte celular de forma dependente do estadgio

do desenvolvimento contido na segunda onda de morte natural da retina de galinha.

Na idade de 7 dias as tnicas células que ainda ndo se diferenciaram sao as células da
glia de Miiller e os neur6nios bipolares e alguns fotorreceptores, todas as outras células ja
deixaram de proliferar e se diferenciaram (PORTUGAL, 2006). Na inten¢do de investigar quais
células estavam morrendo nds aplicamos um protocolo no qual as células em proliferacdo eram
pré marcadas com timidina tritiada por 1 hora. Apds retirar o excesso do material radioativo
com lavagens, tratamos as células com WIN. Dessa forma pudemos observar que ndo ha
uma reducio da quantidade de células marcadas com [*H]-timidina, sendo assim podemos
sugerir que as células progenitoras provavelmente nao seriam as células que estariam morrendo.
Entretanto outros experimentos utilizando marcadores de morte celular associados a marcadores
de progenitores, neurdnios e células glias devem ser realizados para determinacao do fenétipo

celular envolvido com efeito de morte induzido por canabinoides.

A CDKI1 ¢ uma proteina essencial para o controle do ciclo celular, pormovendo a
transicdo da fase G2 para a fase M, e regulando tanto a fase G1 quanto sua transi¢do para a fase
S. O complexo ciclina-B-CDKI1 controla interfase em modelos de ovos fertilizados (MORI et
al., 2015). A fim de confirmar a saida das células do ciclo celular, e como a timidina tritiada
€ indicador apenas da fase S, buscamos uma proteina presente durante todo o ciclo celular
e analisamos sua expressao tanto em sua forma fosforilada (ativa) como em sua forma nao
fosforilada (inativa). Vimos entao a reducdo da expressao de ambas as formas indicando uma
atividade antiproliferativa do WIN, entretanto os dados ainda sdo inconclusivos e precisam ser

repetidos.
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5 Conclusio

Frente aos resultados podemos concluir que:

* WIN inibe a proliferacdo em culturas de celulas de retina embriondria de galinha.

« WIN causa a morte de células negativas para [*H]-timidina, sugerindo que o fenétipo

celular envovido com a morte seja neurdnios recém diferenciados.

* O efeito de WIN sobre a viabilidade de culturas de células da retina embriondria depende

da dose, do tempo de incubagdo com o ligante e com tempo de cultivo celular.
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Figura 12 — Comprovante de aprovacio do comité de ética
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