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RESUMO 

 

 

O glutamato, aminoácido não-essencial, é um neurotransmissor excitatório do sistema 
nervoso central (SNC), sendo liberado durante o impulso nervoso. Em situações de 
patologia cerebral, o acúmulo de glutamato ocorre no espaço extracelular, causando 
dano neuronal e, eventualmente, apoptose. Muitos trabalhos relataram que a 
citotoxicidade do glutamato está associada a várias doenças neurológicas. Neste 
contexto, o acetato, um ácido graxo de cadeia curta, pode beneficiar o SNC de forma 
energética e estrutural. A acetil-coenzima A, forma metabolicamente ativa de acetato, 
é utilizada como substrato em vias bioquímicas envolvidas no metabolismo de 
carboidratos, lipídios e proteínas, além de aumentar a acetilação das histonas, 
alterando a expressão de genes inflamatórios. A linhagem celular de neuroblastoma 
humano SH-SY5Y é comumente usada em estudos relacionados a doenças 
neurodegenerativas, com uma capacidade de expansão em larga escala antes da 
diferenciação, enquanto que a linhagem de células-tronco de polpa de dente de leite 
decíduo esfoliado (SHED) é comumente utilizada em modelos de estudo do 
comportamento celular. O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos do acetato 
mediante a citotoxicidade causada pelo glutamato em células SH-SY5Y e SHED. 
Células SH-SY5Y e SHED foram cultivadas, respectivamente, em meio DMEM/F12 
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 1% (v/v) de penicilina-
estreptomicina, e meio alfa-MEM, suplementado com 10% (v/v) de SFB, 1% (v/v), 1% 
(v/v) de penicilina-estreptomicina, 0,01 mM de aminoácidos não essenciais e 2 mM L-
glutamina. A viabilidade celular em diferentes concentrações de acetato (5 a 75 mM) 
e glutamato (25 a 150mM) foi medida pelo ensaio MTT. A diferenciação foi realizada 
em SH-SY5Y pela suplementação do meio com 10 μM de ácido retinóico (AR) e 
redução de SFB para 1% (v/v) durante 4, 7 e 10 dias em cultura, e em SHED pela 
substituição do meio de cultivo por DMEM Low-Glicose, suplementado com 10% (v/v) 
de SFB, 1% (v/v) de penicilina-estreptomicina, 10-7 M de dexametasona, 50 μM de 2-
fosfato ácido ascórbico e 2 mM de β-glicerolfosfato, a fim de verificar como essas 
células respondem à mistura de acetato/glutamato. A análise estatística foi realizada 
teste ANOVA de uma ou duas vias, bem como pelo teste de Kruskal-Wallis, quando 
apropriado, com p < 0,05 considerado estatisticamente significativo. Após 7 dias de 
incubação, as concentrações de 5 e 25 mM de acetato apresentaram menor influência 
sobre a viabilidade de células SH-SY5Y e SHED, enquanto que o IC50% de glutamato 
ficou em torno de 75mM e 50mM para estas linhagens, respectivamente. Ao submeter 
as células ao tratamento combinado de acetato e glutamato, observou-se que o 
acetato não exerceu citoproteção mediante exposição celular ao glutamato. Após 
análise qualitativa da diferenciação osteogênica em SHEDs, foi observado maior 
mineralização nas células tratadas com AR e acetato, em comparação com as células 
controle. Estudos subsequentes, que permitam identificar como tais células 
respondem ao acetato em nível molecular, considerando a expressão de ciclinas, 
compactação da cromatina e a presença de marcadores bioquímicos característicos 
durante a diferenciação de cada linhagem, por exemplo, poderão fornecer um 
entendimento mais completo de como esse composto atua na dinâmica metabólica e 
bioenergética celular. 
 
Palavras-chave: Acetato. Glutamato. Citotoxicidade. Células SH-SY5Y. Células SHED 
  



 
 

ABSTRACT 

 

 

Glutamate, a non-essential amino acid, is an excitatory neurotransmitter of the central 

nervous system (CNS), being released during the nerve impulse. In situations of 

cerebral pathology, the accumulation of glutamate occurs in the extracellular space, 

causing neuronal damage and, eventually, apoptosis. Many studies have reported that 

glutamate cytotoxicity is associated with various neurological diseases. In this context, 

acetate, a short chain fatty acid, can benefit the CNS energetically and structurally. 

Acetyl-coenzyme A, a metabolically active form of acetate, is used as a substrate in 

biochemical pathways involved in the metabolism of carbohydrates, lipids and proteins, 

in addition to increasing the acetylation of histones, altering the expression of 

inflammatory genes. The SH-SY5Y human neuroblastoma cell line is commonly used 

in studies related to neurodegenerative diseases, with a large scale expansion 

capacity prior to differentiation, whereas the stem cell line of exfoliated deciduous teeth 

(SHED) is commonly used in models of cellular behavior. The objective of this research 

was evaluate the effects of acetate by glutamate-induced cytotoxicity on SH-SY5Y and 

SHED cells. SH-SY5Y and SHED cells were cultured respectively in DMEM / F12 

medium supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) and 1% (v/v) penicillin-

streptomycin, and alpha-MEM medium, supplemented with 10% (v/v) FBS, 1% (v/v), 

1% (v/v) penicillin-streptomycin, 0.01 mM non-essential amino acids and 2 mM L-

glutamine. Cell viability at different concentrations of acetate (5 to 75 mM) and 

glutamate (25 to 150 mM) was measured by the MTT assay. Differentiation was 

performed on SH-SY5Y by supplementing the medium with 10 μM retinoic acid (RA) 

and reducing FBS to 1% (v/v) for 4, 7 and 10 days in culture, and in SHED by replacing 

the culture medium with DMEM Low-Glucose, supplemented with 10% (v/v) FBS, 1% 

(v/v) penicillin-streptomycin, 10-7 M dexamethasone, 50 μM ascorbic acid 2-phosphate 

and 2 mM β- Glycerol phosphate in order to verify how these cells respond to the 

acetate/glutamate mixture. Statistical analysis was performed one-way or two-way 

ANOVA, as well as Kruskal-Wallis test, when appropriate, with p < 0.05 considered 

statistically significant. After 7 days of incubation, concentrations of 5 and 25 mM 

acetate had less influence on the viability of SH-SY5Y and SHED cells, whereas the 

IC50% of glutamate was around 75mM and 50mM for these lines, respectively. By 

subjecting the cells to the combined treatment of acetate and glutamate, it was 

observed that acetate did not exert cytoprotection through cellular exposure to 

glutamate. After qualitative analysis of the osteogenic differentiation in SHEDs, greater 

mineralization was observed in the cells treated with RA and acetate, in comparison 

with the control cells. Subsequent studies to identify how these cells respond to acetate 

at the molecular level, considering the expression of cyclins, chromatin compaction, 

and the presence of characteristic biochemical markers during differentiation of each 

lineage, for example, may provide a more complete understanding of how this 

component acts on the metabolic dynamics and cellular bioenergetics. 

Keywords: Acetate. Glutamate. Cytotoxicity. SH-SY5Y Cells. SHED Cells.  
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

1.1  CULTIVO CELULAR 

 

 

A cultura de células é uma das principais técnicas nas ciências da vida, 

sendo o termo geral utilizado para a remoção de células, tecidos ou órgãos de um 

animal ou planta e a sua subsequente manutenção em um ambiente artificial propício 

para a sua sobrevivência e/ou proliferação (ARORA, 2013). Para que se possa cultivar 

células in vitro, é necessário propiciar às mesmas um ambiente que mimetize as 

condições encontradas in vivo. Os meios de cultivo devem garantir, portanto, 

condições adequadas de pH e osmolaridade, bem como prover as células de 

substâncias que as mesmas não podem produzir (MORAES et al., 2008). A cultura de 

células apresenta uma série de vantagens com relação ao uso de espécimes vivos e 

o cultivo in vivo, dentre elas podemos citar: 1) possibilidade de estudar fenômenos 

inacessíveis em tecidos intactos; 2) controle das condições ambientais (pH, 

temperatura, concentração de O2 e CO2); 3) obtenção de células com boa 

homogeneidade e bem caracterizadas; 4) economia de reagentes e tempo 

(FRESHNEY, 2010). 

Os primeiros estudos datam do início do século XX (CARREL e 

BURROWS, 1911; CARREL e INGEBRIGTSEN, 1912; FOOT, 1913; EBELING, 

1914), onde pesquisadores utilizaram fluidos biológicos como plasma, linfa e soro, 

para manter em cultivo pedaços de tecidos de origem animal. O cultivo de células 

animais só começou a se desenvolver com sucesso na década de 1950, quando H. 

Eagle conseguiu definir os nutrientes necessários para o crescimento celular (EAGLE, 

1955; EAGLE et al., 1956; OYAMA e EAGLE, 1956; PIEZ et al., 1960). Eagle 

identificou o papel de metabólitos específicos para o crescimento de linhagens de 

fibroblasto murino e carcinoma uterino humano (HeLa), definindo assim um meio 

mínimo essencial para o crescimento celular destas linhagens, conhecido como Meio 

Mínimo Essencial de Eagle (MEM). Basicamente, um meio completo para o cultivo de 

células animais inclui o meio mínimo mais suplementos que são compostos por água, 

sais minerais, aminoácidos, vitaminas, glicose, suplementos orgânicos (proteínas, 

peptídeos, piruvato e lipídios), soro fetal de cavalo, bovino ou humano (onde estão 
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contidos fatores de crescimento) e antibióticos (para prevenir as contaminações 

microbianas)(VAN DER VALK et al., 2010). As células devem ser isoladas e mantidas 

assepticamente em condições bastante estritas de temperatura (35º a 37ºC), pH, 

concentração de CO2 e umidade (FRESHNEY, 2010). 

Baseando-se no meio de Eagle, vários pesquisadores propuseram 

modificações e inclusões de novos nutrientes para o cultivo de outras linhagens 

celulares. Por exemplo, o meio DMEM é uma modificação feita por Dulbecco que 

introduz no meio MEM de Eagle o dobro da concentração de aminoácidos e quatro 

vezes a quantidade de vitaminas, bem como nitrato férrico, piruvato de sódio, e alguns 

aminoácidos complementares (DULBECCO e FREEMAN, 1959). Há também o RPMI-

1640, um meio de finalidade geral com uma ampla gama de aplicações para as células 

de mamíferos, em especial células hematopoiéticas. Ele foi desenvolvido no Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) em Buffalo, Nova Iorque, sendo desenvolvido para a 

cultura de longo prazo de linfócitos de sangue periférico (ARORA, 2013). Outro 

amplamente utilizado é o DMEM/F12: uma combinação 1:1 de DMEM e Ham F-12, 

uma mistura de nutrientes que possui altos níveis de aminoácidos e vitaminas, sendo 

um meio extremamente rico e complexo. Ele suporta o crescimento de uma ampla 

gama de tipos de células, tanto no soro quanto nas formulações livres de soro (HAM, 

1965; BARNES e SATO, 1980; JAYME, WATANABE e SHIMADA, 1997). 

Os meios básicos para cultivo celular são constituídos por substâncias que 

isoladamente não conseguem proporcionar um bom crescimento celular. Portanto, 

torna-se necessário uma suplementação com aditivos complexos (FRESHNEY, 

2010). 

 

 

1.2 GLUTAMINA, GLUTAMATO E NEUROTOXICIDADE 

 

 

Quando se considera a suplementação, os aminoácidos são componentes 

obrigatórios de todos os meios de cultura de células, haja vista serem o ponto de 

partida para a síntese de proteínas (FRESHNEY, 2010). Eles são necessários para a 

proliferação das células e a sua concentração determina a densidade celular máxima 

alcançável. A L-glutamina, um aminoácido não-essencial, é particularmente 
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importante, pois fornece nitrogênio para NAD e nucleotídeos, servindo como uma 

fonte de energia secundária para o metabolismo (LANE, PAX e BENNETT, 1987). 

A glutamina é um aminoácido instável que, com o tempo, converte-se em 

uma forma que não pode ser utilizada pelas células (PASIEKA e MORGAN, 1959). 

Sua degradação resulta no acúmulo de amônia, a qual pode ter efeito deletério sobre 

algumas linhagens celulares. Duas enzimas são responsáveis pela síntese de 

glutamina a partir do glutamato ou, inversamente, sua degradação em glutamato: a 

glutamina sintetase e a glutaminase, respectivamente (ROWBOTTOM, KEAST e 

MORTON, 1996; NEWSHOLME, PROCOPIO, et al., 2003), conforme esquema 

abaixo: 

 

 

Glutamato + NH4
+ + ATP  Glutamina + ADP + Pi + H+ 

 

Glutamina + H2O   Glutamato+ NH4
+ 

 

Mediante a conversão de glutamato em glutamina e da utilização da amônia 

como fonte de nitrogênio, havendo consumo de trifosfato de adenosina (ATP), a 

glutamina sintetase é a enzima-chave para a síntese da glutamina e para a regulação 

do metabolismo celular do nitrogênio (NEWSHOLME, LIMA, et al., 2003). Trata-se de 

uma aminotransferase amplamente distribuída entre os organismos vivos, sendo sua 

atividade fundamental para a manutenção da vida de microrganismos e de animais 

(HISCOCK e PEDERSEN, 2002). Os fatores que regulam a atividade da glutamina 

sintetase são diversos, tais como glicocorticoides (SANTOS, CAPERUTO e COSTA 

ROSA, 2007), hormônios tireoidianos (HISCOCK e PEDERSEN, 2002), hormônio do 

crescimento e insulina (ARDAWI, 1990), resultando em inúmeras funções no 

organismo (LABOW, SOUBA e ABCOUWER, 2001). No cérebro, é utilizada como um 

importante agente na redução da concentração de amônia, com consequente 

desintoxicação e síntese de glutamina para nova síntese de glutamato 

(ROWBOTTOM, KEAST e MORTON, 1996). No pulmão e no músculo esquelético, é 

responsável pela manutenção da concentração de glutamina plasmática, sendo 

essencial em situações patológicas ou de estresse (PINEL et al., 2006). Nos rins, a 

glutamina sintetase é imprescindível para o controle do metabolismo do nitrogênio e 

manutenção do pH no organismo (LABOW, SOUBA e ABCOUWER, 2001). 

Glutamina sintetase 

Glutaminase 
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A glutaminase é a enzima que catalisa a hidrólise de glutamina em 

glutamato e íon amônio. Ela está envolvida em diversos processos metabólicos e pode 

ser encontrada em bactérias, plantas e animais (Figura 1) (RENNIE et al., 2001). Em 

mamíferos, tal enzima pode ser encontrada sob duas isoformas, uma (menos 

abundante) no fígado e outra nos demais tecidos, tais como rins, cérebro, leucócitos 

e trato gastrintestinal. Contudo, a sua forma mais ativa apresenta-se principalmente 

nas mitocôndrias (LABOW, SOUBA e ABCOUWER, 2001). Por meio do glutamato, 

pode ocorrer a síntese de outros aminoácidos e de antioxidantes como a glutationa 

(GSH), principal antioxidante celular não-enzimático (LU, 2013). 

 

 

Figura 1: Visão geral do metabolismo de glutamina e glutamato em células de mamíferos. O glutamato 
é produzido a partir da glutamina através da actividade da glutaminase. Ele pode então ser convertido 
em ácido gama-amino-butírico (GABA), ornitina, 2-oxoglutarato, glicose ou glutationa. Fonte: 
(NEWSHOLME, LIMA, et al., 2003) 

 

O glutamato é um neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central 

(SNC), o mais comum em mamíferos (MELDRUM, 2000), sendo armazenado em 
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vesículas nas sinapses. O impulso nervoso causa a liberação de glutamato pelo 

neurônio pré-sináptico, o qual, por sua vez, causa a ativação de receptores N-metil D-

Aspartato (NMDA) em terminais pós-sinápticos, ocasionando o influxo de cálcio 

nestas células. As membranas de astrócitos, bem como de neurônios, possuem 

transportadores de glutamato que retiram rapidamente este aminoácido do espaço 

extracelular (DANYSZ e PARSONS, 2012; HOLMSETH et al., 2012). 

O cálcio é um íon fundamental para as funções fisiológicas dos neurônios, 

porém em grandes quantidades causa lesão e morte celular (SZYDLOWSKA e 

TYMIANSKI, 2010). Em situações de patologia cerebral (danos ou doenças), os 

transportadores podem funcionar de forma reversa e causar a acumulação e 

concentrações excessivas de glutamato no espaço extracelular. Esta reversão 

provoca a entrada e acúmulo de íons cálcio (Ca2+) nas células, através de receptores 

NMDA, levando a danos neuronais e eventualmente morte celular (apoptose) 

(SATTLER e TYMIANSKI, 2001). Este processo é citotóxico e pode ser letal para os 

neurônios (Figura 2). Tal toxicidade pode ser causada por: 1) alterações mitocondriais 

decorrentes de um influxo excessivo e descontrolado de Ca2+ na célula, ultrapassando 

a sua capacidade de estocagem, com a subsequente apoptose; 2) amplificação ou 

superexpressão de fatores de transcrição de genes pró-apoptóticos ou 3) repressão 

de fatores de transcrição de genes anti-apoptóticos mediada pelo glutamato e pelo 

Ca2+ (SATTLER e TYMIANSKI, 2001; ARUNDINE e TYMIANSKI, 2003; CHEN, GUO 

e KONG, 2012). 
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Figura 2: Toxicidade ocasionada por glutamato. (A) Em uma sinapse de funcionamento normal, o 
glutamato liberado dos terminais pré-sinápticos ativa os receptores NMDA e AMPA, resultando em um 
influxo de íons Na e Ca no elemento pós-sináptico, despolarização do neurônio e, finalmente, um 
potencial de ação. (B) A toxicidade pode ser induzida por uma elevação da concentração sináptica de 
glutamato. Isso pode ser causado por um aumento do glutamato liberado e/ou uma diminuição de sua 
captação. A estimulação excessiva dos receptores de glutamato resultante deste aumento na 
concentração resulta em maior concentração intracelular de íons Ca+, causando morte neuronal. Fonte: 
(FORAN e TROTTI, 2009). 

 

A citotoxicidade devida à acumulação de glutamato está associada a 

doenças neurológicas e neurodegenerativas, tais como a doença de Huntington, 

doença de Alzheimer, esclerose múltipla, esclerose lateral amiotrófica, doença de 

Parkinson e derrame cerebral ou lesão cerebral traumática (HYND, SCOTT e DODD, 

2004; KOSTIC, ZIVKOVIC e STOJANOVIC, 2013), tendo em vista que induz a danos 

tais como disfunção de memória, produção de radicais livres, disfunção mitocondrial 

e morte celular. Os principais receptores envolvidos neste processo são os do tipo 

NMDA, porém os receptores AMPA/Cainato também são ativados, causando o influxo 

de Ca2+, Na+, Cl- e H2O através do gradiente osmótico, causando edema, lise celular 

e, consequentemente, maior liberação de glutamato (STOCCA e VICINI, 1998; CHEN, 

MUHLHAUSER e YANG, 2003; PAPOUIN et al., 2012). A ativação de receptores de 

NMDA é dependente da ligação de um agonista (glutamato ou aspartato) e também 

da ligação de um coagonista (glicina ou D-serina) (Figura 3). A liberação exacerbada 

de glutamato, por sua vez, gera a morte por citotoxicidade de outras células dando 

sequência a um ciclo de degeneração no tecido (LAUBE et al., 1997; SZYDLOWSKA 

e TYMIANSKI, 2010). 

 

 

Figura 3: Descrição estilizada de um NMDAR ativado. O glutamato e a glicina estão em seus 
respectivos locais de ligação. Os NMDAR requerem a ligação de duas moléculas de glutamato ou 
aspartato e duas de glicina. Adaptado de: (LAUBE et al., 1997 - modificado pelo autor). 
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1.3 BIOENERGÉTICA DO ACETATO E NEUROPROTEÇÃO 

 

 

Neste contexto, o acetato, ácido graxo de cadeia curta, pode beneficiar o 

SNC energeticamente e estruturalmente. Basicamente, devido à participação de 

acetil-coenzima A (Acetil-CoA), forma metabolicamente ativa do acetato, em vias 

bioquímicas envolvidas no metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas. 

De acordo com a Norma Geral Codex para Aditivos Alimentares (NGAA), 

as principais fontes nutricionais de acetato são alimentos como queijos e outros 

produtos lácteos, carnes processadas, pão, etanol e carboidratos indigeríveis. Além 

disso, o acetato pode ser liberado a partir de compostos acetilados no organismo 

(Figura 4) (SCHUG, VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 2016). 

 

 

Figura 4: Fontes e locais de produção de acetato no corpo humano. Fonte: (SCHUG, VANDE VOORDE 
e GOTTLIEB, 2016). 

 

O acetato é produzido pela maioria das espécies de bactérias intestinais 

através da fermentação do piruvato via acetil-CoA. Além disso, as bactérias 

acetogênicas podem produzir acetato a partir de CO2 e H2 através da via redutora de 

Wood-Ljungdahl (Figura 5) (SCHUCHMANN e MULLER, 2014; SCHUG, VANDE 

VOORDE e GOTTLIEB, 2016). Tais microrganismos podem produzir três moléculas 

de acetato a partir de uma molécula de glicose ou frutose (REY et al., 2010; 
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SCHUCHMANN e MULLER, 2014). O acetato é utilizado localmente no intestino, e o 

restante entra no fígado através do sistema venoso porta-hepático. De lá, O acetato 

remanescente é liberado na corrente sanguínea, onde é consumido e oxidado pelos 

tecidos periféricos. 

Após a captação celular, existem duas enzimas capazes de utilizar o 

acetato como substrato: a acetil-CoA sintetase 1, localizada na mitocôndria (ACSS1), 

e a ACSS2, localizadas na matriz mitocondrial (LUONG et al., 2000; FUJINO et al., 

2001). As acetil-CoA-sintetases, por definição, catalisam a ligação dependente de 

ATP do acetato à CoA para a produção de acetil-CoA, que é um metabolito central 

entre a glicólise e o ciclo de Krebs, além de um substrato importante para várias outras 

reações bioquímicas e vias, tais como a da síntese de esteróis, hexosaminas e 

cetonas (Figura 5) (SCHUG, VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 2016). 

A incorporação de acetato em ácidos graxos envolve três passos 

enzimáticos: ligação de acetato com CoA para produzir acetil-CoA por ACSS2, 

carboxilação de acetil-CoA por acetil-CoA carboxilase α (ACCα, também conhecida 

como ACC1) e a condensação de acetil-CoA e/ou malonil-CoA pela sintase de ácidos 

graxos (FAS) (Figura 6) (KIMURA, FUKUDA e IRITANI, 2005). Por outro lado, A 

oxidação de acetato no ciclo de Krebs proporciona equivalentes redutores para a 

produção de energia por fosforilação oxidativa. 

Ao todo, esses destinos metabólicos de acetato indicam que quando a 

oxidação mitocondrial da glicose é comprometida (sob condições de hipoxia ou baixa 

glicose) ou a disponibilidade de lipídios exógenos é limitada, o acetato pode ser 

utilizado para gerar acetil-CoA, produzindo energia através do ciclo  Krebs e/ou 

gerando biomassa. 
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Figurra 5: Produção de acetato pelas bactérias intestinais. Adaptado de: (SCHUG, VANDE VOORDE 
e GOTTLIEB, 2016 - modificado pelo autor). 

 

  

 

 

Figura 6: Via da síntese de ácidos graxos. ACC: acetil-CoA carboxilase; ACL: ATP citrato liase; FAS: 
sintase de ácidos graxos; MCD: malonil-CoA descarboxilase. Fonte: (LOPEZ et al., 2005). 
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A versatilidade da acetil-CoA derivada de acetato estende-se para além de 

ser um substrato bioenergético e um precursor lipogênico, incluindo também a 

acetilação de proteínas e metabolitos. Estudos mostraram que o tratamento com 

acetato, em modelos murinos de neuroinflamação induzida por Lipopolissacarídeo 

(LPS), foi capaz de inibir a atividade de histonas deacetilases (HDACs), enzimas que 

catalisam a remoção de grupos acetil de histonas, influenciando diretamente na 

expressão gênica (SOLIMAN e ROSENBERGER, 2011; BRISSETTE et al., 2012; 

SOLIMAN, PUIG, et al., 2012; SOLIMAN, SMITH, et al., 2012). Nestes, o tratamento 

ocasionou aumento da acetilação de histonas, com aumento da atividade de histonas 

acetiltransferases (HATs). Ocorreu ainda redução da expressão de IL-1β, citocina pró-

inflamatória, sugerindo que o tratamento resultou em redução da neuroinflamação 

(SOLIMAN, SMITH, et al., 2012). Pesquisas que avaliaram o efeito do acetato em 

modelo de neuroborreliose em ratos encontraram efeitos semelhantes, com redução 

da ativação de microglia e da expressão cerebral de IL-1β (BRISSETTE et al., 2012). 

O acetato foi também testado em culturas de microglia estimuladas com LPS. O 

tratamento reverteu a hipoacetilação de histona (H3K9) induzida pelo LPS e reduziu 

a expressão proteica de IL-6, IL-1β e TNF-α (SOLIMAN, PUIG, et al., 2012). 

Contudo, a extensão até a qual a disponibilidade de acetato pode 

influenciar marcas epigenéticas específicas e níveis globais de acetilação precisa ser 

determinada. O acetato pode se tornar uma fonte substancial de acetil-CoA celular 

quando outras fontes de carbono (por exemplo, glicose e glutamina) são limitadas, e 

a utilização de acetato dependerá da sua disponibilidade, eficiência de absorção e 

expressão de enzimas capturadoras de acetato (Exemplo, ACSS1 e ACSS2) 

(SCHUG, VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 2016). 

Foi demonstrado que a suplementação alimentar com acetato aumenta sua 

concentração em 17 vezes e de acetil-CoA em 2,2 vezes no cérebro de camundongos 

(MATHEW et al., 2005). O acetato atravessa a barreira hemato-encefálica 

(DEELCHAND et al., 2009) e é assimilado preferencialmente por astrócitos, antes da 

ativação de acetil-CoA pela acetil-CoA sintetase (WANIEWSKI e MARTIN, 1998; 

HALLOWS, LEE e DENU, 2006). 

O acetato pode aumentar os níveis de acetil-CoA e abastecer duas 

reservas energéticas no SNC. Especula-se que a energia gerada como resultado do 

metabolismo mitocondrial de acetil-CoA seja armazenada na forma de fosfocreatinina 

(PCr) (BHATT et al., 2013) e, quando requerida, é rapidamente convertida em ATP 
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(Figura 7) (MEYER et al., 1984). A PCr se mostrou neuroprotetora em modelos 

animais (ARUN et al., 2010) e o aumento de seu estoque neuronal protege os 

neurônios contra danos por hipóxia, toxicidade induzida por glutamato e por β-amiloide 

(BREWER e WALLIMANN, 2000; BALESTRINO et al., 2002). 

 

 

Figura 7: Sistema de transferência energética creatina quinase/fosfocreatina. As enzimas creatina 
cinase (CK) mitocondrial e citosólica são específicas para cada compartimento celular.  Elas estão 
associadas com o ATP sintetizado vindo de processos metabólicos, bem como ao consumo de ATP 
em funções celulares.  Devido ao alto poder de difusão da fosfocreatina em comparação com o ATP, 
este sistema apresenta um perfil de tampão energético espacial e temporal. Fonte: (SAKS et al., 2006). 

 

Outra hipótese é apoiada na ação de corpos cetônicos (acetoacetato e 

beta-hidroxibutirato), que são sintetizados no fígado a partir da acetil-CoA gerada pela 

beta-oxidação de ácidos graxos, quando os níveis de acetil-CoA excedem a 

capacidade de utilização no ciclo TCA (Figura 8) (JAWORSKI, NAMBOODIRI e 

MOFFETT, 2016). A dieta cetogênica, uma dieta rica em lipídios, moderada em 

proteínas e baixa em carboidratos, imita o jejum e aumenta significativamente as 

concentrações séricas de beta-hidroxibutirato e acetoacetato (HARTMAN e VINING, 

2007).  Recentes estudos mostram que os corpos cetônicos e seus componentes tem 

efeito neuroprotetor para doenças neurológicas agudas e crônicas, particularmente no 

tratamento de epilepsia em crianças, patologias relacionadas com a deficiência das 

enzimas GLUT-1, piruvato desidrogenase e defeitos da glicólise cerebral (HARTMAN 

e VINING, 2007; KIM e RHO, 2008; NEI et al., 2014). A dieta cetogênica é considerada 

segura porque os níveis de cetona são auto-limitantes, uma vez que os corpos 

cetônicos em excesso são excretados na urina (JAWORSKI, NAMBOODIRI e 

MOFFETT, 2016). 
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Figura 8: Metabolismo de corpos cetônicos. A  cetogênese ocorre em mitocôndrias de hepatócitos, 
enquanto que a cetólise envolve a utilização de corpos cetônicos nas mitocôndrias dos tecidos 
periféricos. ACAT1: acetoacetil-CoA tiolase, Ac-CoA: acetil-CoA, AcAc-CoA: acetoacetil-CoA, BDH: β-
hidroxibutirato desidrogenase, bHB: β-hidroxibutirato, CPT1: carnitina palmitoiltransferase 1, HMGCL: 
HMG-CoA liase, HMGCS2: HMG-CoA sintetase, MCT1: transportador de monocarboxilato 1, SCOT: 
succinil-CoA transferase, TCA: ciclo dos ácidos tricarboxílicos. Fonte: (GRABACKA et al., 2016). 

 

O mecanismo pelo qual a dieta cetogênica leva à redução das crises 

epilépticas ainda não está esclarecido; sugere-se que a oferta excessiva de gorduras 

é capaz de manter o mecanismo metabólico de inanição, pois nesta situação, este 

macronutriente é utilizado como fonte energética no lugar da gordura estocada, 

criando e mantendo um estado de cetose (PRASAD, STAFSTROM e HOLMES, 

1996). O efeito sedativo dos corpos cetônicos (acetoacetato e β-hidroxibutirato), a 

concentração destes no plasma, o grau de acidose, a desidratação parcial, a mudança 

na concentração lipídica e a adaptação metabólica energética do cérebro decorrentes 

desta cetose seriam os principais fatores envolvidos e responsáveis pelo controle das 

crises (SWINK, VINING e FREEMAN, 1997; KATYAL et al., 2000). 

A demonstração de que o sistema nervoso central é capaz de metabolizar 

corpos cetônicos sugere que estes possam estar relacionados com o efeito desta dieta 

(OWEN et al., 1967). Os corpos cetônicos contribuem não só como fonte de energia 

para o cérebro, mas também para constituintes cerebrais dependentes de glicose 

(GABA e glutamato). Como a oxidação de ácidos graxos produz uma grande 
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quantidade de ATP, sugere-se que o aumento das reservas energéticas cerebrais seja 

um fator protetor contra as crises (WHELESS, BAUMGARTNER e GHANBARI, 2001). 

Outra molécula relacionada ao estoque de energia é o N-acetilaspartato 

(NAA). Estudos recentes, muitos deles voltados para a Esclerose Múltipla (EM), têm 

mostrado a importância energética e estrutural do NAA na neuroproteção. Isto é 

interessante, uma vez que o excesso de glutamato na EM causa citotoxicidade em 

neurônios, conforme já mencionado, e a via para a formação de NAA se utiliza desse 

glutamato disponível. A acetilação do aspartato pela enzima neuronal aspartato N-

acetiltransferase resulta na formação de NAA, que é exportado pela mitocôndria. A 

formação de NAA favorece a conversão do glutamato em α-cetoglutarato, que é um 

mecanismo em neurônios para contornar a lenta reação da citrato sintase no ciclo do 

ácido tricarboxílico. Os níveis de NAA são considerados como um marcador da função 

mitocondrial e integridade axonal (YUDKOFF et al., 1994; CAMBRON et al., 2012). O 

NAA produzido nas mitocôndrias axonais é liberado no espaço extracelular e captado 

pelos oligodendrócitos para a manutenção da mielina (Figura 9) (ANDO et al., 2003). 

Nos oligodendrócitos, a aspartoacilase cliva a porção acetato do NAA para utilização 

na síntese de ácido graxos e esteroides que são utilizados como blocos de construção 

para a síntese de lipídios de mielina (MOFFETT et al., 2007). Os axônios que perdem 

sua bainha de mielina são propensos à degeneração, como ocorre na EM (IRVINE e 

BLAKEMORE, 2008). Cria-se então um ciclo de eficiência energética e produção da 

mielina, tendo o acetato como principal componente neuroprotetor. 
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Figura 9: Síntese e degradação de NAA. OAA, ácido oxaloacético; Α-KG, α-cetoglutarato; AAT, 
aspartato aminotransferase; GDH, glutamato desidrogenase; PDH, piruvato desidrogenase; F.A., 
ácidos graxos; Ac-CoA, acetil CoA. Fonte: (MADHAVARAO et al., 2005). 

 

Todas essas informações dos estudos sobre a manutenção da integridade 

neuronal são utilizadas para se entender a patologia de diversas doenças 

neurológicas. O conjunto de dados da literatura disponível até o momento sugere que 

o acetato promove a acetilação de DNA no SNC através de diferentes mecanismos 

que variam de acordo com a dose e o tempo de tratamento. O resultado dessa maior 

acetilação se manifesta na modulação parâmetros inflamatórios, como a expressão 

de citocinas anti-inflamatórias da imunidade inata (SOLIMAN e ROSENBERGER, 

2011; BRISSETTE et al., 2012; SOLIMAN, PUIG, et al., 2012; SOLIMAN, SMITH, et 

al., 2012). Pode-se especular que o efeito final dessa cadeia de eventos in vivo seja a 

preservação de neurônios e uma melhor evolução clínica em situações de 

neuroinflamação. 
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1.4 CÉLULAS DE NEUROBLASTOMA HUMANO SH-SY5Y 

 

 

A linhagem de  células de neuroblastoma  humano  SH-SY5Y, descrita pela 

primeira vez no final da década de 1970 (BIEDLER et al., 1978), é um  subclone 

derivado do neuroblastoma SK-N-SH, proveniente da medula óssea de uma fêmea de 

quatro anos de idade. Tais células são comumente utilizadas em estudos relacionados 

com o neuroblastoma e doenças neurodegenerativas. Quando em cultura, elas se 

assemelham com neuroblastos do sistema simpático, apresentando morfologia 

epitelial com citoplasma escasso (BIEDLER et al., 1978). Células desta linhagem 

estão estacionadas nos estágios iniciais da diferenciação neuronal e são 

caracterizadas bioquimicamente pela escassez de marcadores neuronais (CONROY 

e BERG, 1995; GILANY et al., 2008). Elas apresentam características 

dopaminérgicas, pois expressam baixos níveis de enzimas da via de síntese das 

catecolaminas, incluindo a tirosina-hidroxilase (TH), dopamina-β-hidroxilase e 

transportador de dopamina (DAT) (XIE, HU e LI, 2010). 

A capacidade dos pesquisadores em diferenciar células SH-SY5Y em 

células que possuam um fenótipo semelhante a neurônios mais maduros, através da 

manipulação do meio de cultura, tem proporcionado inúmeros benefícios no campo 

da pesquisa em neurociência. As vantagens incluem a capacidade de expansão em 

larga escala antes da diferenciação, com relativa facilidade e baixo custo para a 

cultura em comparação com os neurônios primários (AGHOLME et al., 2010). Uma 

vez que estas células são consideradas uma linhagem celular, as preocupações de 

ordem ética associadas com a cultura neuronal humana primária não estão 

envolvidas. Além disso, como as células SH-SY5Y são derivadas de humanos, elas 

expressam uma série de proteínas específicas de humanos e isoformas de proteínas 

que não estão presentes em culturas primárias de roedores (KOVALEVICH e 

LANGFORD, 2013). 

Apesar da origem tumoral, muitos estudos mostraram que as células SH-

SY5Y podem ser diferenciadas em neurônios dopaminérgicos através do tratamento 

com Ácido Retinóico (AR) (PAHLMAN et al., 1984). O AR é a forma biologicamente 

ativa da vitamina A, necessária para o desenvolvimento normal, bem como 

diferenciação e morfogênese de diversos órgãos e sistemas, a exemplo do sistema 

nervoso (BAIN et al., 1995). O papel dessa neurotrofina na diferenciação neuronal é 
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mediado através de Receptores ao Ácido Retinóico (RAR) e Receptores Retinóides X 

(RXR) (MARK, GHYSELINCK e CHAMBON, 2006). In vitro, o AR promove a 

diferenciação e inibe a divisão celular, bloqueando a fase G1/S do ciclo celular 

(MALIK, BLUSZTAJN e GREENWOOD, 2000). Dessa forma, o AR regula a transição 

das células precursora para a célula diferenciada pós-mitótica (ROSS et al., 2000). A 

indução do processo de diferenciação ocorre pelo aumento da produção de 

catecolaminas, da expressão da enzima enolase e pela expressão de fatores de 

crescimento. Isso leva à formação de projeções citoplasmáticas (neuritos), induzindo 

as células a modificarem sua morfologia epitelial para uma forma estrelada (EDSJO, 

HOLMQUIST e PAHLMAN, 2007). Células SH-SY5Y diferenciadas com AR são um 

modelo adequado de estudo de doenças que acometem neurônios, uma vez que elas 

passam a apresentar características morfológicas, como formato estrelado e 

crescimento de neuritos alongados, além de características bioquímicas, como a 

expressão dos marcadores neuronais TH enolase neurônio-específica (NSE) e 

proteína nuclear específica de neurônio (NeuN), ocorrendo concomitante diminuição 

de marcadores de células não diferenciadas (LOPES et al., 2012). 

 

 

1.5 CÉLULAS-TRONCO HUMANAS DE POLPA DE DENTE DECÍDUO 

ESFOLIADO (SHED) 

 

 

Células-tronco (CT) são células capazes de se autorrenovar e se 

diferenciar para uma linhagem celular específica, tendo por isso recebido considerável 

atenção da sociedade. Avanços tecnológicos têm ajudado a identificar o potencial das 

mesmas, particularmente no que se refere à sua capacidade regenerativa em modelos 

transplantados, bem como atuando em modelos de estudo do comportamento celular 

(SILVA et al., 2012; STERNECKERT, REINHARDT e SCHOLER, 2014). 

Estudos demonstraram que as células-tronco, via co-cultivo ou substituição 

por meio condicionado, exercem efeitos neuroprotetores sobre a toxicidade mediada 

por glutamato em células neuronais, particularmente devido à secreção de fatores 

neurotróficos, tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) o fator de 

crescimento de hepatócitos (HGF), o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e 

o fator de crescimento do nervoso (NGF) (LU et al., 2011). Alternativamente,  Voulgari-
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Kokota e colaboradores mostraram, em 2012, que células-tronco podem atuar sobre 

neurônios corticais de camundongos, reduzindo os níveis de mRNA de genes 

relacionados à codificação de subunidades de NMDA nos mesmos, enquanto 

aumentam os níveis de expressão de genes associados com funções não-neuronais 

e de linhagens progenitoras (VOULGARI-KOKOTA et al., 2012).  Com isso, percebe-

se que células-tronco podem mediar uma neuroproteção direta reduzindo a 

sensibilidade neuronal aos ligantes do receptor de glutamato e alterando a expressão 

gênica, sugerindo uma ligação entre os efeitos terapêuticos das MSC e a ativação da 

plasticidade celular no SNC danificado, em situações de neurodegeneração. 

Em 2003, Miura e colaboradores relataram a detecção de células-tronco 

multipotentes em meio a células de polpa de dentes de leite decíduos esfoliados 

(SHED) (MIURA et al., 2003). Tais células despertaram interesse imediato por terem 

características semelhantes à população de células-tronco mesenquimais da medula 

óssea (BMSC), sendo essa última melhor caracterizada. Essa década de estudos 

sobre as SHED, no entanto, mostrou consistentemente que suas capacidades de 

proliferação e diferenciação são superiores às BMSCs (GIORDANO et al., 2011). 

Além disso, o procedimento para coleta de medula óssea é invasivo, necessitando de 

anestesia e afastamento das atividades diárias, enquanto a perda do dente de leite é 

um processo natural que ocorre durante a infância; sua extração é normalmente 

indolor e minimamente invasiva (CORDEIRO et al., 2008). 

Quando comparadas às células-tronco provenientes da medula óssea e da 

polpa de dentes permanentes, notou-se que as SHED apresentam maior taxa de 

proliferação. Além disso, os dados desse estudo indicam que as SHED possuem 

habilidade de se diferenciarem em células odontoblásticas funcionais, adipócitos e 

células neurais, além de estimularem a osteogênese após transplantação in vivo 

(MIURA et al., 2003). Em 2010, foi publicada a primeira aplicação clínica da SHED no 

tratamento da doença de Parkinson, e os resultados preliminares foram encorajadores 

(WANG et al., 2010). 

Estudos com as células-tronco são de grande interesse para a ciência, pois 

elas possuem a capacidade de estimular a regeneração tecidual e, 

consequentemente, apresentam diversas perspectivas terapêuticas. Nesse sentido, 

ressalta-se a importância do acetato, haja vista que estudos demonstraram o papel 

modulador do mesmo sobre a proliferação celular no epitélio intestinal, induzindo 

bloqueio do ciclo celular (MATSUKI et al., 2013). 
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1.6 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 

De posse dessas informações, observa-se como o acetato, sendo 

precursor de Acetil-CoA, é um componente central em inúmeras vias metabólicas, 

muitas delas ligadas à neuroproteção, bem como à proliferação celular. Entretanto, há 

poucos registros na literatura que tratem de seus efeitos sobre a viabilidade e 

diferenciação celular. Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar a 

possibilidade de citoproteção do acetato mediante glutamato, comumente utilizado em 

estudos de citotoxicidade do sistema nervoso, e seu efeito na proliferação e 

diferenciação celular. Para tal, foram utilizadas células SH-SY5Y, importante modelo 

de estudo de patologias neurológicas, bem como células SHED, por sua capacidade 

terapêutica e potencial efeito neuroprotetor. Assim, esperou-se verificar, a nível 

celular, in vitro, se a suplementação com acetato é benéfica no tratamento de 

patologias do sistema nervoso.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Verificar o possível efeito citoprotetor, atuação na proliferação e 

diferenciação do acetato frente à citotoxicidade mediada por glutamato em linhagem 

de células SH-SY5Y e SHED. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Avaliar efeitos celulares, tais como proliferação, viabilidade, inibição e citotoxicidade, 

do acetato de sódio e glutamato, isoladamente, em células SH-SY5Y e SHED;  

 Determinar o IC50% para acetato e glutamato, que corresponde à concentração capaz 

de inibir 50% da proliferação celular in vitro. 

 Determinar a provável concentração citoprotetora de acetato nas células SH-SY5Y e 

SHED, mediante tratamento com a IC50% de glutamato. 

 Avaliar o efeito do acetato na diferenciação de células SH-SY5Y e SHED; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 CULTIVO CELULAR 

 

 

As células SH-SY5Y (ATCC, USA) foram gentilmente cedidas em 

colaboração com o Prof. Jean Pierre Schatzmann Peron, do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade de São Paulo (USP). Inicialmente, elas foram semeadas 

em frascos T25 (Corning, USA), utilizando meio DMEM/F12 suplementado com 15% 

(v/v) de Soro Fetal Bovino (SFB - LGC Biotecnologia, Brasil), 100 U/mL de penicilina 

(LGC Biotecnologia, Brasil), 100 μg/mL de estreptomicina (LGC Biotecnologia, Brasil), 

sendo em seguida armazenadas em uma incubadora umidificada, à atmosfera de 95% 

ar e 5% CO2 (REVCO 3000, Thermo Scientific, USA), temperatura de 37ºC. O meio 

foi trocado a cada 72h. As linhagens de células tronco da polpa dentária de dentes 

decíduos (SHED) foram obtidas de crianças saudáveis, após aprovação pelo Comitê 

de ética em pesquisa com seres humanos (CEP/UFJF Parecer nº 03/2011, em anexo) 

e se encontram estocadas no Biobanco Genética Humana e Terapia Celular 

(GENETEC; CONEP Parecer nº 22/2015, em anexo) da Universidade Federal de Juiz 

de Fora. O procedimento de cultivo adotado foi o mesmo das SH-SY5Y, com a 

diferença de que o meio basal utilizado foi alfa-MEM (LGC Biotecnologia), 

suplementado com 10% (v/v) de SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de 

estreptomicina (LGC Biotecnologia), 0,01 mM de aminoácidos não essenciais (LGC 

Biotecnologia, Brasil) e 2 mM de L-glutamina (LGC Biotecnologia, Brasil).  

 

 

3.2 REAGENTES 

 

 

A solução estoque de glutamato a 0,2 M foi preparada por diluição de 

glutamato monossódico (pó, Sigma-Aldrich, USA) em meio de cultivo DMEM/F12, 

seguido de filtração em microfiltros de 0,22 M (Millipore, USA). Solução estoque de 

acetato a 0,1 M foi preparada por diluição de acetato de sódio (pó, LGC Biotecnologia, 
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Brasil) em solução PBS 1x (LGC Biotecnologia, Brasil); em seguida, o pH foi ajustado 

para 7,4, com posterior filtração. Solução estoque de ácido retinóico a 10 μM foi 

preparada por diluição de acetato de retinol (pó, Sigma-Aldrich, USA) em etanol 

absoluto (LGC Biotecnologia, Brasil), seguido de filtração. Todas as soluções foram 

armazenadas a -4ºC, sendo trocadas a cada quatorze dias. 

 

 

3.3 VIABILIDADE CELULAR 

 

 

Ao atingir 80% de confluência, as células foram desagregadas por ação 

enzimática de Tripsina (LGC Biotecnologia, Brasil) por 3 minutos a 37ºC, contadas em 

Câmara de Neubauer, e uma densidade de cerca de 5x104 células/poço foi transferida 

para placas de 96 poços (Corning, USA), (Dia 0). A influência de glutamato e acetato 

sob a proliferação, em células SH-SY5Y e SHED, foi verificada através do ensaio de 

MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difeniltetrazólio). Este ensaio tem como 

objetivo geral avaliar a viabilidade celular, sendo utilizado para determinar a toxicidade 

de vários fármacos em diferentes concentrações. As células foram tratadas com 

diferentes concentrações de acetato e glutamato, isoladamente, 24 horas após o 

plaqueamento (Dia 1) (Figura 10). Após determinação do IC50% para cada composto, 

foi realizado um tratamento combinado de glutamato e acetato (Figura 11). O 

tratamento controle envolveu a adição, juntamente com o meio basal suplementado, 

de solução PBS a 25 mM e/ou etanol a 10 μM, para os ensaios com acetato e/ou ácido 

retinóico, respectivamente, tendo em vista que ambos constituem o veículo das 

referidas soluções. 

As leituras foram realizadas 3, 5 e 7 dias após a adição de glutamato e/ou 

acetato. O meio de cultivo foi removido e foram adicionados 90 µL de meio puro mais 

10 µL de MTT (Sigma-Aldrich, USA). Em seguida, a placa foi mantida no escuro na 

estufa por 4 horas e, após esse período, o meio mais MTT foi removido e 100 µL de 

álcool isopropílico ácido foram adicionados. A placa foi mantida no escuro na estufa 

por 1 hora, o sobrenadante foi transferido para uma nova placa e, como controle, 100 

µL de álcool isopropílico ácido foram adicionados. A proliferação foi avaliada em 

espectrofotômetro (Thermo Scientific Varioskan Flash, USA) à absorbância de 570 nm 
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(MOSMANN, 1983). Os experimentos foram realizados durante 3, 5 e 7 dias, em 12 

repetições. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Representação esquemática dos gradientes de glutamato e acetato utilizados, bem como 
das soluções controle; n=12 para cada concentração de cada grupo. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11: Representação esquemática dos tratamentos combinados de acetato e glutamato utilizados, 
bem como das soluções controle; n=12 para cada concentração de cada grupo. 
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3.4 DIFERENCIAÇÃO NEURONAL E CONTAGEM DE NEURITOS EM CÉLULAS 

SH-SY5Y 

 

 

Após confluência, as células SH-SY5Y foram distribuídas em 10 Placas de 

Petri 35x10 mm (Corning, USA) a uma densidade de 1x105 células. A indução da 

diferenciação celular ocorreu após 24 horas, período que permite o estabelecimento 

e aderência das mesmas às placas. O meio de indução da diferenciação teve redução 

do SFB para 1% (v/v) no meio de cultivo e suplementação deste com 10 µM de ácido 

retinóico (AR). Esse tratamento foi repetido a cada três dias pela substituição por meio 

de cultivo contendo ácido retinóico, durante um intervalo de 10 dias (LOPES et al., 

2012).  

A morfologia e a densidade de neuritos em células SH-SY5Y foram 

avaliadas após 10 dias de diferenciação. Oito campos foram selecionados 

aleatoriamente e fotografados utilizando o microscópio invertido Nikon TS100F, e os 

dados foram analisados com o software Motic Images Plus 2.0. As células foram 

contadas após 10 dias de tratamento e o número de células diferenciadas foi expresso 

como uma média do total ± EPM, n = 3. Considerou-se uma célula como diferenciada 

quando ela apresentou pelo menos um neurito de comprimento maior do que o corpo 

da célula (DWANE, DURACK e KIELY, 2013). O comprimento dos neuritos que se 

estendem a partir das células SH-SY5Y após a diferenciação de 10 dias foi medido e 

o comprimento médio para cada matriz foi expresso em um gráfico ± EPM, n = 3. 

Diferenças significativas foram medidas por teste t de Student.  

Vale ressaltar que, após alguns meses de experimentação, os vials de 

células SH-SY5Y disponíveis, quando descongelados, apresentaram contaminação, 

razão pela qual não foi possível realizar testes de viabilidade nesta linhagem após 

diferenciação. Não tendo mais tempo viável de se obter outras linhagens dessas 

células e realizar os experimentos para fechamento da presente dissertação, 

decidimos, nesse ponto do trabalho, encerrar os experimentos com essas células.  

 

 

3.5 DIFERENCIAÇÃO ÓSSEA E MENSURAÇÃO DO NÍVEL DE CALCIFICAÇÃO 

EM CÉLULAS SHED 

 



37 
 

  

Para as células SHED, também plaqueadas em 10 placas de 35x10 mm, 

houve substituição do meio de cultivo por DMEM Low-Glicose (LGC Biotecnologia, 

Brasil) suplementado com 10% (v/v) de Soro Fetal Bovino, 100 U/mL de penicilina, 

100 µg/mL de estreptomicina, 10-7 M de dexametasona (Sigma, USA), 50 μM de 2-

fosfato ácido ascórbico (Sigma, USA), 2 mM de β-glicerolfosfato (Sigma, USA). Além 

destes, houve o acréscimo de solução de acetato a 25 mM ou AR a 10 µM, conforme 

o tratamento. A cultura foi mantida por 21 dias, substituindo o meio de cultivo a cada 

3 dias. Para a mensuração dos níveis de cálcio, foram adicionados 250 µL da solução 

de extração feita com ácido acético a 1% e metanol (4:1, respectivamente) em cada 

placa previamente corada com Vermelho de Alizarina e, em seguida, as placas foram 

levadas ao agitador (Forma Orbital Shaker, Thermo, USA) por 30 minutos em 

temperatura ambiente. O conteúdo das mesmas foi transferido para uma placa de 96 

poços e 200 µL da solução de extração foram utilizados em 3 poços como branco para 

calibragem do espectrofotômetro (Thermo Scientific Varioskan Flash, USA). A 

quantificação do cálcio foi monitorada pela absorbância à 570 nm. 

 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Os resultados obtidos foram avaliados pelo teste estatístico ANOVA de uma 

ou duas vias, bem como pelo teste de Kruskal-Wallis, quando apropriado, de acordo 

com a normalidade pelo teste de D'Agostino & Pearson. A análise estatística foi feita 

no programa GraphPadPrism 6.0 (USA). Os resultados foram considerados 

significativos quando p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 EFEITO DO ACETATO SOBRE A VIABILIDADE DE CÉLULAS SH-SY5Y E 

SHED 

 

 

Primeiramente, foi investigado a influência do acetato sobre a viabilidade 

de células de neuroblastoma humano. A Figura 12 mostra que, após sete dias de 

incubação, a concentração de 5 mM de acetato apresentou menor influência sobre a 

viabilidade celular das culturas de neuroblastoma humano. As concentrações de 25 a 

75 mM resultaram em significante (p<0,001) redução na viabilidade das células. 

 

 

 

Figura 12: Efeito do acetato na viabilidade celular em neuroblastoma humano (SH-SY5Y). As células 
foram incubadas com acetato em diferentes concentrações durante 3, 5 e 7 dias. Resultados expressos 
como Média ± EPM (n=12). Controle vs Todos. * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. 

 

 Para as células-tronco de polpa de dente decíduo esfoliado, submetidas 

ao mesmo tratamento, a Figura 13 também mostra que a concentração de 5 mM de 

acetato exerceu menor influência sobre a viabilidade celular de SHED, enquanto que 
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as concentrações de 25 a 75 mM comprometem a mesma significativamente após 

sete dias de incubação. Por esse motivo, foram escolhidas as concentrações de 

acetato de 5 mM, que não influenciou na proliferação celular, e 25 mM, uma vez que 

a literatura mostra que o efeito citoprotetor do acetato acompanha redução da 

proliferação celular (MATSUKI et al., 2013), para utilização no tratamento combinado 

com glutamato, haja vista que o propósito deste experimento é verificar o possível 

efeito citoprotetor de acetato. 

 

 

Figura 13: Efeito do acetato na viabilidade celular em célula-tronco humana de polpa de dente decíduo 
esfoliado (SHED). As células foram incubadas com acetato em diferentes concentrações durante 3, 5 
e 7 dias. Resultados expressos como Média ± EPM (n=12). Controle vs Todos. * - p<0,05; ** - p<0,01; 
*** - p<0,001. 

 

 

4.2 EFEITO DO GLUTAMATO SOBRE A VIABILIDADE DE CÉLULAS SH-SY5Y E 

SHED 

 

 

Em seguida, foi investigado a citotoxicidade de glutamato sobre as células 

SH-SY5Y. A Figura 14 mostra que o glutamato apresentou IC50% próximo ao 



40 
 

tratamento de 75 mM, com absorbância de 0,0592 nm, quando comparado ao 

controle, com 0,0940 nm. 

 

 

Figura 14: Efeito do glutamato na viabilidade celular em neuroblastoma humano (SH-SY5Y). As células 
foram incubadas com glutamato em diferentes concentrações durante 3, 5 e 7 dias. Resultados 
expressos como média ± e.p.m (n=12). Resultados expressos como Média ± EPM (n=12). Controle vs 
Todos. * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. 

 

Para as células SHED, as concentrações de glutamato utilizadas foram 5, 

25, 50 e 75 mM. É possível observar que o glutamato apresenta IC50% próximo ao 

tratamento de 50 mM, com absorbância de 0,1509 nm, quando comparado ao 

controle, com 0,3520 (Figura 15). 
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Figura 15: Efeito do glutamato na viabilidade celular em célula-tronco humana de polpa de dente 
decíduo esfoliado (SHED). As células foram incubadas com glutamato em diferentes concentrações 
durante 3, 5 e 7 dias e a viabilidade determinada pelo ensaio de MTT. Resultados expressos como 
média ± e.p.m (n=12). Resultados expressos como Média ± EPM (n=12). Controle vs Todos. * - p<0,05; 
** - p<0,01; *** - p<0,001. 

 

 

4.3 EFEITO COMBINADO DE ACETATO E GLUTAMATO SOBRE A 

VIABILIDADE DE CÉLULAS SH-SY5Y E SHED 

 

 

Para verificar se o tratamento com acetato exerce algum efeito citoprotetor 

mediante o glutamato, as células foram submetidas a tratamentos contendo 

concentrações de glutamato referente ao IC50% observados nos experimentos de 

viabilidade. A linhagem SH-SY5Y foi tratada, simultaneamente, com glutamato 75 mM 

e acetato 5 ou 25 mM, durante 3, 5 e 7 dias. Para a SHED, utilizou-se glutamato 50 

mM. O meio de cultivo foi substituído a cada 48 horas para restabelecer os níveis de 

glutamato e acetato. Conforme as figuras 16 e 17, notou-se que o acetato não 

influenciou na citotoxicidade provocada por glutamato.  
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Figura 16: Efeito do tratamento combinado de acetato e glutamato na viabilidade celular em 
neuroblastoma humano (SH-SY5Y). As células foram incubadas com acetato 5 e 25 mM, bem como 
glutamato 75 mM, durante 3, 5 e 7 dias e a viabilidade determinada pelo ensaio de MTT. Resultados 
expressos como Média ± EPM (n=12). Controle vs Todos. * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001.  

 

 

Figura 17: Efeito do tratamento combinado de acetato e glutamato na viabilidade celular em célula-
tronco humana de polpa de dente decíduo esfoliado (SHED). As células foram incubadas com acetato 
5 e 25 mM, bem como glutamato 50 mM, durante 3, 5 e 7 dias e a viabilidade determinada pelo ensaio 
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de MTT. Resultados expressos como Média ± EPM (n=12). Controle vs Todos. * - p<0,05; ** - p<0,01; 
*** - p<0,001.  

 

 

4.4 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DA DIFERENCIAÇÃO NEURONAL 

INDUZIDA POR ÁCIDO RETINÓICO EM CÉLULAS SH-Y5Y 

 

 

Para demonstrar que as células SH-SY5Y podem ser diferenciadas para 

um fenótipo tipo neuronal com o tratamento com ácido retinóico, foram analisadas as 

alterações na morfologia celular. Observou-se uma diminuição significativa da taxa de 

proliferação celular e a indução de crescimento prolongado de neuritos pelo protocolo 

de diferenciação das células SH-SY5Y (Figura 18). As células que cresceram 

exponencialmente mantiveram uma morfologia indiferenciada típica (Figura 18A), 

enquanto que as diferenciadas apresentaram morfologia estrelada, com neuritos mais 

proeminentes (Figura 18B). 

Em relação às alterações morfológicas, nota-se que células tratadas com 

AR apresentam um aumento no comprimento médio de neuritos (Figura 19) e por 

células portadoras de neuritos (Figura 20), na proporção de células portadoras de 

neuritos (Figura 21), na quantidade de neuritos por célula portadora (Figura 22). A 

figura 23 mostra que o AR ocasionou uma leve diminuição no número de células em 

relação ao controle. 

 

  

 

Figura 18: Parâmetro morfológico de células SH-SY5Y diferenciadas com ácido retinóico. Imagens de 
contraste de fase representativas de células SH-SY5Y proliferativas em meio de cultura com 15% (v/v) 
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de SFB (A). Imagens de contraste de fase representativas da linhagem SH-SY5Y diferenciada com 
ácido retinóico 10μM  durante 10 dias em meio de cultura com 1%(v/v) de FBS; neuritos indicados por 

setas brancas (B). Barra de escala: 100 m.  
 

 

 

Figura 19: Comprimento médio de neuritos. Resultados expressos como Média ± EPM (n=8). * - p<0,05; 
** - p<0,01; *** - p<0,001. 

 

 

 

Figura 20: Comprimento médio de neuritos por células portadoras. Resultados expressos como Média 
± EPM (n=8). * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. 
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Figura 21: Células portadoras de neuritos (porcentagem em relação ao total). Resultados expressos 
como Média ± EPM (n=8). * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. 

 

 

 

Figura 22: Quantidade de neuritos por célula portadora. Resultados expressos como Média ± EPM 
(n=8). * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001. 
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Figura 23: Total de células. Resultados expressos como Média ± EPM (n=8). * - p<0,05; ** - p<0,01; *** 
- p<0,001. 

 

 

4.5 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DA DIFERENCIAÇÃO OSTEOGÊNICA 

EM CÉLULAS SHED 

 

 

Após 21 dias de diferenciação osteogênica, foi quantificado em 

espectrofotômetro os depósitos de cálcio, sendo observado maior mineralização nas 

células tratadas, em comparação com as células controle (Figura 24). 

 

 

Figura 24: Efeito do tratamento com ácido retinóico (10uM) e acetato (25mM), sob a densidade óptica 

da coloração com vermelho de Alizarina em célula-tronco humana de polpa de dente decíduo 

esfoliado (SHED), submetidas ao protocolo de diferenciação osteogênica. Resultados expressos 

como Média ± EPM (n=12). Controle vs Todos. * - p<0,05; ** - p<0,01.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Neste estudo, investigamos os possíveis efeitos de acetato na proliferação, 

citoproteção frente a toxicidade induzida por glutamato e na diferenciação celular. Ao 

longo dos últimos anos, houve avanços nos estudos do potencial de suplementação 

dietética de acetato como uma intervenção anti-inflamatória e neuroprotetiva em 

diferentes modelos de doenças neuroinflamatórias in vivo e in vitro (MATHEW et al., 

2005; ARUN et al., 2010; SOLIMAN e ROSENBERGER, 2011; SOLIMAN et al., 2012; 

BHATT et al., 2013; SMITH et al., 2014; SINGH et al., 2016). Um ponto crucial em 

relação a essa suplementação é a sua segurança e tolerabilidade. A este respeito, a 

administração parenteral e oral em animais não foi associada a toxicidades ou 

alterações comportamentais analisadas em cães (BAILEY, HEATH e MILES, 1989; 

BAILEY, HAYMOND e MILES, 1991), camundongos (BAILEY, MILES e HAYMOND, 

1993) ou ratos (SOLIMAN e ROSENBERGER, 2011; SOLIMAN, SMITH, et al., 2012). 

Fontes endógenas de acetato encontradas no SNC, que podem influenciar 

os níveis de acetato celular, incluem os compostos de aminoácido acetilados (N-

acetilaspartato, N-acetilcarnitina, N-acetilcarnosina e N-acetilcisteína), bem como 

proteínas acetiladas capazes de modular os níveis de acetato celular em resposta à 

desacetilação proteica regulatória e/ou à degradação proteica (SOLIMAN, PUIG, et 

al., 2012). Já o acetato de derivação periférica entra em circulação sanguínea e 

atravessa a barreira hematoencefálica por simples difusão (OLDENDORF, 1973). 

A acetil-CoA metabolicamente ativa é um precursor importante em 

numerosos processos biológicos que são fundamentais para o fornecimento de 

energia mitocondrial, síntese de ácidos graxos e metabolismo lipídico (SCHUG, 

VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 2016). Por exemplo, no citossol de oligodendrocitos, 

a acetil-CoA é a fonte das unidades de dois átomos de carbono utilizados para o 

alongamento dos ácidos graxos, que é paralelo à deposição de mielina (BOURRE et 

al., 1977). Ela também é utilizada para oxidação no ciclo de Krebs e produção de 

energia após a condensação com oxaloacetato para formar citrato, bem como na 

biossíntese de corpos cetônicos, ácidos graxos e colesterol (FUKAO, LOPASCHUK e 

MITCHELL, 2004; AKRAM, 2014). Além disso, as acetiltransferases empregam acetil-

CoA como doador de acetil para reações de acetilação pós-tradução em resíduos de 

lisina e arginina que podem levar a consequências estruturais e funcionais em 



48 
 

proteínas (GLOZAK et al., 2005). A acetilação de proteínas nucleares, como as 

histonas, pode levar a mudanças arquitetônicas da cromatina e, portanto, alterações 

na expressão gênica (BANNISTER e KOUZARIDES, 2011). 

Ao submeter as células SH-SY5Y e SHED ao tratamento combinado de 

acetato e glutamato, observou-se que o acetato não exerceu citoproteção mediante 

exposição celular ao glutamato. Matsuki e colaboradores (2013) mostraram que o 

acetato é um dos principais responsáveis pela repressão transcricional dos genes de 

ciclina D1 e ciclina E1 em células do epitélio intestinal. Tais ciclinas são essenciais 

para a progressão do ponto de checagem G1/S no ciclo celular, de modo que sua 

repressão ocasiona o bloqueio da proliferação celular. Desse modo, a redução da 

viabilidade celular como um todo pode ter sido causada por uma redução na 

proliferação celular propriamente dita, e não por morte celular. 

Com relação à diferenciação das células SH-SY5Y, os resultados obtidos 

corroboram com dados da literatura. A validação de um protocolo de diferenciação de 

células de neuroblastoma é uma importante ferramenta para estudos de doenças 

neurológicas, uma vez que permite a obtenção de células com características de 

neurônios dopaminérgicos (EDSJO, HOLMQUIST e PAHLMAN, 2007). Tal linhagem 

tem sido utilizada no estudo de vias moleculares e bioquímicas desenvolvidas na 

fisiopatologia de várias doenças que acometem o SNC. Entretanto, possuem 

características oncogênicas e proliferativas, com um estágio de diferenciação precoce 

caracterizado pela baixa presença de marcadores neuronais (LOPES et al., 2010). 

Desse modo, a diferenciação com AR é fundamental para se alcançar 

um modelo experimental adequado para o estudo de mecanismos celulares e 

moleculares relacionados a neuropatologias, bem como avaliar o efeito de 

novas moléculas com potencial terapêutico para essas doenças. A análise morfológica 

mostrou que as células diferenciadas são capazes de adquirir um fenótipo neuronal, 

com crescimento de neuritos e um formato estrelado. A diferenciação com ácido 

retinóico por 7 a 10 dias é recorrente em outros experimentos na literatura (AGHOLME 

et al., 2010; LOPES et al., 2012; KOVALEVICH e LANGFORD, 2013; GERVOIS et al., 

2017). Devido à contaminação dos lotes de células SH-SY5Y disponíveis, não foi 

possível realizar subsequentes testes. Pretende-se, tão logo novos vials estejam 

disponíveis, dar continuidade a estes experimentos, a fim de se averiguar em maiores 

detalhes como células SH-SY5Y respondem ao acetato no processo de diferenciação 



49 
 

na presença ou ausência de glutamato. Dessa forma, demos continuidade aos 

estudos utilizando as SHED.  

Já para a diferenciação das células SHED, os dados encontrados para o 

tratamento com AR também são recorrentes na literatura, uma vez que estudos 

comprovaram que o AR influencia a diferenciação e proliferação de osteoblastos 

(CHOONG, MARTIN e NG, 1993; SKILLINGTON, CHOY e DERYNCK, 2002), além 

de induzir a diferenciação osteogênica de células-tronco derivadas de tecidos 

adiposos (MALLADI et al., 2006). Chadipiralla e colaboradores (2010) demonstraram 

que o tratamento de SHED’s com AR altera significativamente a expressão de genes 

relacionados à osteogênese (p.ex., ALP, RUNX2, OPN), após 7 dias de tratamento, 

enquanto que a mineralização da matriz pode ser facilmente detectada após 21 dias 

de tratamento (CHADIPIRALLA et al., 2010). Tais achados indicam que o AR é um 

indutor efetivo da diferenciação osteogênica de SHED. No tratamento com acetato, a 

maior mineralização pode estar relacionada a mudanças nos padrões de acetilação 

em histonas, influenciando diretamente na expressão gênica e, por conseguinte, no 

fenótipo proliferativo/diferenciado das células (MARKS, RICHON e RIFKIND, 2000; 

MARIN-HUSSTEGE et al., 2002; LONG et al., 2015). 

Não foi possível obter resultados que indicassem o efeito citoprotetor do 

acetato frente à citotoxicidade do glutamato em SH-SY5Y, uma vez que os 

experimentos com essas células foram interrompidos. Apenas com a análise de MTT 

não é possível discernir se o acetato é capaz de promover algum efeito citoprotetor, 

uma vez que o ensaio mensura a atividade mitocondrial e não morte celular 

(MOSMANN, 1983). De acordo com a literatura, o acetato promove diminuição do 

ciclo-celular e consequentemente a proliferação (MATSUKI et al., 2013; LONG et al., 

2015), o que pode indicar no ensaio de MTT falsa inviabilidade celular. Em paralelo, o 

acetato, por meio da expressão de reguladores do ciclo celular, também se relaciona 

com a diferenciação celular, o que compete com a proliferação celular (MATSUKI et 

al., 2013). É necessária maior investigação para se apurar se a citoproteção indicada 

pela literatura está ligada ou não à diferenciação celular, protegendo as células de 

morte celular. Adicionalmente, há a necessidade de avaliação de apoptose celular em 

paralelo ao MTT e à diferenciação celular. 

Estudos in vitro são fundamentais para se realizar uma triagem inicial de 

compostos com potencial terapêutico, com possível utilização posterior em modelos 

animais e estudos clínicos. Considerando o cultivo celular, pode-se submeter 
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linhagens celulares a tratamentos com drogas em diversas concentrações, e a partir 

destes dados selecionar os mais promissores para ensaios com modelos animais. 

Após a obtenção de resultados em modelo in vivo, é possível validar os mesmos em 

ensaios clínicos (RADIO e MUNDY, 2008). Tal abordagem possibilita a aplicação de 

resultados da pesquisa básica em um contexto clínico, enfatizando o desenvolvimento 

de novos tratamentos. Contudo, a detecção da neurotoxicidade/neuroproteção de 

compostos representa um desafio para estudos em neurociências, haja vista que os 

modelos in vitro não mimetizam a complexidade fisiológica e bioquímica do sistema 

nervoso central (BAL-PRICE et al., 2008). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

O presente trabalho mostrou que o acetato afetou a proliferação das células 

SH-SY5Y e SHED. Em relação à sua capacidade citoprotetora frente à citotoxicidade 

promovida pelo glutamato, os resultados ainda são inconclusivos, uma vez que os 

experimentos com as SH-SY5Y foram interrompidos. Entretanto, promoveu maior 

diferenciação em células SHED, demonstrando como tal composto atua influenciando 

a expressão gênica. Estudos subsequentes são necessários para verificar se a 

atuação positiva na diferenciação celular promovida pelo acetato é uma forma de 

citoproteção. Além disso, outros estudos são necessários para identificar como tais 

células respondem ao acetato em nível molecular, considerando apoptose, expressão 

de ciclinas, compactação da cromatina e a presença de marcadores bioquímicos 

característicos durante a diferenciação de cada linhagem, por exemplo, que poderão 

fornecer um entendimento mais completo de como esse composto atua na dinâmica 

metabólica e bioenergética celular. 
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ANEXO B – Parecer do Conselho Nacional de Ética em Pesquisa 
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