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RESUMO

A evolucdo das técnicas de cultura de células levaram a necessidade de eliminar
componentes de origem animal, de modo a evitar a contaminacao bacteriana, viral
ou pridnica. As células-tronco da polpa dentaria sado células-tronco multipotentes que
apresentam alta plasticidade, sendo capazes de se diferenciar em linhagens
osteogénica, adipogénica e condrogénica. O presente trabalho tem como objetivo
testar a utilizacdo de peptonas vegetais (ervilha, trigo e soja) nas concentracdes de
0,5%; 1% e 5% como possiveis substitutos para 10% de soro bovino fetal (SFB) em
cultura de CTs. A proliferacdo celular foi avaliada pelo método de MTT analisado em
espectrofotometro  (VarioSkan). Realizou-se a diferenciacdo osteogénica e
empregou-se a coloragdo Vermelho de Alizarina para testar o suporte de
diferenciacdo. Medimos a concentracdo de deposicdo de calcio ressuspendendo o
conteddo de Vermelho de Alizarina em solucdo alcodlica e analisando
espectrofotometricamente. O ensaio de MTT e ensaios de diferenciacao osteogénica
permitiram concluir que a peptona de trigo a 1% foi a mais eficiente nas condi¢des
empregadas. A concentracdo de 5% de todas as peptonas utilizadas foi toxica. Ao
analisar os aminogramas das trés peptonas, foi possivel inferir que a maior eficiéncia
da peptona de trigo pode estar relacionada a maior proporcao de prolina e acido

glutdmico.

Palavras-chave: Célula-tronco, célula-tronco da polpa dentéria decidua, peptona

vegetal.



ABSTRACT

The evolution of cell culture techniques led to the necessity of eliminating
components with animal origin, in order to prevent bacterial, viral or prionic
contamination. Deciduous teeth dental pulp stem cells are multi potent stem cells
which present high plasticity, being able to differentiate into osteogenic, adipogenic
and chondrogenic lineages. The present work aims at testing the utilization of vegetal
peptones (pea, wheat and soy) at the concentrations 0.5%; 1%, and 5% as possible
substitutes for 10% Fetal Bovine Serum (FBS) in SCs culture. Cell proliferation was
assayed by the MTT method analyzed on spectrophotometer (VarioSkan). We
performed osteogenic differentiation and employed Alizarin Red staining in order to
test the differentiation support. We measured the concentration of calcium deposition
by ressuspending the alizarin red content in alcoholic solution and by analyzing
spectrophotometrically. MTT and osteogenic differentiation essays allowed to
conclude that wheat peptone at 1% was the most efficient in the conditions
employed. The concentration of 5% of all the peptones utilized was toxic. Upon
analyzing the aminograms of the three peptones, it was possible to infer that the
higher efficiency of wheat peptone may relate to the greater proportion of proline and

glutamic acid.

Keywords: Stem Cells; Deciduous teeth dental pulp stem cells; Vegetal Peptone
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1. INTRODUCAO

1.1. CULTIVO CELULAR

Perfazendo mais de um século a padronizacdo do cultivo de tecidos (cultura
primaria) trouxe grandes avancos cientificos (CURI e PERES, 2005).Atualmente,
esta técnica que pode ser aplicada tanto para tecidos animais quanto vegetais,
consiste nas etapas de: isolamento, manutencdo e proliferacdo celular em um
sistema in vitro. As células mantidas em cultura ndo estdo mais organizadas em
tecidos, crescendo em recipientes estéreis, usualmente placas e frascos plasticos e
descartaveis. O sistema in vitro deve conter condi¢Bes especiais que propiciem a
manutencao da viabilidade celular em laboratorios, independente do organismo que
as originou em funcao de conter nutrientes e fatores essenciais ao tipo celular a ser
estudado, assim como condicbes de pH, osmolaridade e temperatura controladas
(AMARAL e MACHADO —SANTELLI, 2011).

Pesquisas que fazem o uso da técnica de cultivo celular representam um
importante método para compreender 0s mecanismos celulares, assim como
comparar o comportamento coletivo de diferentes linhagens celulares (VILELA M.J.
et al., 2003).

1.1.1 HISTORICO DO CULTIVO DE CELULAS ANIMAIS

No século XIX comecaram os estudos de células isoladas e desde tal feito,
importantes experimentos foram determinantes para a evolug&o do cultivo de células
in vitro. Existia a necessidade da compreensao e constituicdo de um meio de cultivo
para diversos tipos celulares. Os meios de cultivos suplementados que concebemos
hoje séo frutos de pesquisas basicas, onde ndo havia conhecimento necessario a
adequacao capaz de propagar células, assim como condicbes necessarias para o

cultivo (temperatura, esterilidade, pH, osmolaridade, etc.).
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Os primeiros relatos foram com amostras de anfibios, animais pecilotérmicos.
Em condi¢cdes onde o controle de temperatura para a manutencdo celular ndo era
importante, em 1885 Wihelm Roux cultivou fragmentos obtidos da placa neural de
embrides de anfibios. Doze anos depois, Loeb isolou células do tecido conectivo e
do sangue de anfibios. No ano de 1903, Jolly descreveu os processos envolvidos na
divisdo de leucdcitos de salamandras (ASSIS et al., 2007).

Avancos cientificos usando o cultivo celular j& comecavam a ser relatados e
em 1907, Harrison fez a disseca¢do do tubo medular de um embrido de anfibio e o
cultivou em um coagulo linfatico, assim demonstrou que axdnios sao produzidos
como extensao de células nervosas unicas (UNCHERN, 1999). Os experimentos e
resultados de Harrison s@o considerados um marco no desenvolvimento da técnica
de cultivo de tecidos e células o que estimulou o desenvolvimento de novos métodos
para a manutencédo de células in vitro (ASSIS et al., 2007).

Montrose T. Burrows usou pela primeira vez a expressao “cultura de células”.
Burrows (1910) durante a realizagao de seus estudos utilizou tecidos de embrido de
galinha e os mergulhou em plasma sanguineo, o que viabilizou o cultivo de tecidos
do tecido cardiaco e do sistema nervoso do embrido. De acordo com Burrows, o
plasma da galinha seria relevante por possuir alta concentracdo de fibrina e
quantidades reduzidas de enzimas proteoliticas (REBELLO, 2014).

Alexis Carrel, em 1912, clinico francés contribuiu com dados sobre
esterilidade e para o melhoramento dos frascos de cultivo celular. Durante seus
experimentos mostrou a importancia da assepsia rigida para a manutencdo do
cultivo, assim como a necessidade de substituir a fonte de nutrientes abarcados nos
frascos de cultura. Carrel criou uma garrafa de cultura possuindo uma entrada
inclinada, a qual permitia a substituicdo e adicdo do meio com maior facilidade. A
posterior divulgacédo de seus estudos possibilitou que o cultivo celular pudesse ser
viavel por periodos de tempo maiores (AMARAL e MACHADO-SANTELLI, 2011).

Ulteriormente, Eberling realizou algumas modificacdes na técnica de Carrel o
que permitiu o subcultivo de células do coracdo de galinhas ja cultivadas. Eberling
assegurou que continuou fazendo divisbes do explante original por 34 anos e
descartou as células restantes em 1946; a partir desse experimento nasceu a lenda
do coracao de galinha imortal (RAMALHO, 2007).

Outro avanco relevante para a manutencao do cultivo celular se deu em 1916.

Peyton Rous e Fred Jones desenvolveram o método de subcultivo para explantes
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utilizando tripsina no cultivo de células para a desagregacado de células aderentes
(ROUS e JONES, 1916).

Moscona estudou e descreveu o reconhecimento célula-célula entre a década
de 50 e 70. A partir de seus experimentos, de como as células embrionarias se
organizavam originando diferentes 6rgaos e tecidos notou-se que células de tecidos
iguais permaneciam juntas enquanto células de tecidos diferentes ndo se
misturavam (MOSCONA, 1961; SHEFFIELD e MOSCONA, 1970; GARBERe
MOSCONA, 1972).

Em 1961, Hayflick e Moorhead foram os pioneiros na utilizacdo de antibioticos
para evitar a contaminacdo de cultivos de fibroblastos. A adesdo do uso de
antibiéticos aos meios de cultivo permitiu que a técnica se tornasse continuamente
utilizada, sendo empregada atualmente nos laboratérios de biotecnologia animal.

Martin (1981) isolou e cultivou células-tronco (CT) pluripotentes de embrido de
camundongo. Dezessete anos depois, James Thomson isolou e cultivou células-
tronco embrionérias (CTE) humanas da fase de blastocisto, cedidas por clinicas de
fertilizacdo in vitro.

A partir de entdo, os meios de cultivo suplementados ou ndo, 0s quais sao
utilizados atualmente em muitos laboratorios ao redor do mundo, se devem a tais

estudos antecedentes.

1.2 MEIOS DE CULTIVO

Métodos de estudos in vitro sdo muito importantes para avaliagcdes
fisioldgicas, bioldgicas e farmacolégicas a nivel celular e tecidual, tendo um impacto
no campo da biotecnologia, propiciando, por exemplo, a produgédo de componentes
biologicos de interesse humano como vacinas e hormoénios. Os meios de cultivo
visam mimetizar as condi¢des celulares e sdo amplamente utilizados para a cultura
de células e tecidos. Para refinar as analises e a reprodutibilidade de protocolos é de
suma relevancia a padronizacdo dos experimentos assim como estabelecer a
composicdo do meio de cultivo.

Os diferentes organismos apresentam peculiaridades quanto ao cultivo de
suas células. As células de mamiferos sdo amplamente estudadas e seu cultivo é

realizado a 37°C em incubadora com a mistura de gas umidificado de 5% de CO, e
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95% de O,. Para o cultivo de células animais ha diversos meios de cultivo que
podem ser utilizados de acordo com o objetivo do estudo e tipo celular analisado.

A solucdo classica de Ringer € o meio de cultivo simples compreendendo
uma solucao de concentragdes de sais diferentes (RINGER E BUXTON, 1887). Para
a manutencao das células e/ou tecidos de forma reprodutivel e por longos periodos
de tempo, os meios de cultivo devem conter outros componentes, assim como:
substancias de tamponamento do pH e nutrientes. Em relagdo a esse ultimo, o pH
adequado para o desenvolvimento de células de mamiferos é na faixa de 7,4 e nao
deve ficar abaixo de 7,0 durante o cultivo, pois dados da literatura mostram que um
pH menor do que 6,8 é inibidor do crescimento celular (FRESHNEY, 2005).

Harry Eagle desenvolveu este tipo de meio em 1955 o qual ficou conhecido
como meio minimo de Eagle (MEM), que também continha em sua composi¢ao
vitaminas, glicose e aminoacidos. Dulbecco realizou modificacdes no meio MEM
(DMEM), o qual é usado para culturas de linhagens celulares até os dias atuais.

Para a manutencdo e desenvolvimento das células in vitro, os meios de
cultivo devem conter substratos para a realizacdo do metabolismo celular, nutrientes
essenciais para a proliferacdo celular, além de compostos que desempenham
funcdes fisioldgicas, cataliticas ou que atuem como co-fatores. Deste modo, além do
meio possuir compostos especificos a linhagem estudada, ele deve conter acucares,
sais inorganicos, lipidios, amino&cidos, vitaminas, acidos organicos, proteinas,
fontes de carbono, hormonios, fontes de nitrogénio, micronutrientes (ions organicos
e minerais) e agua (MORAES et al., 2008).

Os acgucares sao uma importante fonte energética, sendo o principal a glicose,
o qual também é responsavel pela formacao do esqueleto carbdnico das células. Os
sais inorganicos sao relevantes no balanco i6nico e da pressdo osmotica
(ECHALIER, 1997). Os lipidios sdo fundamentais no crescimento celular, como
componentes de membranas e podem ainda transportar compostos lipossoluveis.

Aminoacidos sdo importantes para o crescimento celular e constituicdo de
proteinas. Dependendo da linhagem celular analisada, sera necessario um tipo e
guantidade especifica de aminoacidos. Aminoacidos como o glutamato, glutamina,
serina, aspartato, arginina e metionina também séo utilizados para a geragdo de
energia (IKONOMOU et al., 2003). Outros aminoacidos como lisina, histidina,

treonina, glicina, leucina, valina, tirosina, fenilalanina, isoleucina e triptofano sao
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consumidos durante a fase de crescimento celular e sdo incorporados em proteinas
celulares.

Geralmente, as concentracfes de aminoacidos e glicose sdo limitantes no
crescimento celular. A falta destes mesmos compostos pode levar a interrupgéao do
crescimento celular, ou até mesmo a morte celular.

Para melhorar o desempenho dos meios de cultivo e propiciar a manutencao
de células por longos periodos os meios basicos precisam ser suplementados com
outros fatores, tal como o soro. O soro € um suplemento do meio de cultura que
estimula o transporte de fosfato, aminoacidos, glicose e aumenta a permeabilidade
das membranas. Trata-se, fundamentalmente, de um complexo de proteinas para a
nutricdo celular, adeséo, protecao biolégica (antioxidantes e antitoxinas) e protecao
mecéanica (MORAES et al., 2008). O soro mais comumente utilizado é o Soro Fetal
Bovino (SFB) que apresenta em sua composicdo mais de mil componentes
diferentes, dentre estes 200 s&o definidos, como vitaminas, hormdnios, aminoacidos,
lipidios, nucleosideos, proteinas de transporte (albumina, globina, transferrina),
fatores de proliferacédo, fatores de ligacao (fibronectina e laminina) e fatores de
crescimento (STAINES, D. e PRICE, P., 2003). Essas substancias sdo essenciais
para o crescimento e manutencéo de células em ambiente in vitro. Além disso, o
SFB estimula o transporte de glicose, de fosfato e de aminoacidos e aumenta a
permeabilidade das membranas. Entretanto, sua utilizagdo no meio de cultivo pode
causar dificuldades na recuperacédo e purificacdo de bioprodutos devido a presenca
de fatores de crescimento, proteinas e outros fatores nao definidos.

Além disso, o uso do SFB é controverso por aspectos éticos e cientificos. A
coleta dos SFB é realizada em fetos de animais abatidos em abatedouro, sua
composicdo varia de acordo com fatores sazonais e continentais, o que altera a
partida do soro e dificulta a padronizacdo dos experimentos. O SFB também pode
gerar complicacbes imunoldgicas, pois possui proteinas que estimulam a
imunogenicidade humana de modo persistente (JOHNSON, M.C. et al.,, 1990;
MARTIN, M.J. et al., 2005). O SFB é blastogénico para linfécitos sanguineos
periféricos (COUTINHO A. et al., 1973) e sua presenca no meio de cultura pode ser
responsavel por alteracdes antigénicas da membrana de células tumorais humanas
(IRIE, R.F. et al., 1974). O SFB também induz o aumento da sintese de DNA em

células do baco de ratos saudaveis (VOGT, A. et al., 1979), assim como resposta
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citotoxica inespecifica em linfécitos humanos, o que nao acontece quando as células
séo cultivadas em soro humano (ZIELSKE, J.V. e GOLUB, S.H., 1976).

Estudos mostraram que pacientes submetidos a cardiomioplastia usando
miofibroblastos cultivados em SFB desenvolveram arritmias ventriculares e morte
subita (CHACHQUES, J.C. et al., 2004). Ademais, pacientes queimados que
obtiveram transplantes de queratindcitos cultivados in vitro desenvolveram respostas
imunes contra proteinas séricas, as quais levaram a rejeicdo destes enxertos
(JOHNSON, L.F. et al., 1991). Além disso, o SFB é componente com 0 maior custo
no meio cultivo, chegando a representar cerca de 80% do valor final (MORAES et
al., 2008).

O uso de produtos de origem animal em cultivo celular € desestimulado para
a producdo de materiais biol6gicos (ZOON, 1993; VAN DER VALK et al., 2004,
SCHIFF, 2005). Os lotes de SFB variam sazonalmente e continentalmente em sua
composicdo, além de possiveis contamina¢cdes com virus e prions (WESSMAN
LEVINGS, 1999). Porém, é valido ressaltar que o SFB apresenta baixo risco para a
transmissdo de encefalopatia espongiforme bovina, jA que o prion causador da
doenca ndo pode cruzar a barreira placentaria. Este prion é raramente encontrado
no sangue do animal, apresentando um tropismo para 0 sistema nervoso. Muitas
doencas podem ser transmitidas através do SFB, o que torna a restricdo a areas
endémicas. Deste modo, de acordo com as normas do comércio internacional, o
SFB deve ser obtido em areas livres de doencas de gado, embora haja ferramentas
para o controle de qualidade (ELOIT, M., 1999).

As variacOes apresentadas pelos lotes de SFB podem ser um empecilho para
o desenvolvimento de uma pesquisa, assim como sua reprodutibilidade. Desta forma
0 uso de SFB em cultivos celulares apresenta algumas desvantagens, como:
introducdo de proteinas animais no meio de cultivo; presenca de contaminantes
como bactérias, virus, prions e fungos; alto custo; diferencas em qualidade. Dentre
as desvantagens apresentadas, a presenca de contaminantes é a pior entre elas e
tem gerado a necessidade do uso de meios de cultivo isentos de SFB (LEE, J. et al.,
2009).

Existe, atualmente, um esforco mundial para obter alternativas para o uso de
elementos xenobidticos em cultivos celulares (FALKNER, E., et al.,, 2006;
BRUNNER, D. et al., 2010). Deste modo, é extremamente aconselhavel o

desenvolvimento de meios e sistemas de cultivo in vitro quimicamente definidos,
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sem o0 uso de SFB como é recomendado pelo Guidelines para Boas praticas de
Cultura Celular e ECVAM Scientific Advisory Commite (ESAC). Assim, h4d uma
tendéncia na pratica de diminuirem mais precisamente, retirar o SFB ou outros

produtos de origem animal dos meios de cultivo celular.

1.2.1. DESENVOLVIMENTO DE UM MEIO LIVRE DE SORO

Entre 1975 e 1980, Sato fez substituicbes do SFB por fatores de crescimento,
horménios especificos, fetuina, transferrina e mercaptoetanol, a fim de minimizar
complicagbes decorrentes da utilizagdo do SFB em 14 cultivos celulares. Estas
substituicbes auxiliaram a substituir muitas das fun¢des fundamentais do SFB.
Barnes, entre 1981 e 1987 esclareceu a presenca de muitos outros componentes
gue sao relevantes para o crescimento celular: proteinas de adesao, proteinas de
ligacéo, lipideos carreadores, enzimas e inibidores, entre outros, isto tornou possivel
0 crescimento e manutencéo de linhagens celulares em meios livres de SFB (SATO
e REID, 1978, apud TSAO et al., 2000; BARNES, 1987 apud TSAO et al., 2000).
Entretanto, o progresso no desenvolvimento de meios livres de SFB foi
relativamente lento pela inevitabilidade em se determinar os diferentes nutrientes,
fatores de protecéo e crescimento de cada linhagem celular e pela dificuldade em se
identificar e purificar nutrientes presentes no SFB (TSAO et al., 2000).

Os componentes do soro sdo fisiologicamente relevantes para promover a
proliferacdo celular, o que dificulta a sua substituicdo por compostos definidos.
Pazos et al. (2004) destacam que apenas 10 a 20% das formulacdes de meios
guimicamente definidos demonstraram ser eficientes. Por outro lado, varios estudos
foram realizados investigando o comportamento celular em cultura e 100 diferentes
tipos de formulagbes quimicamente definidas foram desenvolvidas e podem ser
utilizadas com baixo custo e sem gasto de tempo (ZAHRINGER, 2009). Baseados
em varios estudos podemos destacar 4 tipos basicos de meio de cultura:

e Meio livre de SFB: ndo possuem soro, mas contem pequenas fracbes de
proteinas de origem animal ou de extratos de plantas que os caracterizam
como meio quimicamente indefinido.

e Meio livre de proteina: ndo contem proteinas de alto peso molecular, mas
possui fracbes de peptideos (proteinas hidrolisadas) e também sé&o

considerados meios quimicamente indefinidos.
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e Meio livre de componentes derivados de animais: ndo contém componentes
de origem animal e humana. Contudo, ndo sédo considerados quimicamente
definidos, uma vez que podem conter bactérias, hidrolisados de leveduras e
extratos de plantas.

e Meios quimicamente definidos: ndo possuem proteinas, hidrolisados ou
nenhum componente de composi¢cdo desconhecida. Hormdnios, fatores de
crescimento de origem animal ou de plantas, além de produtos recombinantes
altamente purificados podem ser adicionados.

Inicialmente ao desenvolvimento de meios definidos livres de SFB, os meios
livres de proteinas foram citados como relevantes. Em 1964, Ham propds meios
definidos livres de proteinas, que possuiam uma formulacdo complexas, incluindo
elementos traco essenciais para o crescimento celular. H4& algumas funcdes
individuais do SFB que podem ser substituidas por suplementos de origem nao
protéica. Neste contexto, pode-se citar, por exemplo, o carreamento de ferro por
citrato férrico substituindo a transferrina, lipoproteinas substituidas por emulsdes de
lipidios, protecéo contra tenséo e cisalhamento celular utilizando poliéis, entre outros
(TSAO et al., 2000). Recentemente, uma das formulagbes apresentadas por Ham, o
meio Ham’s F12, € usado comumente em uma mistura de 1:1 com o meio de cultivo
DMEM com base para o desenvolvimento de meios livres de soro.

O meio de cultivo DMEM é uma modificacdo do meio MEM, feita por Dulbecco,
qgue introduz ao meio MEM de Eagle uma concentragdo quatro vezes maior de:
aminoacidos, vitaminas e aminoacidos ndo essenciais (DULBECCO e FREEMAN,
1959 apud BURGENER e BUTLER, 2006).

O meio de cultivo pode ser considerado como quimicamente definido quando
contém apenas compostos altamente purificados e de composicdo definida. Estes
meios de cultivo facilitam o controle de qualidade dos processos, formulagcdo de
protocolos, diminuindo a variabilidade da producdo e aumentando a reprodutibilidade
(MORAES et al.,, 2008), pois todos os componentes podem ser facilmente
encontrados e produzidos (OZTURK, 2006), além de facilitarem o processo de
purificacao final.

A concentragdo e selegcdo de nutrientes nos meios de cultivo podem ser
avaliadas através de extensivos processos de otimizacdo. Muitas variaveis estdo
envolvidas no metabolismo celular e 0s componentes do meio podem interagir uns
com os outros (OZTURK, 2006; MORAES et al., 2008).
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Uma das alternativas ao uso do SFB é o uso do extrato de levedura, o qual atua
como fonte de vitamina, além de fornecer também polissacarideos e aminoacidos
(IKONOMOWU et al., 2003). O mecanismo de acdo deste composto ndo é totalmente
definido, entretanto a sua utilizacdo € associada a resultado favoraveis do ponto de
vista do crescimento celular.

O extrato do leite também se mostra alternativo ao uso do SFB. Embora o leite
seja de origem animal, a diversidade de compostos que ele apresenta € menor do
gue encontrado no SFB, porém a suplementacdo do meio de cultivo com leite tem
sido utilizada por alguns grupos de pesquisa (RAMIREZ et al.,1990).

Outro suplemento relevante quando se utiliza os meios isentos de soro sdo o0s
lipideos. Um concentrado de lipidico utilizado para o cultivo de células animais é
composto por Pluronic® F68,Tween 80, tocoferol, acidos graxos e colesterol. A
concentracao lipidica em meios livres de SFB esta na faixa de 10 a 100ug/L (SHEN
et al., 2004).Compostos como Pluronic® F68 sdo geralmente aplicados na protecao
das células contra efeitos negativos provocados contra a agitacdo e aeragao
(REITER et al., 2005). Este composto pode substituir a albumina ndo somente como
surfactante, mas também atua como carreador de lipidios. Ademais, pode prevenir
gue possiveis danos causados a membrana celular possam levar a morte celular
antes que a reparacao da membrana ocorra (CHAN e HARRIS, 2001).

O uso de hidrolisados de plantas tem sido intensificado devido aos problemas de
contaminacdo com a suplementacdo com compostos de origem animal, o que tem
gerado artigos e patentes (IKONOMOU et al.,, 2003). Porém o uso de tais
substancias de origem vegetal tem que possuir 0s suprimentos necessarios a célula
a fim de preservar a integridade celular e prover sua proliferagdo (SAKAI, K. et al.,
2002).

Vérias substancias de origem vegetal vém sendo testadas para substituir 0 soro
de origem animal sem que haja perdas na qualidade do cultivo, e dentre essas
substancias, as peptonas tém se destacado. Peptonas sdo polipeptidios pequenos e
sdo produtos intermediarios da hidrélise de proteinas (JAMES e SMITH, 2000).
Dependendo do grau da hidrélise, as peptonas podem fornecer componentes que
favorecem a adesdo, nutrientes e analogos do fator de crescimento. Assim,
peptonas de origem vegetal podem ser uma boa opcao para a substituicdo do SFB
nos meios de cultivo (SAKAI, K. et al., 2002; JUNG, E., et al., 2015).
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Para a completa retirada do SFB dos meios de cultura é necesséario adicionar
suplementos para compensarem sua auséncia. Com o objetivo de especificar os
componentes importantes para o cultivo foi sugerido o seguinte modelo piramidal
gue demonstra uma especificidade crescente do meio de cultura (Tabela 1):



Tabela 1: Componentes relevantes para o meio de cultivo.

1° Nivel 2° Nivel 3° Nivel 4° Nivel 5° Nivel 6° Nivel
Fatores de|Inducéo da

Meios basais | Aderéncia celular |crescimento diferenciagao Lipidios Vitaminas

DMEM/Ham EGF, FGF, NGF, Acidos graxos, | Acido

F-12 Colageno tipo |, IV, | IGF-1, Dexametasona colesterol ascorbico

(50:50, viv) +|laminina, PDGF, VEGEF,

ITS. fibronectina, TGF-B. Acido ascorbico e etacolamina. (anti-oxidante),

membrana basal

acidoretinoico.

reconstituida

Matrigel

(regula a

morfologia

celular).

24



25

1.2.2. ADAPTACAO DAS LINHAGENS CELULARES AO MEIO LIVRE DE SFB

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de obterem células
adaptadas ao cultivo isento de SFB. Esta estratégia baseia-se na utilizacdo de
subcultivos sequenciais de células em meios com quantidades decrescentes de SFB
para que estas passem por um processo de adaptacdo gradual de um meio com
soro para um meio totalmente isento de soro. Porém, mudancas indesejadas podem
ocorrer na populacéo e estas serem selecionadas pelo processo de adaptacéo. Para
uma eficiente adaptacdo das células € necessario o monitoramento da morfologia e
funcdo celulares durante o cultivo (GSTRAUNTHALER, et al., 1985; PFALLER et
al., 1990; FEIFEL et al., 2002; NORABERG et al., 2005; NORABERG et al., 2009;
SVENNINGSEN et al., 2003; JUNG, E., et al., 2015).

DiminuicBo do crescimento celular e viabilidade tém sido relatadas na
literatura apos a retirada total do SFB. Esta resposta a alteracfes nas condicfes de
cultivo podem ser devido a uma perturbacdo de eventos associados com a
progressao do ciclo celular e uma entrada em uma fase estacionaria (BUTLER et al.,
1998).

A diminuicdo do SFB no processo de adaptacdo pode gerar desvios nos
resultados de glicosilacdo esperados para a linhagem, isto pode ocorrer devido a
variagcdes na concentragdo celular e na viabilidade celular obtida nessas fases, e a
mudanca natural do modo de crescimento celular durante a adaptacéo, de aderente
a suspensao.

Para o cultivo celular isento de soro ha varios métodos que podem ser utilizados

como:

a) Reducado da concentracdo de soro: Essa etapa e/ou protocolo consiste em
reduzir, em cada passagem, a porcentagem de SFB de 10% até a
concentragéo de 0,1%. Quando o cultivo é realizado sem SFB é necessario a
suplementacdo com horménios (VAN DER VALK et al., 2010).

b) Adaptacdo sequencial: as células sao transferidas para uma mistura (uma

contendo soro e outra sem) até atingir uma concentracao isenta de soro (75%
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do meio com soro e 25% sem soro; 50% com e 50% sem soro, 25% com e
75% sem soro). Ja que este procedimento pode causar estresse nas células,
recomenda-se que as células passem também pela concentracédo de 10% de
soro e 90% livre de soro por 2 a 3 passagens antes da completa retirada do
soro (VAN DER VALK et al., 2010).

c) Adaptacdo com meio condicionado: as células sdo cultivadas normalmente
em 10% de SFB. Ulteriormente a primeira passagem, as células s&o
cultivadas em meio com 50% de meio condicionado e 50% em meio isento de
soro. A segunda passagem em 50% de meio condicionado da primeira
passagem e 50% em meio livre de soro. A terceira passagem em 25% do
meio condicionado da segunda passagem e 75% isento de soro. Na quarta
passagem as células séo cultivadas em meio 100% isento de soro (VAN DER
VALK et al., 2010).

d) Adaptacéao “interior”: as células sao cultivadas normalmente em 10% SFB até
a confluéncia. Ulteriormente o meio de cultivo é alterado para um livre de soro
e entdo a monocamada em confluéncia é tripsinizada e as células séo
cultivadas em meio isento de soro (VAN DER VALK et al., 2010).

1.3. EXEMPLOS DE ESTUDOS COM O USO DE MEIOS DE CULTIVO ISENTOS
DE SORO

1.3.1 LISADO DE PLAQUETAS HUMANAS COMO SUBSTITUTO DO SORO
PARA OS MEIOS DE CULTIVO

Estudos anteriores demonstraram que o lisado de plaquetas permitiu o
crescimento, a proliferacdo e a diferenciacdo de células renais de suinos e
humanos, enquanto em cées foi possivel o desenvolvimento de células renais em
meio livre de soro (DMEN/Ham-F-12) suplementado com extrato de plantas
(GSTRAUNTHALER et al., 1985). Outros estudos também demonstraram que o
lisado de plaquetas permitiu o crescimento e a proliferagdo de células Raji em
suspensdo (PFALLER et al., 1990). Neste estudo, os fatores de crescimento,
liberados do lisado, foram obtidos por congelamento e descongelamento em solugéo

salina hipo-osmaética e avaliados por ELISA e Western blot. A capacidade de
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inducdo de crescimento e proliferacdo mitdtica do lisado de plaquetas foi avaliada
em linhagens celulares continuas por calculo da densidade de células em cultura e
pelo método do Resazurin. As taxas de crescimento e proliferacdo (medidas pela
atividade da MAP kinase — ERK1/2) foram avaliadas no grupo cultivado em meio
com 10% de SFB e comparadas com o grupo de 5% de lisado de plaquetas, como
controle negativo foi usado o meio livre de soro. O lisado de plagueta induziu
especificas rotas de fosforilacdo e ativacdo do ERK1/2 em minutos, tempo
semelhante a acao do SFB. Os dados demonstraram o alto potencial de substituicao

do soro pelo lisado de plaquetas (FEIFEL et al., 2002).

1.3.2. CULTURAS DE CELULAS CEREBRAIS EM MEIO LIVRE DE SORO

Estudos pioneiros demonstram que a manutencdo em suspensado de células
cerebrais de embrides de ratos em meio quimicamente definido permitiu a
reproducdo de eventos morfogenéticos como migracao, proliferacdo, diferenciacéo,
sinaptogeneses e mielinizacdo. A partir desses estudos, a funcdo de fatores de
crescimento, horménios e investigacdes neurotoxicolégicas puderam ser realizadas
com esse modelo experimental (HONEGGER et al., 1979; HONEGGER e MONNET-
TSCHUDI, 2001). Outras vantagens do sistema de cultura 3D € que ele é altamente
robusto, eficiente, de facil manipulacdo e de excelente reprodutibilidade. Contudo,
meios sem soro podem alterar a maturacéo das células neuronais, principalmente no
gue tange a mielinizacdo, a frequéncia e intensidade da atividade elétrica
(MONNET-TSCHUDI et al., 2000;ZURICH et al., 2003; FORSBY et al., 2009). A
hip6tese deste trabalho foi que substancias presentes no soro como fatores
lipidiossoluveis possam estar envolvidos no processo de maturagdo das células
neuronais. Diferentes lipoproteinas foram isoladas de varios tipos de soro (soro fetal
bovino, soro de recém-nascido bovino e plasma humano) e foram avaliadas as suas
atividades na agregacédo de culturas de células cerebrais derivadas de embrides de
ratos. Algumas macromoléculas foram identificadas e seus efeitos tém sido
estudados para um posterior desenvolvimento de macromoléculas sintéticas (por

exemplo, por Tecnologia do DNA recombinante).
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1.3.3 CULTURA DE FATIA DE CEREBRO ORGANOTIPICIAS COM MEIO
NEUROBASAL E B27 SEM SORO

Esse tipo de cultura pode ser utilizado nos estudos de doencas
neurodegenerativas. O meio Neurobasal com B27 tem sido utilizado para cultivar
esse tipo de células, porém, foram observadas necrose e morte de células em
cultivo comparado com Soro Optimem (NORABERG et al, 2005; NORABERG,
2009). Vérios estudos tém sido realizados para aperfeicoar os meios de cultivo para
células neuronais, e no inicio de 2010 a Sigma-Aldrich anunciou uma série de meios

gue estao sendo desenvolvidos e serdo langcados para este fim.

1.3.4. MEIO DEFINIDO E MEIO CONTENDO SORO OCASIONALMENTE INDUZ
AS CELULAS A UTILIZAREM DIFERENTES ROTAS DE TRANSDUCAO DE
SINAL PARA A PROLIFERACAO

Células do sistema nervoso central de ratos e de camundongos podem ser
dissociadas e cultivas in vitro em meios quimicamente definidos para estudos de
interacdes célula-célula e acdo de agentes toxicos. Porém, alguns estudos
evidenciaram que células da glia cultivadas em meio quimicamente definido usam
diferentes rotas de transducdo de sinal para proliferarem, quando comparado ao
meio com soro (SVENNINGSEN et al., 2003). Contudo, ainda néo esta claro quais
rotas sdo utilizadas. Para esclarecer essas alteracdes sao necessarios estudos
comparando resultados in vitro e in vivo e ajustar os meios de cultura para fornecer

um ambiente de cultivo in vitro com condi¢des similares ao que ocorre in Vvivo.

1.3.5. OTIMIZACOES DAS CONDICOES DE CULTURA DE CELULAS PARA
CACO-2 HUMANAS PARA MELHORARSUA DIFERENCIACAO EM MEIO LIVRE
DE SORO

As células Caco-2 séo extraidas do adenocarcinoma de colon humano e apds

cultura podem se diferenciar em enterdcitos (SAMBUY et al., 2005). Essa linhagem
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celular pode ser influenciada pelo sistema de cultivo e apresentam grande
heterogeneidade na expressdo de varias funcbes. Halleux e Schneider
desenvolveram em 1991, um meio sem soro adaptado para hepatdcitos e
suplementado com insulina, fator de crescimento epidérmico, albumina-acido
linoléico, hidrocortisona e triiodotironina (T3) para as células Caco-2. As células
cultivadas em membranas cobertas com colageno, por exemplo, propiciaram um
bom modelo de barreira do tecido intestinal. Outros autores utilizaram DMEM
suplementado com ITS (insulina transferrina humana) e obtiveram um
desenvolvimento morfolégico normal com caracteristicas funcionais padrdo para
essas células. Apenas a atividade da sucrase foi menor do que em células
cultivadas com soro, porém sua atividade foi normalizada pela adi¢cdo de T3. Outro
estudo avaliou a utilizacdo de varios suplementos (ITS, oleato, palmitato, colesterol,
BSA, fatores de crescimento e horménios) e foi verificado que a diferenciacdo de
célula Caco-2 ocorreu em todas as condi¢cdes, entretanto alguns pontos

responderam de diferentes formas aos substitutos do soro.

1.5 . REVISAO DO USO DE PEPTONAS VEGETAIS COMO SUBSTITUTO DO
SORO FETAL BOVINO

A absorcdo das peptonas, fisiologicamente estad ligada a transportadores
especializados, diferentes dos transportadores de aminoacidos. Dentro das células
as peptonas sdo primeiramente cortadas por proteases e 0s aminoacidos livres
resultantes desta quebra podem ser utilizados como nutrientes através do ciclo de
Krebs ou também como precursores de acidos nucléicos ou incorporados em
proteinas. (SKOPICKI et al., 1991).

As peptonas sdo bons suplementos para 0 meio de cultivo que podem
substituir o SFB, sendo utilizadas para estimular o crescimento de células de
mamiferos. Os beneficios do uso de peptonas na cultura de células tém sido muito
bem retratados na literatura durante anos, ja que apresentam nutrientes de baixo
peso molecular, aminoacidos livres e peptideos (BD BIONUTRIENTES MANUAL
TECNICO32 EDI(;AO; JAN, D.C.et al., 1994; HEIDEMANN, R. et al., 1999;
MERTEN,O.W.,1999; PHAM, P.L.et al., 2005;BABCOCK, J.et
al.,2007;SHIRATORI,M., 2007;GIRON-CALLE, J.et al., 2008;MOCHIZUKI, M.et al.,
2009).
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Uma vez que cada tipo celular pode ser cultivado de maneira mais eficiente
de acordo com a peptona utilizada é de suma importancia que se avalie qual
peptona € a mais adequada para o cultivo de um tipo celular especifico (BD
BIONUTRIENTES MANUAL TECNICO32 EDIQAO,GIRON-CALLE, J. etal., 2008).

1.4.1. SELECAO DA PEPTONA

Ha disponiveis no mercado varios tipos de peptonas (de origem animal e
vegetal). Para o melhor crescimento celular € importante avaliar o tipo de peptona a
ser utilizado. A composicdo de cada tipo de peptona pode variar de um fabricante
para outro, sendo assim a selecdo da peptona mais adequada é extremamente
relevante (BD BIONUTRIENTES MANUAL TECNICO3?2 EDICAOQ; PRICE, P. et al.,
2004; GRILLBERGER et al., 2006; BABCOCK, J. et al., 2007).

Os usos de peptonas de origem animal apresentam um bom desempenho
(STOCKINGER, H. et al., 1991; ACUMEDIA, 2006; WILKINS, J. et al., 2009), porém
assim como o uso de SFB, a utilizacdo deste tipo de peptona pode ocasionar
contaminacao por virus. Assim o uso de peptonas de origem vegetal é mais indicado
para manter o cultivo livre de contaminantes de origem animal (PRICE P.J. et al.,,
2000; PRICE, P.J. et al.,2006; MOCHIZUKI, M. et al., 2009).

Se h& a preocupacdo com os niveis de endotoxinas no processo, a triagem
deve ser limitada entre as peptonas ultra-filtradas. Se a linhagem celular utiliza a
expressdo de glutamato sintetase, a peptona de trigo deve ser excluida da lista por
ser rica em glutamina e a mesma € toxica para a célula (BD BIONUTRIENTES
MANUAL TECNICO 32 EDICAO;PRICE, P.J. etal., 2004;GRILLBERGER et.al.,
2006).

1.5. EXEMPLOS DO USO DE PEPTONAS VEGETAIS COMO SUBSTITUTO DO
SFB

A fim de cultivar CT mesenquimais derivadas do sangue do corddo umbilical
em meio isento de soro fetal bovino (SFB) e posteriormente avaliar sua proliferacéo
utilizando o ensaio de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), Lee et al. (2009)

utilizaram peptonas vegetais (trigo, ervilha, soja, batata e fava) na concentragao de
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1% em meio DMEM sem soro. Os resultados revelaram que apenas duas das
peptonas avaliadas (trigo e ervilha) induziram a proliferacdo celular, apresentando
uma taxa de proliferacéo de 20 e 25% respectivamente.

Em 2011, Durrani, A. et al.,utilizaram peptonas vegetais (soja, arroz e trigo)
combinadas a poliamina (cadaverina, putrescina, espermidina, espermina, agmatina
e ornitina, etc.) que podem ser selecionadas de acordo com o crescimento celular do
tipo especifico de célula a ser estudada, para verificar qual das trés peptonas seria a
melhor para cultivar células recombinantes de mamiferos. Durante as analises eles
afirmaram que para o cultivo isento de SFB e a utilizacdo de peptonas vegetais tem
gue se avaliar qual o melhor tipo de peptona vegetal que apresenta niveis de
proliferacdo celular para o tipo especifico celular estudado, jA que diferentes tipos
celulares irdo se combinar melhor a uma peptona vegetal de acordo com os
aminoacidos encontrados em sua composicdo. Os resultados mostraram que para
as células recombinantes de mamiferos avaliadas as peptonas de trigo e arroz
apresentaram maior nivel de proliferacdo seguidas pela peptona de soja.

Jung, E., et al. (2015) investigaram peptonas vegetais como substitutos do
SFB para induzir a producdo de colageno do tipo | em fibroblastos dérmicos. Eles
observaram que as peptonas vegetais promoveram uma proliferacdo celular
significativa e a producdo de colageno do tipo | e esse aumento de proliferacédo e
producdo de colageno se da pela inducéo pelas peptonas vegetais da proteina de
ligacdo B da via de fosforilacdo que pode ser medida pela ativagdo de Raf-ERK p90
ribossomal S6 quinase-CCAAT/ enhancer sinalizagao.

Assim, peptonas vegetais podem ser utilizadas como alternativa ao uso do

SFB para o cultivo e proliferacao celular.

1.6. DEFINICAO E CLASSIFICACAO DAS CELULAS-TRONCO

As células-tronco (CT) sao células indiferenciadas que apresentam a
capacidade de auto renovacdo (células-mées originam células-filhas) e possuem
capacidade de diferenciacdo em diferentes linhagens celulares dependendo do
estimulo que a célula é exposta (MORRISON et al., 1997). As CT apresentam dois
diferentes modelos béasicos de divisdo: deterministico ou estocastico. No primeiro,
apos a divisdao sempre sera gerada uma CT “filha” e uma célula diferenciada. Ja o

segundo, algumas CT geram somente CT “filhas”; outras CT geram apenas células
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diferenciadas e outras geram um outro tipo de CT e uma célula diferenciada (Fig.1)
(CARVALHO, 2001).
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Figl. Modelos basicos de divisdo das células-tronco. Fonte: (CARVALHO, 2001). A -
deterministico, B — estocastico.

Pappa e Anagnou (2009) afirmam que as CT podem ser classificadas de acordo
com o seu potencial de diferenciacdo: - CT totipotentes: presentes no zigoto
possuem capacidade de originar todos os tipos celulares e os tecidos extra-
embrionérios - CT pluripotentes: CT embriondrias possuem capacidade de originar
os tecidos extra-embrionarios; - CT multipotentes: CT adultas possuem a

capacidade de se diferenciar apenas linhagens celulares do tecido de origem.

1.6.1 CELULAS-TRONCO DA POLPA DENTARIA DECIDUA HUMANA (CTPDD)

As CT sédo células ndo especializadas, capazes de tornarem-se células
especializadas, apresentam capacidade de autorrenovacdo e potencial para
diferenciar-se em mdltiplas linhagens celulares (PARKER et al. 2004; KERKIS et al.,
2006). Ou seja, quando uma CT se divide, cada nova célula tem o potencial de
permanecer como CT ou tornar-se outro tipo celular com novas fung¢des, por um
processo chamado de divisdo assimétrica (CAPLAN, 1991; ALHADLAQ e MAO,
2004; BIANCO et al., 2006; KIESSLING et al., 2003; FIONA et al., 2000).

As células-tronco mesenguimais (CTM) sdo um tipo de células-tronco adultas
(CTA) e podem ser isoladas da medula 6ssea (CAPLAN, 1991), tecido adiposo
(AGGARWAL et al., 2005), musculo esquelético (DZIONEK et al., 2000), sindvia
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(OYOSHI et al., 2006), baco, timo (MAUS et al., 2001), pulméo, sangue fetal (VON
WULFFEN et al., 2007), liquido amnidtico (LAI et al., 2010) e polpa dentaria decidua
(GRONTHOS et al., 2000). Vérios estudos tém demonstrado os grandes potenciais
do uso de CTM para engenharia tecidual(BIANCO, ROBEY E SIMMONS, 2008;
PROCKOP et al., 2010). Entre as muitas caracteristicas vantajosas das CTM esta o
fato de estas células poderem ser isoladas a partir de varios tecidos e possuirem
potencial para serem expandidas em cultura e diferenciarem de multilinhagens
(SANTOS et al., 2011).

Vérios tipos de CT tém sido isoladas da denticdo humana que incluem,
Células-Tronco da Polpa Dentaria Humana (CTPD) (GRONTHOS et al.,, 2000),
Células-Tronco do Ligamento Periodontal (SEO et al., 2004), Células-Tronco da
Papila Apical (HUANG et al., 2009), Células Progenitoras do Germe Dental (IKEDA
et al., 2008) e Células-Tronco de Dentes Deciduos Humanos (CTPDD) (do Inglés,
Stem cells from human exfoliated deciduous teeth — SHED) (MIURA et al., 2003).

As CTPDD foram identificadas como sendo uma populacdo de células
autorrenovaveis, altamente proliferativas e capazes de se diferenciar em uma
variedade de tipos de células, incluindo células neuronais, adipdcitos e
odontoblastos (MIURA et al. 2003; TIRINO et al. 2011). Além disso, demonstram
propriedades de CT tipicas as quais incluem clonogenicidade, proliferacdo celular
extensiva e multipoténcia, e se destacam por possuirem mais eficiéncia em
determinadas caracteristicas quando comparadas com CT isoladas de medula
0ssea, como maior potencial imunossupressor (YAMAZA et al., 2010). Estudos mais
aprofundados de uma populacdo mais restrita de CTPD humanas demonstraram
uma rapida expanséao e proliferacéo in vitro e a expressdo de alguns marcadores de
CTM, tais como o0 STRO-1 e CD146 (MIURA et al., 2003).

O fato das CTPDD serem isoladas de dentes deciduos e de alguns trabalhos
mostrarem que estas células expressam Nestin (molécula presente em células da
linhagem neuronal e em células originadas da crista neuronal embrionaria) e Oct-4
(marcador embrionario) acredita-se que as CTPDD possuem a facilidade de
diferenciarem-se para células das linhagens mesenquimal e ectodermal (CHAI et al.,
2000; HUANG et al., 2009; MIURA et al., 2003; YAMAZA et al., 2010). Além disso,
trabalhos tém mostrado a capacidade imunomoduladora das CTPDD
(PIERDOMENICO et al.,, 2005; SILVA, et al., 2014). Essas células também se
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destacam por um fato importante, pois desenvolvem tecidos que podem conter CT
distintas dos tecidos maduros (SONOYAMA et at., 2008; HUANG et al., 2009).

A obtencéo de CT oriundas de dentes torna-se um atrativo para utilizacdo em
terapia celular, por possuirem facil acesso e por ser um tecido que normalmente
seria descartado. A extracdo do tecido da polpa do dente é altamente eficiente, o
local de coleta é facil e as células possuem ampla capacidade de diferenciacao e
interatividade com biomateriais, tornando ideal para reconstrucao de tecidos (YOU-
YOUNG et al., 2007; D'AQUINO et al., 2008). As suas limitagdes estdo no risco de
contaminacdo durante a coleta e a restrita quantidade de células inicialmente
disponivel para terapia (GRONTHOS et al., 2000).

Portanto, as CTPDD s&o interessantes do ponto de vista de sua facil
obtencdo, uma vez que apresentam um procedimento invasivo minimo e é uma
fonte de tecido de facil acesso em comparacdo com outros tecidos humanos, tais
como a medula 6ssea e tecido adiposo (YAMAZA et al., 2010), por conseguinte,
eliminaria os problemas éticos que aumentam no que diz respeito a sua utilizacéo

em medicina regenerativa e engenharia tecidual (PATEL, S.S. 2013).

1.7. LEIS SOBRE O USO DE CELULAS-TRONCO

A manipulacdo do material genético humano é regida pela Constituicdo
Federal de 1988. Assim, o ser humano € protegido, tanto do interesse individual

guanto do interesse da sociedade.

Dentre os paises da América Latina, o Brasil foi o primeiro pais a aderir as
pesquisas com CT de acordo com o artigo 5° da Lei n° 11.105/05, de

Biosseguranca.

A Lei de Biosseguranca impde algumas condi¢des para o uso de CT, como o
congelamento minimo de trés anos, a aquiescéncia dos genitores e a aprovacao do
comité de ética. De certo que ha outros meios para a obtencdo de CT, como a
extracdo do proprio paciente, corddo umbilical ou placenta (CT adultas), que geram
menos debates quanto a sua utilizacdo. Embora tais CT n&o sao totipotentes ou
pluripotentes, sendo que podem produzir apenas alguns tipos de tecidos do corpo

humano e ainda ha o problema da histocompatibilidade.
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A RDC 33/06 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Lei de
Biosseguranca também devem ser aplicadas no funcionamento e regulamentacéo
dos bancos de células e tecidos germinativos. A RDC n°33/2006 reza padrdes
técnicos e de qualidade em todo o processo de obtencdo, transporte,
processamento, armazenamento, liberacdo, distribuicdo, registro e utilizacdo dos
materiais bioldgicos (BRASIL, 2005; BRASIL, 2012).

A Resolucdo da ANVISA 9/2011 objetiva estabelecer os requisitos minimos
para o funcionamento de Centros de Tecnologia de células humanas e seus
derivados para fins de terapia ou pesquisa. Em seu artigo 28, reza:

A utilizacdo de produtos de origem animal deve ser evitada.

81° Se utilizados produtos de origem animal, estes devem possuir certificacédo de
auséncia de agentes infecciosos e contaminantes.

§2° Para fatores de crescimento, devem ser estabelecidas medidas de identidade,
pureza e poténcia para assegurar reprodutibilidade das caracteristicas da cultura
celular.

Assim sendo, a substituicdo do SFB é de total interesse e a busca por reagentes

gue possam ter tais propriedades sdo necessarias.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a proliferagdo, senescéncia e plasticidades das CTPDD cultivadas na
presenca de peptonas vegetais como substitutos do SFB.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar qual das trés peptonas vegetais (ervilha, trigo e soja) obtém a
maior proliferacdo das CTPDD, assim como a manutencdo da
morfologia padrdo das células;

e Avaliar dentre as peptonas vegetais (ervilha, trigo e soja), qual a
melhor concentracdo testada (0,5, 1 e 5%), visando a maior
proliferacdo e manutencdo morfolégica das CTPDD;

e Avaliar através do uso de microscépio fotdbnico a morfologia das
CTPDD quanto ao uso das peptonas vegetais (ervilha, trigo e soja) e
comparando com o SFB;

e Diferenciar as CTPDD para linhagem osteogénica apés o seu cultivo
com a peptona vegetal que apresentar o melhor desempenho
fisiologico dentre as trés peptonas vegetais analisadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 CELULAS-TRONCO ISOLADAS DA POLPA DENTARIA DECIDUA HUMANA
(CTPDD)

3.1.1 ISOLAMENTO

O isolamento das CTPDD foi realizado apds aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisas com Seres Humanos da Universidade Federal de Juiz de Fora
(Parecer. No. 003/2011) e se encontram armazenadas no Biobanco Genética
Humana e Terapia Celular (GENETEC — CONEP 22/2015) do Laboratério de
Genética, Departamento de Biologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.1.2 OBTENCAO DAS PEPTONAS VEGETAIS

Inicialmente, as peptonas de origem vegetal (trigo e ervilha) foram obtidas em
colaboracdo com a Solabia Biotecnoldgica LTDA, na pessoa do Dr. Carlos Eduardo
V. O. Cruz, Diretor Executivo da empresa. A peptona de soja foi cedida pela
colaboracdo com o laboratério de Microbiologia da UFJF pela pessoa do professor

Dr. Claudio Galuppo Diniz.

3.1.3 CULTIVO CELULAR

As CTPDD isoladas foram descongeladas e cultivadas (5,4x 10° células/ml)
em meio a-MEM (Gibco) suplementado com 1% de antibidticos, 1% de aminoéacidos
nao essenciais, 1% de L-glutamina e 10% de SFB em placas de 96 pocos. O cultivo
foi realizado em estufa incubadora (Incubadora modelo REVCO3000 Technologies,
Asheville, USA) a 37° C, 5% de CO, em ar atmosférico e 95% de umidade. As
CTPDD (70% de confluéncia) foram desagregadas enzimaticamente por acdo de

tripsinapor cerca de 3 minutos para se desprenderem do fundo da garrafa. Em
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seguida, a tripsina foi inativada com meio DMEM acrescido de 10% (v/v) SFB, e a
suspensao centrifugada (Spectrafuge 6C, Lab net Internacional Inc.) em tubo falcon
a 252 G por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
1 ml de meio DMEM suplementado. Determinou-se o ndmero celular a partir da
camara de Neubauer. Do volume total ressuspendido diluiu-se um volume de 0.8 pL
(aproximadamente 7,2x10* células) em 200 pL de DMEM. Em duas placas de
cultura de células de 96-pocos, adicionou-se 200 uL de DMEM e 1 pL das células
diluidas por poco, para realizar as analises de 3 e 5 dias. As células foram
incubadas por 24 horas.

Apoés 24 horas, observou-se em microscopio a aderéncia das células a placa.
O meio contendo SFB foi removido dos pocos e acrescido os meios contendo
peptonas vegetais (ervilha, trigo e soja) em diferentes concentracdes (solucdes de
0,5%; 1%; 5% (v/v)) e suplementadas com 1% (v/v) de Penicilina/Estreptomicina,
aminoacidos essenciais e L-glutamina. Como controle interno foi usado SFB na

concentragéo padrao de 10% (v/v).

3.2.VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar o padrdo de proliferacdo das células, foi utilizado o ensaio de
MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Blue, Sigma), usando o protocolo do fabricante.
Foram plagueadas inicialmente (Dia 0) 500 células por po¢co em uma placa de 96-
pocos (CORNING, USA) e as leituras foram realizadas nos dias 3 e 5. O meio de
cultivo foi removido e foi adicionado 90 uL de meio de cultura suplementado com
10uL de MTT. Em seguida, a placa foi mantida no escuro na incubadora a 37°C por
4 horas e, ap0s esse periodo, o0 meio acrescido com MTT foi removido e 100 uL de
alcool isopropilico acido foram adicionados. A placa foi mantida no escuro na
incubadora a 37°C por 1 hora, o sobrenadante foi transferido para uma nova placa e
como controle 100 uL de alcool isopropilico acido foram adicionados. A proliferacédo
foi avaliada em espectrofotbmetro (Thermo Scientific Varioskan Flash, USA) a

absorbancia de 570, 650 e 690nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.3.PLASTICIDADE

As células cultivadas em meios contendo peptonas, de acordo com a
concentragdo ideal observada por tratamento estatistico, foram diferenciadas para
linhagens osteogénicas e coradas com vermelho de alizarina (Sigma), usando
protocolos padrbes e de rotina do laboratério GENETEC. A concentracdo de
depositos de calcio foi avaliada ressuspendendo o corante alizarina com solucao
alcodlica e lendo a concentragdo em espectrofotdmetro (VarioSkan).

3.4 DIFERENCIACAO OSTEOGENICA IN VITRO

Uma densidade inicial de 5x10° células (Passagem P7) foram semeadas (DO)
em placas de 24-pocgos (Corning) e cultivadas por 24 horas com meio de basal de
cultivo celular e incubadas em estufas com 5% CO, e temperatura de 37°C para
aderirem ao fundo da placa. No dia seguinte (D1), o meio basal foi substituido pelo
meio de inducdo osteogénica contendo DMEM-Low Glicose (LGC Biotecnologia),
solucbes del0’ M de dexametasona (Sigma), 50 uM de 2-fosfato &cido ascérbico
(Sigma), 2 mM de B-glicerolfosfato (Sigma) e suplementado com as peptonas de
soja 0,5%, trigo 1% e ervilha 1%, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 2 uM de L-glutamina e 0,01 pM de aminoacidos ndo essenciais.
Durante o experimento foi mantido um grupo controle negativo cultivado em meio
contendo DMEM-Low Glicose, 50 pM 2-fosfato acido ascorbico, 2uM B-
glicerolfosfato e suplementado com 10% (v/v) SFB, 100 U/mL de penicilina, 100
Mg/mL de estreptomicina, 2 uM L-glutamina e 0,01 uM de aminoacidos nao
essenciais. O B-glicerolfosfato foi adicionado somente no dia 10 (D10) do tratamento
e a cultura foi mantida por 21 dias, trocando-se o0 meio a cada trés dias, como
descrito por Zuk et al. (2002).

Apos a diferenciacéo osteogénica (21 dias), a placa de cultura foi submetida a
coloracdo com vermelho de alizarina como sera descrito a seguir, e fotografada com

o auxilio do microscépio de fase invertido (Nikon TS100F).
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3.5COLORACAO DE VERMELHO DE ALIZARINA

As culturas foram fixadas com paraformaldeido a 4% (v/v) por 24 horas e
coradas com a técnica Vermelha de Alizarina, especifica para diferenciacao
osteogénica, que foi realizada como se segue. As placas foram lavadas com agua
destilada e as células foram fixadas com etanol a 70% (v/v) durante 30 minutos.
ApG0s este periodo, as células foram lavadas mais uma vez com agua destilada e as
placas mantidas abertas até secagem total a temperatura ambiente. Depois, as
placas foram preenchidas com uma solu¢do contendo 1% (v/v) de Vermelho de
Alizarina e 1% (v/v) de hidroxido de amonio na proporcdo 10:1, respectivamente, e
mantidas sob agitacdo leve a temperatura ambiente por 45 minutos (FORMA
ORBITAL SHAKER, THERMO, EUA). O excesso de coloragdo foi removido apés
agitacao e as placas foram mantidas abertas até a secagem. Finalmente, 10 campos
aleatérios de visdo de cada linhagem foram fotografados com o auxilio do

microscoépio invertido em fase (NIKON TS100F, Japao).

3.6 QUANTIFICACAO DA MINERALIZACAO APOS COLOCACAO COM
VERMELHO DE ALIZARINA POR ESPECTROFOTOMETRO

Para quantificar os depésitos de célcio impregnados pela coloracdo Vermelho
de Alizarina, em cada poco foi adicionado 250 pyL de uma solugéo de extragao (1%
(v/v) de acido acético e 1% (v/v) de metanol na propor¢édo de 4:1). Posteriormente,
as placas foram levadas para o agitador (FORMA ORBITAL SHAKER, THERMO,
EUA) durante 30 minutos a temperatura ambiente.

O conteudo de cada poco foi transferido para uma nova placa e 200 yL da
solugédo de extracdo foram utilizados como solugdo em branco para calibrar o
espectrofotometro (THERMO SCIENTIFIC VARIOSKAN FLASH, EUA). A

concentracao de calcio foi relacionada com a absorvancia a 495 nm.

3.7 ESTATISTICA

Para avaliacdo da proliferacdo das CTPDD e quantificacdo da mineralizacéo,
todos os dados foram expressos como média = desvio padrdo. Para as variaveis

analisadas, foi utilizado a ANOVA two way; quando a diferenca apresentada era



41

significante, aplicou-se o teste de Tukey. Em todos os célculos foi fixado um nivel
critico de 5% (p<0,05). O software utilizado em todos os testes estatisticos foi o
GraphPadPrism7 (GRAPHPAD SOFTWARE INC.).

4. RESULTADOS

4.1EFEITOS DAS PEPTONAS SOBRE A PROLIFERACAO DE CTPDD

A proliferacdo celular das CTPDD foi avaliada apds substituicdo do SFB e
manutencao das células na presenca de diferentes concentracdes de peptonas por 3
e 5 dias.

Tanto para trigo quanto para soja e ervilha, concentracées maiores que 1%
testadas foram citotdxicas para as células, o que inviabilizou dar continuidade para
estudo na concentracdo de 5%. Assim sendo, as concentracbes de 0,5% e 1%
foram consideradas nesse estudo.

Em relacdo a peptona de Ervilha (Figura 2), paras as concentracfes testadas,
nao houve diferenca estatistica no dia 3, 0 mesmo nao sendo observado no dia 5 de
cultivo celular. Dados estatisticos mostram uma reducdo significativa (p<0,05)
mostrando que na concentracdo de 0,5% as CTPDD proliferaram 33,71% a menos
em relacdo ao controle. Em relacdo a concentracdo de 1% de peptona de ervilha, a
reducéo foi de 37,71% (p<0,05).

A andlise da Peptona de Soja nas mesmas concentracfes estudadas revelou
gue no dia 3 ndo houve diferencas estatisticas (p<0,05) em relacdo ao controle.
Porém, quando as células sdo expostas a cinco dias de cultivo, observa-se diferenca
significativa (p<0,05) somente aquelas suplementadas na concentracédo de 1%, cuja

reducéo de proliferacéo foi de 33,32% (Figura 3).
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Fig.2— Proliferacdo das CTPDD na presenca da peptona de Ervilha como
substituto do soro fetal bovino.
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Fig.3 - Proliferacdo das CTPDD na presenca da peptona de Soja como
substituto do soro fetal bovino.

Para a avaliacdo da peptona de Trigo, evidenciamos por meio de microscopio
invertido que as células apresentavam confluéncia menor que aquelas cultivadas na
presenca do SFB (controle). Houve diferenca significativa (p<0,05) para as duas
concentracOes testadas, sendo que no dia 3 evidenciamos reducao mais acentuada
de 57,07% na proliferacdo de células expostas a concentracdo de peptona de trigo
0,5% e na concentragéo de 1%, a reducéo avaliada foi de 43,64% (Figura 4). No dia

5, observa-se para aquelas células suplementadas com 0,5% uma reducdo de
60,79% e para 1% a reducao de 64,98%.
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Fig.4 - Proliferacdo das CTPDD na presenca da peptona de Trigo como
substituto do soro fetal bovino.

Como apresentada na Figura 5, observamos nas culturas celulares
suplementadas com peptona de Trigo alteracbes morfolégicas de um modo
dependente da concentracdo. Onde as células cultivadas nas concentracdes de
0,5% e 1% mantiveram a morfologia fibroblastéide tipica das CTPDD e as células

cultivadas na concentracdo de 5% mostram uma morfologia diferente da usual,
indicando toxicidade.



Fig.5 - Micrografias das CTPDD no dia 3. (A) Peptona de trigo 0,5%; (B) Peptona de trigo
1%; (C) Peptona de trigo 5%; (D) SFB. Objetiva de 10X.

Na Tabela 2s&o apresentadas as relacdes de eficiéncia de proliferacdo
em relagdo as células cultivadas em meio com SFB (controle). Para a peptona de
Trigo, a eficiéncia de proliferacdo no dia 3 foi maior para a concentracdo de 0,5%
(51,54%) em relacdo a concentracdo de 1% (41,76%). Entretanto, ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) no dia 5 para ambas as concentracdes. Fazendo a
mesma analise para a peptona de Ervilha, observamos que a peptona apresentou as
menores eficiéncias para proliferacdo celular, tanto no dia 3 quanto no dia 5, para
ambas concentracdes avaliadas. O estudo com a peptona de soja revelou uma
eficiéncia proliferativa do dia 3 para a concentracdo de 0,5% (60,45%) e a de 1%
(41,24%). No dia 5 a eficiéncia de proliferacéo foi inferior na concentracédo de 0,5%,

sendo de apenas 5,5%, na concentracao de 1% foi 35,78%.
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Tabela 2 - Relacao de proliferacao celular em relacdo a exposicao de diferentes peptonas
vegetais

Proliferacéovs Proliferacdovs

3 Dias 5Dias

controle (%) controle (%)
Mean SD Mean SD

Controle (FBS) 0,123 0,011 100 0,186 0,226 100
Pep Trigo

0,5% 0,060 0,004 48,46 0,062 0,077 33,33
Pep Trigo 1% 0,072 0,011 58,24 0,062 0,064 33,33
Controle (FBS) 0,064 0,062 100 0,13 0,127 100
Pep Ervilha

0,5% 0,044 0039 987 o087 01 9077
Pep Ervilha 1% 0,051 0,048 79,69 0,079 0,087 60,77
Controle (FBS)  0,15831  0,131744 100 0,109 0,087 100
Pep Soja

0,5% 0,062606 0,061874 39,55 0,103 0,141 94,50

Pep Soja 1% 0,093029 0,070328 58,76 0,07 0,066 64,22

4.2 AVALIACAO DAS PEPTONAS NO CULTIVO DE CELULAS INDUZIDAS
A DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

Para realizar a diferenciacdo osteogénica, foram utilizadas as concentracdes
de 1% para as peptonas de trigo e ervilha, e 0,5% para a peptona de soja.

Foi observado nos experimentos envolvendo a peptona de Ervilha que o
cultivo de células foi drasticamente reduzido a ponto de ndo haver células aderentes
a placa em 21 dias de cultivo. Dessa forma o experimento foi descartado.

As peptonas de trigo e soja mostraram resultados positivos quanto a
diferenciacdo se comparadas com o controle. Em relagdo ao controle, a peptona de
trigo se mostrou mais eficiente para a diferenciacdo de CTPDD sendo registrado
depdsitos de calcio 12,33% maior (Fig.6) enquanto que a Soja € evidenciado uma
mineralizacao de 87,26%.

Os resultados da diferenciacdo também podem ser observados na Figura 7,
sendo representado em coloragcdo marrom areas referentes a mineralizacdo das
células induzidas a formacdo de osteoblastos. Os resultados da diferenciacéo

mostraram que a peptona de trigo foi a que mais se aproximou do controle.
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Fig 7. Micrografias das CTPDD na diferenciacdo osteogénica. A- Peptona de soja; B- Peptona
de trigo; C- Soro Fetal Bovino (Controle).
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4.3 AMINOGRAMA

Na Figura 8¢ mostrado o aminograma das trés peptonas analisadas, observamos
gue a peptona de trigo, que se mostrou dentre as trés a mais eficiente se comparada
ao controle, apresenta o maior nivel de acido glutamico e prolina.

As células em proliferacdo metabolizam glutamina em mudultiplas vias para a
bioenergética e biossintese (AGUIA ET AL., 1956 E KOVACEVIC E MCGIVAN,
1983 ). As células podem oxidar parcialmente glutamina de uma forma analoga a
oxidacdo parcial de glicose durante a glicolise aerdébica ( REITZER ET AL.,
1979). Esta via ( "glutaminolysis™) contribui para a producdo celular de NADH e
lactato. Ao contrario da glicélise aerébia, no entanto, a glutamindlise usa varias
etapas do ciclo TCA, levando ao reconhecimento geral do fato de que a glutamina é
uma fonte de energia para as células em proliferacdo. Sendo assim, a peptona de
trigo pode ter sido a mais eficiente para o cultivo e diferenciacdo das CTPDD pela

alta concentragéo de &cido glutamico.
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Fig.8- Aminograma referente a composi¢do das peptonas vegetais estudadas.

5. DISCUSSAO

Agéncias de vigilancia sanitaria de muitos paises impdem a necessidade de
substituicdo do SFB nos cultivos celulares humanos em funcao da possibilidade de

cruzamento de patdgenos entre as espécies. Existe hoje no mercado soro de origem
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bovina, mas altamente controlado em termo de composicdo e em termos
microbiolégicos, tal como o Soro Hyclone® (USA), que além do elevado custo, tem
independente do lote sua composi¢cdo quimica bem definida.

Um esforco crescente tem sido feito por pesquisadores visando achar um
substituto do SFB e, até o presente momento, o soro de origem bovina ainda
continua sendo o padrdo ouro em termos de eficiéncia em proliferacédo celular.

A Resolucao da ANVISA 9/2011 reza em seu artigo 28, citado na introducéao,
que produtos de origem animal devem ser evitados em cultura de células e se
utilizados, devem seguir critérios rigorosos a fim de evitar possiveis contaminacdes.
Deste modo, sobre a substituicdo de componentes de origem animal, as peptonas
de origem vegetal se tornam interessantes. Neste trabalho pudemos testar de forma
inédita o uso das peptonas de soja, trigo e ervilha no cultivo de CTPDD.
Observamos que a eficiéncia de proliferacao celular por cultivos de trés e cinco dias
em concentracdes de 0,5% e 1% variavam entre si, sendo que a peptona de ervilha
€ descrita na literatura como sendo a mais eficiente pra CT do sangue do cordao
umbilical. Nas CTPDD a substituicdo do SFB pela peptona de ervilha foi a menos
eficiente quando comparadas as peptonas de soja e trigo. A diferenciacdo
osteogénica em meio a presenca de peptona de ervilha resultou em morte celular ao
longo do cultivo e no final de 21 dias de diferenciagdo, nenhuma célula foi observada
aderente as placas de cultivo.

Os estudos com as peptonas de soja e trigo foram continuados e observamos no
dia 3 que na concentracdo de 0,5% para ambas as peptonas, a proliferacao foi
superior a 50% quando compradas ao controle, porém no dia 5 somente a peptona
de trigo foi melhor em termos de eficiéncia. Para a concentracdo de 1%, as
proliferagcdes no dia 3 para ambas as peptonas foram muito parecidas, sendo a
eficiéncia quase o dobro para o trigo no 5° dia de cultivo em relacéo a soja.

A diferenciacéo osteogénica usando as concentracdes de 0,5% para a peptona
de soja e 1% para a peptona de trigo foram realizadas e os depdésitos de calcio
guantificados. Observamos que a peptona de trigo apresentou muito mais areas
mineralizadas, sendo até mesmo superior ao controle, o qual foi somente
suplementado com SFB. Esses dados corroboram com outros da literatura no
sentido que cada tipo celular tem que ser testado determinando assim a eficiéncia

das peptonas de origem vegetal.
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A analise do aminograma das trés peptonas revelou que a peptona de Trigo
apresenta em maiores quantidades Acido Glutamico e Prolina. A glutamina tem sua
fonte priméaria no musculo esquelético, de onde é liberada na corrente sanguinea e
transportada para muitos tecidos, sendo o aminoacido livre mais abundante no
organismo (YOUNG E AJAMI, 2001; NEWSHOLME ET AL., 2003A). A glutamina
desempenha um papel essencial, promovendo e mantendo a funcdo de varios
orgaos e células, tais como o rim (CONJARD ET AL., 2002), neutrdfilos (PITHON-
CURI ET AL., 2003), intestino (RAMOS LIMA ET AL., 2002) e coragdo (KHOGALI
ET AL., 2002).

A concentracao intracelular de glutamina varia entre 2 e 20 mM dependendo do
tipo de célula, enquanto que a sua concentracdo extracelular € em média de 0,7 mM
(NEWSHOLME ET AL., 2003B). A captacdo de glutamina é caracterizada por
células que se dividem rapidamente, tais como enterdcitos, fibroblastos e linfécitos
(WIREN ET AL., 1998). A glutamina € um importante precursor de peptideos e
proteinas, purinas e pirimidinas, participando assim na sintese de nucleotideos e
acidos nucléicos (SZONDY E NEWSHOLME, 1989).

Rhoads et al. (1997) mostraram que a glutamina ativa ERKs e JNKs (quinases
reguladas por sinal extracelular e jun kinase, respectivamente), proteinas envolvidas
em vias de transducdo de sinal estimuladas por fatores de crescimento em células
IEC-6 e IPEC-J2 (linhagem de células epiteliais de intestino de porco) resultando
num aumento da transcricdo do gene dependente de AP-1 e dos niveis de mRNA de
c-Jun. AP-1 e c-Jun sdo fatores de transcricdo que regulam a expressao de genes
envolvidos na divisdo celular. A glutamina tem sido, portanto, postulada para
potenciar os efeitos dos fatores de crescimento sobre a proliferacdo e reparacao
celular. A glutamina pode estimular a expresséo de adenilosuccinato sintase (ADSS-
1), que pode regular a proliferacdo celular através da ativacdo da proteina quinase A
e mTOR em cardiomidcitos neonatais de ratos (XIA et al., 2003).

A L-prolina € um aminoacido ndo-essencial exdgeno e induz uma transicao entre
CTE de camundongos para CTM (COMES S. ET al., 2013). Este processo
totalmente reversivel se assemelha a transicdo epitelial-a-mesenquimal, que é
essencial para o desenvolvimento normal e contribui para a progressdao do
cancer. D'Aniello, C. et al. (2015)mostraram que CTE cultivadas na falta de L-prolina

tem a sua proliferacdo limitada e pode levar a morte celular. Estudo anteriores
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mostraram que apenas a privacao da L -prolina entre todos os NEAAs limita a
formacao de colbnias de células in vitro (WANG J. ET AL., 2009).

Assim, nota-se grande relagcdo entre o acido glutdmico e a prolina na
proliferacdo celular e pode-se estabelecer uma relagdo entre a peptona de trigo ter
apresentado uma maior eficiéncia do que as demais peptonas analisadas.

Novos estudos devem ser realizados para avaliar o papel das peptonas como
substitutos do SFB, avaliando se as peptonas afetam caracteristicas
imunofenotipicas, como a expressado de genes marcadores de CT. Para o cultivo das
CTPDD, o presente estudo sugere que as peptonas possam ser usadas como
substitutos do SFB, porém € sugerida a suplementacdo de algumas citocinas

visando melhorar a eficiéncia da proliferacao celular.
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