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RESUMO

O glutamato, aminoécido ndo-essencial, € um neurotransmissor excitatério do sistema
nervoso central (SNC), sendo liberado durante o impulso nervoso. Em situacfes de
patologia cerebral, 0 acimulo de glutamato ocorre no espaco extracelular, causando
dano neuronal e, eventualmente, apoptose. Muitos trabalhos relataram que a
citotoxicidade do glutamato esta associada a varias doencas neurolégicas. Neste
contexto, o acetato, um acido graxo de cadeia curta, pode beneficiar o SNC de forma
energética e estrutural. A acetil-coenzima A, forma metabolicamente ativa de acetato,
€ utilizada como substrato em vias bioguimicas envolvidas no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas, além de aumentar a acetilacdo das histonas,
alterando a expressao de genes inflamatérios. A linhagem celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y é comumente usada em estudos relacionados a doencas
neurodegenerativas, com uma capacidade de expansdo em larga escala antes da
diferenciacé@o, enquanto que a linhagem de células-tronco de polpa de dente de leite
deciduo 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 aminoacidos nédo essenciais € 2 mM L-
glutamina. A viabilidade celular em diferentes concentragdes de acetato (5 a 75 mM)
e glutamato (25 a 150mM) foi medida pelo ensaio MTT. A diferenciagéo foi realizada
em SH-SY5Y pela suplementacdo do meio com 10 uM de &cido retindico (AR) e
reducdo de SFB para 1% (v/v) durante 4, 7 e 10 dias em cultura, e em SHED pela
substituicdo do meio de cultivo por DMEM Low-Glicose, suplementado com 10% (v/v)
de SFB, 1% (v/v) de penicilina-estreptomicina, 10" M de dexametasona, 50 uM de 2-
fosfato acido ascorbico e 2 mM de B-glicerolfosfato, a fim de verificar como essas
células respondem a mistura de acetato/glutamato. A analise estatistica 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. Apos 7 dias de
incubacéo, as concentracdes de 5 e 25 mM de acetato apresentaram menor influéncia
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 ndo exerceu citoprotecdo mediante exposicdo celular ao glutamato. Apés
andlise qualitativa da diferenciacdo osteogénica em SHEDSs, foi observado maior
mineralizacdo nas células tratadas com AR e acetato, em comparagao com as células
controle. Estudos subsequentes, que permitam identificar como tais células
respondem ao acetato em nivel molecular, considerando a expressao de ciclinas,
compactacdo da cromatina e a presenca de marcadores bioquimicos caracteristicos
durante a diferenciacdo de cada linhagem, por exemplo, poderdo fornecer um
entendimento mais completo de como esse composto atua na dindmica metabdlica 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 uM 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" M dexamethasone, 50 uM ascorbic acid 2-phosphate
and 2 mM B- 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 INTRODUCAO GERAL

1.1 CULTIVO CELULAR

A cultura de células é uma das principais técnicas nas ciéncias da vida,
sendo o termo geral utilizado para a remocao de células, tecidos ou 6rgdos de um
animal ou planta e a sua subsequente manutencdo em um ambiente artificial propicio
para a sua sobrevivéncia e/ou proliferacdo (ARORA, 2013). Para que se possa cultivar
células in vitro, € necessario propiciar as mesmas um ambiente que mimetize as
condicbes encontradas in vivo. Os meios de cultivo devem garantir, portanto,
condicdes adequadas de pH e osmolaridade, bem como prover as células de
substancias que as mesmas nao podem produzir (MORAES et al., 2008). A cultura de
células apresenta uma série de vantagens com relacdo ao uso de espécimes vivos e
o cultivo in vivo, dentre elas podemos citar: 1) possibilidade de estudar fendbmenos
inacessiveis em tecidos intactos; 2) controle das condicbes ambientais (pH,
temperatura, concentracdo de Oz e COgz); 3) obtencdo de células com boa
homogeneidade e bem caracterizadas; 4) economia de reagentes e tempo
(FRESHNEY, 2010).

Os primeiros estudos datam do inicio do século XX (CARREL e
BURROWS, 1911; CARREL e INGEBRIGTSEN, 1912; FOOT, 1913; EBELING,
1914), onde pesquisadores utilizaram fluidos biol6gicos como plasma, linfa e soro,
para manter em cultivo pedacgos de tecidos de origem animal. O cultivo de células
animais s6 comecou a se desenvolver com sucesso na década de 1950, quando H.
Eagle conseguiu definir os nutrientes necessarios para o crescimento celular (EAGLE,
1955; EAGLE et al., 1956; OYAMA e EAGLE, 1956; PIEZ et al., 1960). Eagle
identificou o papel de metabdlitos especificos para o crescimento de linhagens de
fibroblasto murino e carcinoma uterino humano (HelLa), definindo assim um meio
minimo essencial para o crescimento celular destas linhagens, conhecido como Meio
Minimo Essencial de Eagle (MEM). Basicamente, um meio completo para o cultivo de
células animais inclui o meio minimo mais suplementos que sdo compostos por agua,
sais minerais, aminoacidos, vitaminas, glicose, suplementos organicos (proteinas,

peptideos, piruvato e lipidios), soro fetal de cavalo, bovino ou humano (onde estao
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contidos fatores de crescimento) e antibidticos (para prevenir as contaminacfes
microbianas)(VAN DER VALK et al., 2010). As células devem ser isoladas e mantidas
assepticamente em condi¢cdes bastante estritas de temperatura (35° a 37°C), pH,
concentracédo de CO2 e umidade (FRESHNEY, 2010).

Baseando-se no meio de Eagle, varios pesquisadores propuseram
modificacdes e inclusbes de novos nutrientes para o cultivo de outras linhagens
celulares. Por exemplo, o0 meio DMEM € uma modificagcéo feita por Dulbecco que
introduz no meio MEM de Eagle o dobro da concentracdo de aminoacidos e quatro
vezes a quantidade de vitaminas, bem como nitrato férrico, piruvato de sodio, e alguns
aminoacidos complementares (DULBECCO e FREEMAN, 1959). Ha também o RPMI-
1640, um meio de finalidade geral com uma ampla gama de aplica¢des para as células
de mamiferos, em especial células hematopoiéticas. Ele foi desenvolvido no Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) em Buffalo, Nova lorque, sendo desenvolvido para a
cultura de longo prazo de linfocitos de sangue periférico (ARORA, 2013). Outro
amplamente utilizado € o DMEM/F12: uma combinacédo 1:1 de DMEM e Ham F-12,
uma mistura de nutrientes que possui altos niveis de aminoéacidos 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 formulacdes livres de soro (HAM,
1965; BARNES e SATO, 1980; JAYME, WATANABE e SHIMADA, 1997).

Os meios basicos para cultivo celular séo constituidos por substancias que
isoladamente ndo conseguem proporcionar um bom crescimento celular. Portanto,
torna-se necessario uma suplementacdo com aditivos complexos (FRESHNEY,
2010).

1.2 GLUTAMINA, GLUTAMATO E NEUROTOXICIDADE

Quando se considera a suplementacéo, os aminoacidos sdo componentes
obrigatérios de todos os meios de cultura de células, haja vista serem o ponto de
partida para a sintese de proteinas (FRESHNEY, 2010). Eles séo necessérios para a
proliferacéo das células e a sua concentracdo determina a densidade celular maxima

alcancavel. A L-glutamina, um aminoacido n&do-essencial, € particularmente
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importante, pois fornece nitrogénio para NAD e nucleotideos, servindo como uma
fonte de energia secundaria para o metabolismo (LANE, PAX e BENNETT, 1987).

A glutamina € um aminoéacido instavel que, com o tempo, converte-se em
uma forma que ndo pode ser utilizada pelas células (PASIEKA e MORGAN, 1959).
Sua degradacdao resulta no acumulo de amoénia, a qual pode ter efeito deletério sobre
algumas linhagens celulares. Duas enzimas séo responsaveis pela sintese de
glutamina a partir do glutamato ou, inversamente, sua degradacdo em glutamato: a
glutamina sintetase e a glutaminase, respectivamente (ROWBOTTOM, KEAST e
MORTON, 1996; NEWSHOLME, PROCOPIO, et al.,, 2003), conforme esquema

abaixo:

Glutamato + NH,* + ATP _SU@Minasintetase o) tamina + ADP + Pi + H*

. Glutaminase
Glutamina + H20 > Glutamato+ NHg*

Mediante a converséao de glutamato em glutamina e da utilizagdo da amonia
como fonte de nitrogénio, havendo consumo de trifosfato de adenosina (ATP), a
glutamina sintetase é a enzima-chave para a sintese da glutamina e para a regulacao
do metabolismo celular do nitrogénio (NEWSHOLME, LIMA, et al., 2003). Trata-se de
uma aminotransferase amplamente distribuida entre os organismos vivos, sendo sua
atividade fundamental para a manutencéo da vida de microrganismos e de animais
(HISCOCK e PEDERSEN, 2002). Os fatores que regulam a atividade da glutamina
sintetase sao diversos, tais como glicocorticoides (SANTOS, CAPERUTO e COSTA
ROSA, 2007), hormonios tireoidianos (HISCOCK e PEDERSEN, 2002), hormonio do
crescimento e insulina (ARDAWI, 1990), resultando em inumeras funcdes no
organismo (LABOW, SOUBA e ABCOUWER, 2001). No cérebro, é utilizada como um
importante agente na reducdo da concentracdo de amdnia, com consequente
desintoxicacdo e sintese de glutamina para nova sintese de glutamato
(ROWBOTTOM, KEAST e MORTON, 1996). No pulmao e no musculo esquelético, é
responsavel pela manutencdo da concentracdo de glutamina plasmatica, sendo
essencial em situacfes patolégicas ou de estresse (PINEL et al., 2006). Nos rins, a
glutamina sintetase € imprescindivel para o controle do metabolismo do nitrogénio e
manutenc¢ao do pH no organismo (LABOW, SOUBA e ABCOUWER, 2001).
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A glutaminase é a enzima que catalisa a hidrolise de glutamina em
glutamato e ion amoénio. Ela esta envolvida em diversos processos metabdlicos e pode
ser encontrada em bactérias, plantas e animais (Figura 1) (RENNIE et al., 2001). Em
mamiferos, tal enzima pode ser encontrada sob duas isoformas, uma (menos
abundante) no figado e outra nos demais tecidos, tais como rins, cérebro, leucécitos
e trato gastrintestinal. Contudo, a sua forma mais ativa apresenta-se principalmente
nas mitocondrias (LABOW, SOUBA e ABCOUWER, 2001). Por meio do glutamato,
pode ocorrer a sintese de outros aminoacidos e de antioxidantes como a glutationa

(GSH), principal antioxidante celular ndo-enzimatico (LU, 2013).
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Figura 1: Viséo geral do metabolismo de glutamina e glutamato em células de mamiferos. O glutamato
€ produzido a partir da glutamina através da actividade da glutaminase. Ele pode entéo ser convertido
em acido gama-amino-butirico (GABA), ornitina, 2-oxoglutarato, glicose ou glutationa. Fonte:
(NEWSHOLME, LIMA, et al., 2003)

O glutamato é um neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central

(SNC), 0 mais comum em mamiferos (MELDRUM, 2000), sendo armazenado em
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vesiculas nas sinapses. O impulso nervoso causa a liberacdo de glutamato pelo
neurénio pré-sinaptico, o qual, por sua vez, causa a ativacao de receptores N-metil D-
Aspartato (NMDA) em terminais pos-sindpticos, ocasionando o influxo de calcio
nestas ceélulas. As membranas de astrocitos, bem como de neur6nios, possuem
transportadores de glutamato que retiram rapidamente este aminoacido do espaco
extracelular (DANYSZ e PARSONS, 2012; HOLMSETH et al., 2012).

O célcio é um ion fundamental para as funcdes fisiolégicas dos neurénios,
porém em grandes quantidades causa lesdao e morte celular (SZYDLOWSKA e
TYMIANSKI, 2010). Em situacdes de patologia cerebral (danos ou doencas), os
transportadores podem funcionar de forma reversa e causar a acumulacéo e
concentracbes excessivas de glutamato no espaco extracelular. Esta reversao
provoca a entrada e acumulo de ions célcio (Ca®*) nas células, através de receptores
NMDA, levando a danos neuronais e eventualmente morte celular (apoptose)
(SATTLER e TYMIANSKI, 2001). Este processo € citotoxico e pode ser letal para 0s
neurdnios (Figura 2). Tal toxicidade pode ser causada por: 1) alteragbes mitocondriais
decorrentes de um influxo excessivo e descontrolado de Ca?* na célula, ultrapassando
a sua capacidade de estocagem, com a subsequente apoptose; 2) amplificacdo ou
superexpresséo de fatores de transcricdo de genes pro-apoptoéticos ou 3) repressao
de fatores de transcricdo de genes anti-apoptoticos mediada pelo glutamato e pelo
Ca?* (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-sinapticos ativa os receptores NMDA e AMPA, resultando em um
influxo de ions Na e Ca no elemento pds-sinaptico, despolarizacdo do neurdnio e, finalmente, um
potencial de acdo. (B) A toxicidade pode ser induzida por uma elevagéo da concentracdo sinaptica de
glutamato. Isso pode ser causado por um aumento do glutamato liberado e/ou uma diminuicdo de sua
captacdo. A estimulacdo excessiva dos receptores de glutamato resultante deste aumento na
concentracdo resulta em maior concentracdo intracelular de ions Ca*, causando morte neuronal. Fonte:
(FORAN e TROTTI, 2009).

A citotoxicidade devida a acumulagdo de glutamato estda associada a
doencas neurologicas e neurodegenerativas, tais como a doenca de Huntington,
doenca de Alzheimer, esclerose multipla, esclerose lateral amiotréfica, doenca de
Parkinson e derrame cerebral ou leséo cerebral traumatica (HYND, SCOTT e DODD,
2004; KOSTIC, ZIVKOVIC e STOJANOVIC, 2013), tendo em vista que induz a danos
tais como disfuncdo de memaria, producédo de radicais livres, disfuncdo mitocondrial
e morte celular. Os principais receptores envolvidos neste processo sdo os do tipo
NMDA, porém os receptores AMPA/Cainato também séo ativados, causando o influxo
de Ca?*, Na*, Cl e H20 através do gradiente osmético, causando edema, lise celular
e, consequentemente, maior liberagéao de glutamato (STOCCA e VICINI, 1998; CHEN,
MUHLHAUSER e YANG, 2003; PAPOUIN et al., 2012). A ativacao de receptores de
NMDA é dependente da ligagdo de um agonista (glutamato ou aspartato) e também
da ligagdo de um coagonista (glicina ou D-serina) (Figura 3). A liberagao exacerbada
de glutamato, por sua vez, gera a morte por citotoxicidade de outras células dando
sequéncia a um ciclo de degenerac¢ao no tecido (LAUBE et al., 1997; SZYDLOWSKA
e TYMIANSKI, 2010).
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Figura 3: Descricdo estilizada de um NMDAR ativado. O glutamato e a glicina estdo em seus
respectivos locais de ligagdo. Os NMDAR requerem a ligacdo 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 BIOENERGETICA DO ACETATO E NEUROPROTECAO

Neste contexto, o acetato, acido graxo de cadeia curta, pode beneficiar o
SNC energeticamente e estruturalmente. Basicamente, devido a participacdo de
acetil-coenzima A (Acetil-CoA), forma metabolicamente ativa do acetato, em vias
bioquimicas envolvidas no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas.

De acordo com a Norma Geral Codex para Aditivos Alimentares (NGAA),
as principais fontes nutricionais de acetato sdo alimentos como queijos e outros
produtos lacteos, carnes processadas, pao, etanol e carboidratos indigeriveis. Além
disso, o acetato pode ser liberado a partir de compostos acetilados no organismo
(Figura 4) (SCHUG, VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 20186).

Dietary sources of acetate
* Vinegar (pickled foods) /
® Beer and wine (€5mM) ——

* Food additive (E260) /
* Cheese and dairy products

* Processed meats
® Bread /

a /-“‘_“\I\I
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Liver metabolism

* Alcohol oxidation

* Acetyl-CoA
hydrolysis (fasting)

d |'I I||I'|I c
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Figura 4: Fontes e locais de producéo de acetato no corpo humano. Fonte: (SCHUG, VANDE VOORDE
e GOTTLIEB, 2016).

O acetato € produzido pela maioria das espécies de bactérias intestinais
através da fermentacdo do piruvato via acetil-CoA. Além disso, as bactérias
acetogénicas podem produzir acetato a partir de CO2 e Hz através da via redutora de
Wood-Ljungdahl (Figura 5) (SCHUCHMANN e MULLER, 2014; SCHUG, VANDE
VOORDE e GOTTLIEB, 2016). Tais microrganismos podem produzir trés 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 € utilizado localmente no intestino, e o
restante entra no figado através do sistema venoso porta-hepatico. De 14, O acetato
remanescente € liberado na corrente sanguinea, onde é consumido e oxidado pelos
tecidos periféricos.

Apos a captacdo celular, existem duas enzimas capazes de utilizar o
acetato como substrato: a acetil-CoA sintetase 1, localizada na mitocondria (ACSS1),
e a ACSS2, localizadas na matriz mitocondrial (LUONG et al., 2000; FUJINO et al.,
2001). As acetil-CoA-sintetases, por definicdo, catalisam a ligacdo dependente de
ATP do acetato a CoA para a producédo de acetil-CoA, que € um metabolito central
entre a glicolise e o ciclo de Krebs, além de um substrato importante para varias outras
reacdes bioquimicas e vias, tais como a da sintese de esterdis, hexosaminas e
cetonas (Figura 5) (SCHUG, VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 2016).

A incorporacdo de acetato em acidos graxos envolve trés passos
enzimaticos: ligacdo de acetato com CoA para produzir acetil-CoA por ACSS2,
carboxilacdo de acetil-CoA por acetil-CoA carboxilase a (ACCa, também conhecida
como ACC1) e a condensacao de acetil-CoA e/ou malonil-CoA pela sintase de acidos
graxos (FAS) (Figura 6) (KIMURA, FUKUDA e IRITANI, 2005). Por outro lado, A
oxidacdo de acetato no ciclo de Krebs proporciona equivalentes redutores para a
producao de energia por fosforilagdo oxidativa.

Ao todo, esses destinos metabdlicos de acetato indicam que quando a
oxidacdo mitocondrial da glicose é comprometida (sob condicGes de hipoxia ou baixa
glicose) ou a disponibilidade de lipidios exdgenos 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: Produgdo de acetato pelas bactérias intestinais. Adaptado de: (SCHUG, VANDE VOORDE
e GOTTLIEB, 2016 - modificado pelo autor).
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Figura 6: Via da sintese de acidos graxos. ACC: acetil-CoA carboxilase; ACL: ATP citrato liase; FAS:
sintase de &cidos 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 lipogénico, incluindo também a
acetilacdo de proteinas e metabolitos. Estudos mostraram que o tratamento com
acetato, em modelos murinos de neuroinflamacao induzida por Lipopolissacarideo
(LPS), foi capaz de inibir a atividade de histonas deacetilases (HDACSs), enzimas que
catalisam a remocédo de grupos acetil de histonas, influenciando diretamente na
expressao génica (SOLIMAN e ROSENBERGER, 2011; BRISSETTE et al., 2012;
SOLIMAN, PUIG, et al., 2012; SOLIMAN, SMITH, et al., 2012). Nestes, o tratamento
ocasionou aumento da acetilagdo de histonas, com aumento da atividade de histonas
acetiltransferases (HATSs). Ocorreu ainda reducédo da expresséao de IL-1pB, citocina proé-
inflamatoria, sugerindo que o tratamento resultou em reducdo da neuroinflamacéo
(SOLIMAN, SMITH, et al., 2012). Pesquisas que avaliaram o efeito do acetato em
modelo de neuroborreliose em ratos encontraram efeitos semelhantes, com reducao
da ativacdo de microglia e da expresséo cerebral de IL-13 (BRISSETTE et al., 2012).
O acetato foi também testado em culturas de microglia estimuladas com LPS. O
tratamento reverteu a hipoacetilagdo de histona (H3K9) induzida pelo LPS e reduziu
a expressao proteica de IL-6, IL-1B8 e TNF-a (SOLIMAN, PUIG, et al., 2012).

Contudo, a extensdo até a qual a disponibilidade de acetato pode
influenciar marcas epigenéticas especificas e niveis globais de acetilacdo precisa ser
determinada. O acetato pode se tornar uma fonte substancial de acetil-CoA celular
guando outras fontes de carbono (por exemplo, glicose e glutamina) séo limitadas, e
a utilizacdo de acetato dependera da sua disponibilidade, eficiéncia de absorgéo e
expressdo de enzimas capturadoras de acetato (Exemplo, ACSS1 e ACSS2)
(SCHUG, VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 2016).

Foi demonstrado que a suplementacédo alimentar com acetato aumenta sua
concentracdo 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-encefélica
(DEELCHAND et al., 2009) e é assimilado preferencialmente por astrocitos, antes da
ativacdo de acetil-CoA pela acetil-CoA sintetase (WANIEWSKI e MARTIN, 1998;
HALLOWS, LEE e DENU, 2006).

O acetato pode aumentar os niveis 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 0s
neurdnios contra danos por hipoxia, toxicidade induzida por glutamato e por B-amiloide
(BREWER e WALLIMANN, 2000; BALESTRINO et al., 2002).

G
/

Figura 7: Sistema de transferéncia energética creatina quinase/fosfocreatina. As enzimas creatina
cinase (CK) mitocondrial e citosélica sao especificas para cada compartimento celular. Elas estédo
associadas com o ATP sintetizado vindo de processos metabdlicos, bem como ao consumo de ATP
em fung¢Bes celulares. Devido ao alto poder de difusdo da fosfocreatina em comparacdo com o ATP,
este sistema apresenta um perfil de tampao energético espacial e temporal. Fonte: (SAKS et al., 2006).

Cr

» PCr

Outra hipOtese é apoiada na acdo de corpos cetdnicos (acetoacetato e
beta-hidroxibutirato), que sdo sintetizados no figado a partir da acetil-CoA gerada pela
beta-oxidacdo de acidos graxos, quando os niveis de acetil-CoA excedem a
capacidade de utilizacdo no ciclo TCA (Figura 8) (JAWORSKI, NAMBOODIRI e
MOFFETT, 2016). A dieta cetogénica, uma dieta rica em lipidios, moderada em
proteinas e baixa em carboidratos, imita 0 jejum e aumenta significativamente as
concentragdes séricas de beta-hidroxibutirato e acetoacetato (HARTMAN e VINING,
2007). Recentes estudos mostram que 0s corpos cetdnicos e seus componentes tem
efeito neuroprotetor para doencas neurologicas agudas e cronicas, particularmente no
tratamento de epilepsia em criancas, patologias relacionadas com a deficiéncia das
enzimas GLUT-1, piruvato desidrogenase e defeitos da glicélise cerebral (HARTMAN
e VINING, 2007; KIM e RHO, 2008; NEI et al., 2014). A dieta cetogénica € considerada
segura porque 0s niveis de cetona sdo auto-limitantes, uma vez que 0S corpos
cetdnicos em excesso sdo excretados na urina (JAWORSKI, NAMBOODIRI e
MOFFETT, 2016).
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Figura 8: Metabolismo de corpos cetdnicos. A cetogénese ocorre em mitocdndrias de hepatdcitos,
enquanto que a cetdlise envolve a utilizagdo de corpos cetbnicos nas mitocdndrias dos tecidos
periféricos. ACATL1: acetoacetil-CoA tiolase, Ac-CoA: acetil-CoA, AcAc-CoA: acetoacetil-CoA, BDH: -
hidroxibutirato desidrogenase, bHB: B-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 &cidos tricarboxilicos. Fonte: (GRABACKA et al., 2016).

O mecanismo pelo qual a dieta cetogénica leva a reducdo das crises
epilépticas ainda ndo esta esclarecido; sugere-se que a oferta excessiva de gorduras
€ capaz de manter o mecanismo metabdlico de inani¢do, pois nesta situacéo, este
macronutriente € 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 cetdnicos (acetoacetato e B-hidroxibutirato), a
concentracéo destes no plasma, o grau de acidose, a desidratagéo parcial, a mudanca
na concentracao lipidica e a adaptacdo metabolica energética do cérebro decorrentes
desta cetose seriam 0s principais fatores envolvidos e responsaveis pelo controle das
crises (SWINK, VINING e FREEMAN, 1997; KATYAL et al., 2000).

A demonstracdo de que o sistema nervoso central é capaz de metabolizar
corpos cetdnicos sugere que estes possam estar relacionados com o efeito desta dieta
(OWEN et al., 1967). Os corpos cetbnicos contribuem nao s6 como fonte de energia
para o cérebro, mas também para constituintes cerebrais dependentes de glicose

(GABA e glutamato). Como a oxidacdo de acidos graxos produz uma grande
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guantidade de ATP, sugere-se que 0 aumento das reservas energéticas cerebrais seja
um fator protetor contra as crises (WHELESS, BAUMGARTNER e GHANBARI, 2001).

Outra molécula relacionada ao estoque de energia € o N-acetilaspartato
(NAA). Estudos recentes, muitos deles voltados para a Esclerose Mdltipla (EM), tém
mostrado a importancia energética e estrutural do NAA na neuroprotecdo. Isto é
interessante, uma vez que o excesso de glutamato na EM causa citotoxicidade em
neurdnios, conforme j& mencionado, e a via para a formacédo de NAA se utiliza desse
glutamato disponivel. A acetilacdo do aspartato pela enzima neuronal aspartato N-
acetiltransferase resulta na formacédo de NAA, que € exportado pela mitocéndria. A
formacgao de NAA favorece a conversao do glutamato em a-cetoglutarato, que € um
mecanismo em neurdnios para contornar a lenta reagéo da citrato sintase no ciclo do
acido tricarboxilico. Os niveis de NAA sdo considerados como um marcador da funcao
mitocondrial e integridade axonal (YUDKOFF et al., 1994; CAMBRON et al., 2012). O
NAA produzido nas mitocondrias axonais € liberado no espaco extracelular e captado
pelos oligodendrécitos para a manutencao da mielina (Figura 9) (ANDO et al., 2003).
Nos oligodendrécitos, a aspartoacilase cliva a por¢éo acetato do NAA para utilizacdo
na sintese de acido graxos e esteroides que sao utilizados como blocos de construgéo
para a sintese de lipidios de mielina (MOFFETT et al., 2007). Os axdnios que perdem
sua bainha de mielina sdo propensos a degeneracédo, como ocorre na EM (IRVINE e
BLAKEMORE, 2008). Cria-se entdo um ciclo de eficiéncia energética e producao da

mielina, tendo o acetato como principal componente neuroprotetor.
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Figura 9: Sintese e degradacdo de NAA. OAA, acido oxaloacético; A-KG, a-cetoglutarato; AAT,
aspartato aminotransferase; GDH, glutamato desidrogenase; PDH, piruvato desidrogenase; F.A.,
acidos graxos; Ac-CoA, acetil CoA. Fonte: (MADHAVARAO et al., 2005).

Todas essas informacdes dos estudos sobre a manutencgao da integridade
neuronal sdo utilizadas para se entender a patologia de diversas doencas
neurologicas. O conjunto de dados da literatura disponivel até 0 momento sugere que
0 acetato promove a acetilacdo de DNA no SNC através de diferentes mecanismos
gue variam de acordo com a dose e o tempo de tratamento. O resultado dessa maior
acetilacdo se manifesta ha modulacdo parametros inflamatérios, como a expressao
de citocinas anti-inflamatérias 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
preservacdo de neurbnios e uma melhor evolucdo clinica em situacbes de

neuroinflamacao.
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1.4 CELULAS 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), € um subclone
derivado do neuroblastoma SK-N-SH, proveniente da medula 6ssea de uma fémea de
quatro anos de idade. Tais células sdo comumente utilizadas em estudos relacionados
com o neuroblastoma e doencas neurodegenerativas. Quando em cultura, elas se
assemelham com neuroblastos do sistema simpatico, apresentando morfologia
epitelial com citoplasma escasso (BIEDLER et al., 1978). Células desta linhagem
estdo estacionadas nos estagios iniciais da diferenciacdo neuronal e séo
caracterizadas bioquimicamente pela escassez de marcadores neuronais (CONROY
e BERG, 1995; GILANY et al, 2008). Elas apresentam caracteristicas
dopaminérgicas, pois expressam baixos niveis de enzimas da via de sintese das
catecolaminas, incluindo a tirosina-hidroxilase (TH), dopamina-B-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 fenétipo semelhante a neurdnios mais maduros, através da
manipulacdo do meio de cultura, tem proporcionado inimeros beneficios no campo
da pesquisa em neurociéncia. As vantagens incluem a capacidade de expansdo em
larga escala antes da diferenciacdo, com relativa facilidade e baixo custo para a
cultura em comparacdo com os neurénios primarios (AGHOLME et al., 2010). Uma
vez que estas células sdo consideradas uma linhagem celular, as preocupactes de
ordem ética associadas com a cultura neuronal humana primaria ndo estao
envolvidas. Além disso, como as células SH-SY5Y sé&o derivadas de humanos, elas
expressam uma série de proteinas especificas de humanos e isoformas de proteinas
que ndo estdo presentes em culturas primarias de roedores (KOVALEVICH e
LANGFORD, 2013).

Apesar da origem tumoral, muitos estudos mostraram que as células SH-
SY5Y podem ser diferenciadas em neurbnios dopaminérgicos através do tratamento
com Acido Retinodico (AR) (PAHLMAN et al., 1984). O AR ¢é a forma biologicamente
ativa da vitamina A, necessaria para o0 desenvolvimento normal, bem como
diferenciacdo e morfogénese de diversos 6rgdos e sistemas, a exemplo do sistema

nervoso (BAIN et al., 1995). O papel dessa neurotrofina na diferenciacdo neuronal é
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mediado através de Receptores ao Acido Retindico (RAR) e Receptores Retinodides X
(RXR) (MARK, GHYSELINCK e CHAMBON, 2006). In vitro, o AR promove a
diferenciagéo e inibe a divisdo celular, bloqueando a fase G1/S do ciclo celular
(MALIK, BLUSZTAJN e GREENWOOD, 2000). Dessa forma, o AR regula a transi¢cao
das células precursora para a célula diferenciada pds-mitética (ROSS et al., 2000). A
inducdo do processo de diferenciacdo ocorre pelo aumento da producdo de
catecolaminas, da expressédo da enzima enolase e pela expressao de fatores de
crescimento. Isso leva a formacédo de proje¢des citoplasmaticas (neuritos), induzindo
as células a modificarem sua morfologia epitelial para uma forma estrelada (EDSJO,
HOLMQUIST e PAHLMAN, 2007). Células SH-SY5Y diferenciadas com AR sdo um
modelo adequado de estudo de doengas que acometem neur6nios, uma vez que elas
passam a apresentar caracteristicas morfoldégicas, como formato estrelado e
crescimento de neuritos alongados, além de caracteristicas bioquimicas, como a
expressdo dos marcadores neuronais TH enolase neurbnio-especifica (NSE) e
proteina nuclear especifica de neurénio (NeuN), ocorrendo concomitante diminui¢éo

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

1.5 CELULAS-TRONCO HUMANAS DE POLPA DE DENTE DECIDUO
ESFOLIADO (SHED)

Células-tronco (CT) sdo células capazes de se autorrenovar e se
diferenciar para uma linhagem celular especifica, tendo por isso recebido consideravel
atencao da sociedade. Avancos tecnoldgicos tém ajudado a identificar o potencial das
mesmas, particularmente no que se refere a 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 substituicdo
por meio condicionado, exercem efeitos neuroprotetores sobre a toxicidade mediada
por glutamato em células neuronais, particularmente devido a secrecao de fatores
neurotroficos, tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) o fator de
crescimento de hepatdcitos (HGF), o fator neurotréfico 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
neurénios corticais de camundongos, reduzindo os niveis de mRNA de genes
relacionados a codificacdo de subunidades de NMDA nos mesmos, enquanto
aumentam os niveis de expressdo de genes associados com fun¢des ndo-neuronais
e de linhagens progenitoras (VOULGARI-KOKOTA et al., 2012). Com isso, percebe-
se que ceélulas-tronco podem mediar uma neuroprotecdo direta reduzindo a
sensibilidade neuronal aos ligantes do receptor de glutamato e alterando a expresséo
génica, sugerindo uma ligagcéo entre os efeitos terapéuticos das MSC e a ativacao da
plasticidade celular no SNC danificado, em situacdes de neurodegeneracao.

Em 2003, Miura e colaboradores relataram a deteccdo de células-tronco
multipotentes em meio a células de polpa de dentes de leite deciduos esfoliados
(SHED) (MIURA et al., 2003). Tais células despertaram interesse imediato por terem
caracteristicas semelhantes a populacéo de células-tronco mesenquimais da medula
0ssea (BMSC), sendo essa ultima melhor caracterizada. Essa década de estudos
sobre as SHED, no entanto, mostrou consistentemente que suas capacidades de
proliferacéo e diferenciacdo séo superiores as BMSCs (GIORDANO et al., 2011).
Além disso, o procedimento para coleta de medula 6ssea € invasivo, necessitando de
anestesia e afastamento das atividades diarias, enquanto a perda do dente de leite é
um processo natural que ocorre durante a infancia; sua extracdo € normalmente
indolor e minimamente invasiva (CORDEIRO et al., 2008).

Quando comparadas as células-tronco provenientes da medula 6ssea e da
polpa de dentes permanentes, notou-se que as SHED apresentam maior taxa de
proliferacdo. Além disso, os dados desse estudo indicam que as SHED possuem
habilidade de se diferenciarem em células odontoblasticas funcionais, adipocitos e
células neurais, além de estimularem a osteogénese apds transplantacdo in vivo
(MIURA et al., 2003). Em 2010, foi publicada a primeira aplicagéo clinica da SHED no
tratamento da doenca de Parkinson, e os resultados preliminares foram encorajadores
(WANG et al., 2010).

Estudos com as células-tronco sdo de grande interesse para a ciéncia, pois
elas possuem a capacidade de estimular a regeneracdo tecidual e,
consequentemente, apresentam diversas perspectivas terapéuticas. Nesse sentido,
ressalta-se a importancia do acetato, haja vista que estudos demonstraram o papel
modulador do mesmo sobre a proliferacdo celular no epitélio intestinal, induzindo
bloqueio do ciclo celular (MATSUKI et al., 2013).
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1.6 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

De posse dessas informacdes, observa-se como 0 acetato, sendo
precursor de Acetil-CoA, é um componente central em inUmeras vias metabdlicas,
muitas delas ligadas a neuroprotecao, bem como a proliferacdo celular. Entretanto, ha
poucos registros na literatura que tratem de seus efeitos sobre a viabilidade e
diferenciacao celular. Nesse sentido, o presente estudo teve por objetivo avaliar a
possibilidade de citoprotecdo do acetato mediante glutamato, comumente utilizado em
estudos de citotoxicidade do sistema nervoso, e seu efeito na proliferacdo e
diferenciacéo celular. Para tal, foram utilizadas células SH-SY5Y, importante modelo
de estudo de patologias neuroldgicas, bem como células SHED, por sua capacidade
terapéutica e potencial efeito neuroprotetor. Assim, esperou-se verificar, a nivel
celular, in vitro, se a suplementacdo com acetato é benéfica no tratamento de

patologias do sistema nervoso.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o possivel efeito citoprotetor, atuacdo na proliferacdo e
diferenciacédo do acetato frente a citotoxicidade mediada por glutamato em linhagem
de células SH-SY5Y e SHED.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar efeitos celulares, tais como proliferagéo, viabilidade, inibicdo e citotoxicidade,
do acetato de sédio e glutamato, isoladamente, em células SH-SY5Y e SHED;
Determinar o IC50% para acetato e glutamato, que corresponde a concentracdo capaz
de inibir 50% da proliferacdo celular in vitro.

Determinar a provavel concentracao citoprotetora de acetato nas células SH-SY5Y e
SHED, mediante tratamento com a IC50% de glutamato.

Avaliar o efeito do acetato na diferenciacéo de células SH-SY5Y e SHED;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR

As células SH-SY5Y (ATCC, USA) foram gentilmente cedidas em
colaboracdo com o Prof. Jean Pierre Schatzmann Peron, do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade de S&do 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 ug/mL de estreptomicina (LGC Biotecnologia, Brasil),
sendo em seguida armazenadas em uma incubadora umidificada, a atmosfera de 95%
ar e 5% CO2 (REVCO 3000, Thermo Scientific, USA), temperatura de 37°C. O meio
foi trocado a cada 72h. As linhagens de células tronco da polpa dentaria de dentes
deciduos (SHED) foram obtidas de criancas saudaveis, apés aprovacao pelo Comité
de ética em pesquisa com seres humanos (CEP/UFJF Parecer n°® 03/2011, em anexo)
e se encontram estocadas no Biobanco Genética Humana e Terapia Celular
(GENETEC; CONEP Parecer n°® 22/2015, em anexo) da Universidade Federal de Juiz
de Fora. O procedimento de cultivo adotado foi 0 mesmo das SH-SY5Y, com a
diferenca de que o meio basal utilizado foi alfa-MEM (LGC Biotecnologia),
suplementado com 10% (v/v) de SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 ug/mL de
estreptomicina (LGC Biotecnologia), 0,01 mM de aminoéacidos ndo essenciais (LGC

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

3.2 REAGENTES

A solucdo estoque de glutamato a 0,2 M foi preparada por diluicdo de
glutamato monossodico (po6, Sigma-Aldrich, USA) em meio de cultivo DMEM/F12,
seguido de filtracdo em microfiltros de 0,22 uM (Millipore, USA). Solucéo estoque de

acetato a 0,1 M foi preparada por diluicdo de acetato de sddio (p6, LGC Biotecnologia,
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Brasil) em solucdo PBS 1x (LGC Biotecnologia, Brasil); em seguida, o pH foi ajustado
para 7,4, com posterior filtracdo. Solucdo estoque de &cido retindico a 10 uM foi
preparada por diluicdo de acetato de retinol (p6, Sigma-Aldrich, USA) em etanol
absoluto (LGC Biotecnologia, Brasil), seguido de filtracdo. Todas as solu¢des foram

armazenadas a -4°C, sendo trocadas a cada quatorze dias.

3.3 VIABILIDADE CELULAR

Ao atingir 80% de confluéncia, as células foram desagregadas por agéo
enzimatica de Tripsina (LGC Biotecnologia, Brasil) por 3 minutos a 37°C, contadas em
Camara de Neubauer, e uma densidade de cerca de 5x10* células/pogo foi transferida
para placas de 96 pogos (Corning, USA), (Dia 0). A influéncia de glutamato e acetato
sob a proliferagao, em células SH-SY5Y e SHED, foi verificada através do ensaio de
MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 difeniltetrazdlio). Este ensaio tem como
objetivo geral avaliar a viabilidade celular, sendo utilizado para determinar a toxicidade
de varios farmacos em diferentes concentracdes. As células foram tratadas com
diferentes concentragbes de acetato e glutamato, isoladamente, 24 horas apds o
plagueamento (Dia 1) (Figura 10). Apds determinagao do IC50% para cada composto,
foi realizado um tratamento combinado de glutamato e acetato (Figura 11). O
tratamento controle envolveu a adi¢do, juntamente com o meio basal suplementado,
de solucao PBS a 25 mM e/ou etanol a 10 uM, para os ensaios com acetato e/ou acido
retindico, respectivamente, tendo em vista que ambos constituem o veiculo das
referidas solugdes.

As leituras foram realizadas 3, 5 e 7 dias ap6s a adicao de glutamato e/ou
acetato. O meio de cultivo foi removido e foram adicionados 90 uL de meio puro mais
10 uL de MTT (Sigma-Aldrich, USA). Em seguida, a placa foi mantida no escuro na
estufa por 4 horas e, apds esse periodo, o meio mais MTT foi removido e 100 yL de
alcool isopropilico acido 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
ML de alcool isopropilico acido foram adicionados. A proliferacao foi avaliada em

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

repeticoes.

SH-SY5Y SHED
1 : 1 | : 1
Acetato Controle Glutamato Acetato Controle Glutamato
— 5mM SFB (Glut)[H 25mM — 5mM SFB (Glut)[q 5mM
SFB+PBS SFB+PBS
- 25mM (Acet) | 50mM —  25mM (Acet) |[] 25mM
—H 50mM —  75mM —  50mM —  50mM
—  75mM — 100mM L 75mM = 75mM
— 150mM

Figura 10: Representacao esquematica dos gradientes de glutamato e acetato utilizados, bem como
das solugdes controle; n=12 para cada concentracéo de cada grupo.

SH-SY5Y SHED
| |
| | | |
Acet + Glut Controle Acet + Glut Controle
— 5+ 75mM L SFB + PBS — 5+ 50mM L SFB + PBS
—{ 25+ 75mM — 25+ 50mM

Figura 11: Representacéo esquemética dos tratamentos combinados de acetato e glutamato utilizados,
bem como das solugdes controle; n=12 para cada concentracdo de cada grupo.
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3.4 DIFERENCIACAO NEURONAL E CONTAGEM DE NEURITOS EM CELULAS
SH-SY5Y

Apods confluéncia, as células SH-SY5Y foram distribuidas em 10 Placas de
Petri 35x10 mm (Corning, USA) a uma densidade de 1x10° células. A indugdo da
diferenciagao celular ocorreu apos 24 horas, periodo que permite o estabelecimento
e aderéncia das mesmas as placas. O meio de inducio da diferenciacao teve redugcao
do SFB para 1% (v/v) no meio de cultivo e suplementacéo deste com 10 uM de acido
retindico (AR). Esse tratamento foi repetido a cada trés dias pela substituicdo por meio
de cultivo contendo acido retindico, durante um intervalo de 10 dias (LOPES ef al.,
2012).

A morfologia e a densidade de neuritos em células SH-SY5Y foram
avaliadas apés 10 dias de diferenciacdo. Oito campos foram selecionados
aleatoriamente e fotografados utilizando o microscopio invertido Nikon TS100F, e os
dados foram analisados com o software Motic Images Plus 2.0. As células foram
contadas apods 10 dias de tratamento e o numero 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 apds a diferenciacao de 10 dias foi medido e
o comprimento médio para cada matriz foi expresso em um grafico + EPM, n = 3.
Diferengas significativas foram medidas por teste t de Student.

Vale ressaltar que, apds alguns meses de experimentagéo, os vials de
células SH-SY5Y disponiveis, quando descongelados, apresentaram contaminacgao,
razdo pela qual nao foi possivel realizar testes de viabilidade nesta linhagem apds
diferenciagdo. Nao tendo mais tempo viavel de se obter outras linhagens dessas
células e realizar os experimentos para fechamento da presente dissertacao,

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

3.5 DIFERENCIACAO OSSEA E MENSURACAO DO NIVEL DE CALCIFICACAO
EM CELULAS SHED
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Para as células SHED, também plaqueadas em 10 placas de 35x10 mm,
houve substituicdo 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 pg/mL de estreptomicina, 10 M de dexametasona (Sigma, USA), 50 uM de 2-
fosfato acido ascérbico (Sigma, USA), 2 mM de B-glicerolfosfato (Sigma, USA). Além
destes, houve o acréscimo de solugado de acetato a 25 mM ou AR a 10 pM, conforme
o tratamento. A cultura foi mantida por 21 dias, substituindo o meio de cultivo a cada
3 dias. Para a mensuragao dos niveis de calcio, foram adicionados 250 yL da solugao
de extragao feita com acido 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 conteudo das mesmas foi transferido para uma placa de 96
pocos e 200 pL da solugao de extragao foram utilizados em 3 pogos como branco para
calibragem do espectrofotdbmetro (Thermo Scientific Varioskan Flash, USA). A

quantificacdo do calcio foi monitorada pela absorbancia a 570 nm.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados pelo teste estatistico 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 andlise estatistica 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 CELULAS SH-SY5Y E
SHED

Primeiramente, foi investigado a influéncia do acetato sobre a viabilidade
de células de neuroblastoma humano. A Figura 12 mostra que, apés sete dias de
incubacéo, a concentracdo de 5 mM de acetato apresentou menor influéncia sobre a
viabilidade celular das culturas de neuroblastoma humano. As concentracoes de 25 a

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

0.15 -
E 0.10-
£ . or - 5mM
3 & 25mM
= ~ 50 mM
P Y -+ 75mM
S 571;—:\——-_;\___5* - Controle
s}
< 0.05-

0.00 T T T

] 9 A
Dias

Figura 12: Efeito do acetato na viabilidade celular em neuroblastoma humano (SH-SY5Y). As células
foram incubadas com acetato em diferentes concentracdes 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 deciduo esfoliado, submetidas
ao mesmo tratamento, a Figura 13 também mostra que a concentragdo de 5 mM de
acetato exerceu menor influéncia sobre a viabilidade celular de SHED, enquanto que
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as concentracdes de 25 a 75 mM comprometem a mesma significativamente apés
sete dias de incubacdo. Por esse motivo, foram escolhidas as concentracfes de
acetato de 5 mM, que néo influenciou na proliferacéo celular, e 25 mM, uma vez que
a literatura mostra que o efeito citoprotetor do acetato acompanha reducdo da
proliferacéo celular (MATSUKI et al., 2013), para utilizacdo no tratamento combinado
com glutamato, haja vista que o propésito deste experimento € verificar o possivel
efeito citoprotetor de acetato.
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Figura 13: Efeito do acetato na viabilidade celular em célula-tronco humana de polpa de dente deciduo
esfoliado (SHED). As células foram incubadas com acetato em diferentes concentragfes 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 CELULAS 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% préximo ao
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tratamento de 75 mM, com absorbancia de 0,0592 nm, quando comparado ao
controle, com 0,0940 nm.

0.10-
0.08 -
- -~ 25 mM
ke
= * - 75 mM
~— 0.06 ~
E =~ 100 mM
£ - 150 mM
L
S 0.04- -©- Controle
L
<
0.02 -
0.00 T T T
o 9 A
Dias

Figura 14: Efeito do glutamato na viabilidade celular em neuroblastoma humano (SH-SY5Y). As células
foram incubadas com glutamato em diferentes concentracbes 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 concentracdes de glutamato utilizadas foram 5,
25, 50 e 75 mM. E possivel observar que o glutamato apresenta IC50% préximo ao

tratamento de 50 mM, com absorbancia 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
deciduo esfoliado (SHED). As células foram incubadas com glutamato em diferentes concentracfes
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 CELULAS 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
concentracdes 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 substituido a cada 48 horas para restabelecer os niveis de
glutamato e acetato. Conforme as figuras 16 e 17, notou-se que o0 acetato nao

influenciou na citotoxicidade provocada por glutamato.
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Glut 75 mM + Acet 5 miM
Glut 75 mM + Acet 25 mM
Glut 75 mM + PBS
Controle

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.
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Figura 17: Efeito do tratamento combinado de acetato e glutamato na viabilidade celular em célula-
tronco humana de polpa de dente deciduo 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 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DA DIFERENCIACAO NEURONAL
INDUZIDA POR ACIDO RETINOICO EM CELULAS SH-Y5Y

Para demonstrar que as células SH-SY5Y podem ser diferenciadas para
um fenatipo tipo neuronal com o tratamento com acido retindico, foram analisadas as
alteracdes na morfologia celular. Observou-se uma diminui¢ao significativa da taxa de
proliferacéo celular e a indugéo de crescimento prolongado de neuritos pelo protocolo
de diferenciacdo das células SH-SY5Y (Figura 18). As células que cresceram
exponencialmente mantiveram uma morfologia indiferenciada tipica (Figura 18A),
enguanto que as diferenciadas apresentaram morfologia estrelada, com neuritos mais
proeminentes (Figura 18B).

Em relacéo as alteracdes morfologicas, 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 propor¢cdo 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 diminuicdo no nimero de células em

relacdo ao controle.

Figura 18: Parametro morfolégico de células SH-SY5Y diferenciadas com acido retinéico. 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
acido retindico 10uM durante 10 dias em meio de cultura com 1%(v/v) de FBS; neuritos indicados por

setas brancas (B). Barra de escala: 100 um.
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Figura 19: Comprimento médio de neuritos. Resultados expressos como Média £ EPM (n=8). * - p<0,05;
** - p<0,01; *** - p<0,001.
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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 relagdo ao total). Resultados expressos
como Média + EPM (n=8). * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001.
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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 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DA DIFERENCIACAO OSTEOGENICA
EM CELULAS SHED

Apés 21 dias de diferenciacdo osteogénica, foi quantificado em
espectrofotdbmetro os depositos de calcio, sendo observado maior mineralizacdo nas

células tratadas, em comparagao com as células controle (Figura 24).
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Figura 24: Efeito do tratamento com &cido retindico (10uM) e acetato (25mM), sob a densidade 6ptica
da coloragdo com vermelho de Alizarina em célula-tronco humana de polpa de dente deciduo
esfoliado (SHED), submetidas ao protocolo de diferenciagdo osteogénica. Resultados expressos
como Média £ EPM (n=12). Controle vs Todos. * - p<0,05; ** - p<0,01.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos os possiveis efeitos de acetato na proliferacao,
citoprotecéo frente a toxicidade induzida por glutamato e na diferenciacéo celular. Ao
longo dos ultimos anos, houve avancos nos estudos do potencial de suplementacéo
dietética de acetato como uma intervencao anti-inflamatéria e neuroprotetiva em
diferentes modelos de doengas neuroinflamatdrias 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
relacdo a essa suplementacdo € a sua seguranca e tolerabilidade. A este respeito, a
administragao parenteral e oral em animais ndo foi associada a toxicidades ou
alteracbes comportamentais analisadas em cédes (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 endogenas de acetato encontradas no SNC, que podem influenciar
0s niveis de acetato celular, incluem os compostos de aminoacido acetilados (N-
acetilaspartato, N-acetilcarnitina, N-acetilcarnosina e N-acetilcisteina), bem como
proteinas acetiladas capazes de modular os niveis de acetato celular em resposta a
desacetilagdo proteica regulatéria e/ou a degradacao proteica (SOLIMAN, PUIG, et
al., 2012). Ja o acetato de derivagcédo periférica entra em circulagdo sanguinea e
atravessa a barreira hematoencefalica por simples difusdo (OLDENDORF, 1973).

A acetil-CoA metabolicamente ativa é um precursor importante em
numerosos processos bioldgicos que sdo fundamentais para o fornecimento de
energia mitocondrial, sintese de acidos graxos e metabolismo lipidico (SCHUG,
VANDE VOORDE e GOTTLIEB, 2016). Por exemplo, no citossol de oligodendrocitos,
a acetil-CoA é a fonte das unidades de dois atomos de carbono utilizados para o
alongamento dos &cidos graxos, que € paralelo a deposi¢do de mielina (BOURRE et
al., 1977). Ela também ¢ utilizada para oxidacao no ciclo de Krebs e producéao de
energia ap0s a condensacdo com oxaloacetato para formar citrato, bem como na
biossintese de corpos cetdnicos, acidos graxos e colesterol (FUKAO, LOPASCHUK e
MITCHELL, 2004; AKRAM, 2014). Além disso, as acetiltransferases empregam acetil-
CoA como doador de acetil para reacfes de acetilagdo pos-traducdo em residuos de

lisina e arginina que podem levar a consequéncias estruturais e funcionais em
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proteinas (GLOZAK et al., 2005). A acetilacdo de proteinas nucleares, como as
histonas, pode levar a mudancas arquitetdnicas da cromatina e, portanto, alteracées
na expressao génica (BANNISTER e KOUZARIDES, 2011).

Ao submeter as células SH-SY5Y e SHED ao tratamento combinado de
acetato e glutamato, observou-se que o acetato ndo exerceu citoprotecdo mediante
exposicao celular ao glutamato. Matsuki e colaboradores (2013) mostraram que o
acetato € um dos principais responsaveis pela repressao transcricional dos genes de
ciclina D1 e ciclina E1 em células do epitélio intestinal. Tais ciclinas sdo essenciais
para a progressdo do ponto de checagem G1/S no ciclo celular, de modo que sua
repressao ocasiona o bloqueio da proliferacdo celular. Desse modo, a reducédo da
viabilidade celular como um todo pode ter sido causada por uma redugdo na
proliferacéo celular propriamente dita, e ndo por morte celular.

Com relacéo a diferenciacédo das células SH-SY5Y, os resultados obtidos
corroboram com dados da literatura. A validacado de um protocolo de diferenciacéo de
células de neuroblastoma é uma importante ferramenta para estudos de doencas
neurolégicas, uma vez que permite a obtencdo de células com caracteristicas de
neurénios dopaminérgicos (EDSJO, HOLMQUIST e PAHLMAN, 2007). Tal linhagem
tem sido utilizada no estudo de vias moleculares e bioquimicas desenvolvidas na
fisiopatologia de véarias doengcas que acometem o SNC. Entretanto, possuem
caracteristicas oncogénicas e proliferativas, com um estagio de diferenciacdo precoce
caracterizado pela baixa presenca de marcadores neuronais (LOPES et al., 2010).

Desse modo, a diferenciacdo com AR é fundamental para se alcancar
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 terapéutico para essas doencgas. A analise morfologica
mostrou que as células diferenciadas sao capazes de adquirir um fenétipo neuronal,
com crescimento de neuritos e um formato estrelado. A diferenciacdo com acido
retindico por 7 a 10 dias € recorrente em outros experimentos na literatura (AGHOLME
etal., 2010; LOPES et al., 2012; KOVALEVICH e LANGFORD, 2013; GERVOIS et al.,
2017). Devido a contaminagdo dos lotes de células SH-SY5Y disponiveis, ndo foi
possivel realizar subsequentes testes. Pretende-se, tdo logo novos vials estejam
disponiveis, dar continuidade a estes experimentos, a fim de se averiguar em maiores

detalhes como células SH-SYS5Y respondem ao acetato no processo de diferenciagao
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na presenca ou auséncia de glutamato. Dessa forma, demos continuidade aos
estudos utilizando as SHED.

J& para a diferenciacdo das células SHED, os dados encontrados para o
tratamento com AR também sdo recorrentes na literatura, uma vez que estudos
comprovaram que o0 AR influencia a diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos
(CHOONG, MARTIN e NG, 1993; SKILLINGTON, CHOY e DERYNCK, 2002), além
de induzir a diferenciacdo osteogénica de células-tronco derivadas de tecidos
adiposos (MALLADI et al., 2006). Chadipiralla e colaboradores (2010) demonstraram
gue o tratamento de SHED’s com AR altera significativamente a expressao de genes
relacionados a osteogénese (p.ex., ALP, RUNX2, OPN), ap6s 7 dias de tratamento,
enquanto que a mineralizacdo da matriz pode ser facilmente detectada apos 21 dias
de tratamento (CHADIPIRALLA et al., 2010). Tais achados indicam que o0 AR € um
indutor efetivo da diferenciacédo osteogénica de SHED. No tratamento com acetato, a
maior mineralizacdo pode estar relacionada a mudancas nos padrdes de acetilacédo
em histonas, influenciando diretamente na expressao génica e, por conseguinte, no
fenotipo proliferativo/diferenciado das células (MARKS, RICHON e RIFKIND, 2000;
MARIN-HUSSTEGE et al., 2002; LONG et al., 2015).

N&o foi possivel obter resultados que indicassem o efeito citoprotetor do
acetato frente a citotoxicidade do glutamato em SH-SY5Y, uma vez que o0s
experimentos com essas celulas foram interrompidos. Apenas com a analise de MTT
ndo é possivel discernir se 0 acetato é capaz de promover algum efeito citoprotetor,
uma vez que 0 ensaio mensura a atividade mitocondrial e ndo morte celular
(MOSMANN, 1983). De acordo com a literatura, o acetato promove diminuigdo do
ciclo-celular e consequentemente a proliferacdo (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 expressao de reguladores do ciclo celular, também se relaciona
com a diferenciacéo celular, o que compete com a proliferacéo celular (MATSUKI et
al., 2013). E necessaria maior investigacio para se apurar se a citoprote¢éo indicada
pela literatura esta ligada ou nao a diferenciacao celular, protegendo as células de
morte celular. Adicionalmente, ha a necessidade de avaliacdo de apoptose celular em
paralelo ao MTT e a diferenciacéo celular.

Estudos in vitro sdo fundamentais para se realizar uma triagem inicial de
compostos com potencial terapéutico, com possivel utilizacdo posterior em modelos

animais e estudos clinicos. Considerando o cultivo celular, pode-se submeter
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linhagens celulares a tratamentos com drogas em diversas concentracdes, e a partir
destes dados selecionar os mais promissores para ensaios com modelos animais.
Apés a obtencédo de resultados em modelo in vivo, é possivel validar os mesmos em
ensaios clinicos (RADIO e MUNDY, 2008). Tal abordagem possibilita a aplicacéo de
resultados da pesquisa basica em um contexto clinico, enfatizando o desenvolvimento
de novos tratamentos. Contudo, a deteccdo da neurotoxicidade/neuroprotecado de
compostos representa um desafio para estudos em neurociéncias, haja vista que os
modelos in vitro ndo mimetizam a complexidade fisiolégica e bioquimica do sistema
nervoso central (BAL-PRICE et al., 2008).
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o acetato afetou a proliferacédo das células
SH-SY5Y e SHED. Em relacdo a sua capacidade citoprotetora frente a citotoxicidade
promovida pelo glutamato, os resultados ainda sdo inconclusivos, uma vez que 0S
experimentos com as SH-SY5Y foram interrompidos. Entretanto, promoveu maior
diferenciacdo em células SHED, demonstrando como tal composto atua influenciando
a expressdo génica. Estudos subsequentes sdo necessarios para verificar se a
atuacao positiva na diferenciacao celular promovida pelo acetato é uma forma de
citoprotecdo. Além disso, outros estudos sdo necessarios para identificar como tais
células respondem ao acetato em nivel molecular, considerando apoptose, expressao
de ciclinas, compactacdo da cromatina e a presenca de marcadores bioquimicos
caracteristicos durante a diferenciacéo de cada linhagem, por exemplo, que poderao
fornecer um entendimento mais completo de como esse composto atua na dinamica

metabdlica e bioenergética celular.
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovagdo do Comité de Etica UFJF

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/UFRIF
36036900- JUIZ DE FORA - MG - BRASTL

Parccer n°® «003/2011»

Protocolo CEP-UFJF: «2263.003.2011» FR: «394410» CAAE: «0234.0.180.00-10»
Projeto de Pesquisa: “Isolamento, Caracterizagao e diferenciagio de Células Tronco Adultas obtides a partir
da polpa dentéria, tecido adiposo e cordao umbilical humano.”
Area Tematica: «Grupo lll»

i es, : «Carlos Magno da Costa Maranduba>
Pesquisadores Participantes: “Elidio Fabio Goulard de Lana, Paula Loures Valle Lima, Marilia de Padua
Dornelas Corréa”
Instituicdo: «Instituto de Ciéncias Bioldgicas

Sumario/comentarios do protocolo:

Justificativa: O estudo de células-troncu Lemn recebido considerdvel atengao desde a descoberta de que
células-tronco adultas tém a capacidade de formar diferentes tipos de tecidos. O avanco tecnolégico tem
ajudado a identificar o potencial das células-tronco e sua capacidade de regenerar os tecidos estd sendo
estudada em modelos transplantados. Estudos do isolamento, natureza e potencial de diferenciacao das
células-tronco terdo um impacto positivo no nosso conhecimento do desenvolvimento humano e da
medicina regenerativa.

Comentario: Os argumentos apresentadcs justificam a realizagéo do estudo.

Objetivos: Pretendemos neste projeto isolar, caracterizar e diferenciar células-tronco adultas iscladas da
polpa dentaria humana de dentes deciduos (dente de leite), tecido adiposo obtido de lipoaspiragao e do
tecido do cordao umbilical humano, para estabelecer um banco dessas células para uso em pesquisas
Comentario: Os objetivos séo coerentes com a justificativa.

Metodologia: Devido ac fato do facil acesso para obtengao dos materiais biolégicos: polpa dentaria
descidua ou ‘polpa de dente de leite”, de tecido adiposo derivados de lipoaspiragao e do tecido do corddao
umbilical (gelatina de Wharton), tecidos esses que, como mencionado anteriormente, sao descartados no
lixo, o estudo com as células-tronco adultas é muito atraente, pois, & uma fonte de células de quantidade
nao limitada (podem ser usadas varios dentes para estabelecer a cultura de células, quantidade enormes de
tecido adiposo ou quase todo o comprimento do cordao umbilical) para um banco de células, sua futura
aplicagao na terapia celular e engenharia tecidual tora-se uma promessa (Perry et al., 2008). Suas
caracteristicas semelhantes as células-tronco embrionarias humanas sao muito importantes, além de nao
haver problemas éticos (Kerkis et al., 200€). Vale a pena mencionar que até pode ser interessante para uma
crianga na idade de “dente de leite” guardar seus dentes em um banco de células para eventuais problemas
de salde no futuro (Perry et al., 2008). além dos demais tecidos aqui mencionados.

Comentério: A metodologia é adequada para responder a pergunta do estudo.

Revisdo e referéncias: Devidamente citadas no texto, atualizadas e adequadas
Orgamento: Claro e adequado

Fonte de custeio: Pesquisadores

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, bem elaborado, claro e preciso.
Qualificagdo do(a) pesquisador(a). Satisfatdria

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF, de acordo com as atribuicdes definidas
na Res. CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagio do protocolo de pesquisa proposto.

Situacio: Projeto Aprovado
Juiz de Fora, 17 de margo 2011

Profa. Dra. |éda Maria Vargas Dias RECEBI
Coordenadora - CEP/UFJF Ol-f
ey 11, ©4 12011




ANEXO B — Parecer do Conselho Nacional de Etica em Pesquisa

COMSELHO MACIDMAL DE SAUDE
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONEP (BICBANCO) N°. 022/2015
Registro CONEP B-030 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este biobanco)

Processo n® 25000.113045/2014-88

Instituigdo responsavel: Universidade Federal de Juiz de Fora

Instituigdes participantes: -

Responsavel (is) institucional: Carlos Magno da Costa Maranduba

CEP de origem: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora

Histdrico da tramitagéao do protocolo de desenvolvimento:

Em 18/06/2014 a CONEP recebeu documentacio solicitando analise deste protocolo de
desenvolvimento (biobanco). A CONEP emitiu em 27/11/2014 Parecer Consubstanciado com
“pendéncias” apds apreciacdo (Parecer Consubstanciado n® 029/2014).

Em 07/04/2015 a CONEP recebeu do CEP a documentac3o (papel & CD-ROM) com as
respostas ao Parecer CONEP n® 029/2014 (respostas analisadas neste parecer).

Sumario geral do protocolo:

Tipo de material biologico:

Serdo coletados e armazenados 0s seguintes materiais bioldgicos no presente biobanco:
Dentes Humanos (deciduos e permanentes), Fluidos Biclogicos (urina e sangue
periférica), linhagens celulares (isoladas da polpa dentaria humana, tecido adiposo, tecido
do corddo umbilical) e DNA/RNA.

Regimento interno:

A composicdo dos membros responsaveis pelo Biobanco GENETICA HUMANA E
TERAPIA CELULAR (GENETEC) sera: Dois docentes filulares e um suplente com
reconhecida experiéncia em desenvolvimento de pesquisa pertencente a(s) area(s) de
GEMNETICA e IMUNOLOGIA, sendo dois do Departamento de Biologia & um do
Departamentc de Parasitologia, Microbiclogia e Imunologia, ambos do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. Um docente titular sera o
Coordenador do Biobanco GENETICA HUMANA E TERAPIA CELULAR (GENETEC) e o
outro 0 Coordenador Associado. O docente suplente podera substituir os Coordenadores
caso ambos estejam ausentes simultaneamente da Instituicdo.

O regimento interno fraz a seguinte composicdo: "Os membros titulares e o membro
suplente inicialmente serdo formados pelos docentes do Departamento de Biologia:
Carlos Magno da Costa Maranduba (Titular — Coordenador do Biobanco) & Marcelo de
Oliveira Santos (Suplente); e do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imuneologia: Gilson da Costa Macedo (Titular - Coordenador Associado) descritos no
artigo 4, paragrafo Unico, serdo eleitos pelos docentes da area de GENETICA, por meio
de escrutinio secreto, em eleicdo organizada pelas areas descritas acima.”

Os objetivos do Banco de Dentes s3o:

- "Coletar e armazenar material de origem humana. O DNA (acido desoximibonucléico —
DNA) e o RNA (acido ribonucléico) serdo obtidos de pungdo periférica; as linhagens
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celulares serdo obtidas de polpa dentaria (dentes deciduos e permanentes), tecido
adiposo (obtidos de lipoaspiracdo), tecido do corddo umbilical (por ocasido do
nascimento); e fluidos bioldgicos, como o sangue periferico que sera obtido através da
puncdo periférica e urina, através de coleta do jato intermediario.”

- "Registrar o material coletado e garantir a confidencialidade dos dados"

- "Fazer cumprir e zelar pelas demais atribuicdes do Biobanco GENETICA HUMANA E
TERAPIA CELULAR (GENETEC) descritas na Resolugdo CNS 441/11."

Os potenciais consentidores de material biolégico ao Biobanco GENETICA HUMANA E
TERAPIA CELULAR (GENETEC) serao individuos maiores e menores de idade (este
ultimo apods consentimento dos responsaveis), que serao selecionados em diversos
lugares informados em projetos aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana,
através de aplicacdo de questionarios, ou coleta de amosfiras, tais como sangue
periférico, urina, obtenc&o de dentes de deciduos e permanentes, lipoaspirado e amostras
do Corddo Umbilical, amostras que facam parte das linhas de pesquisa do Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. O
potencial voluntaric sera abordado em Clinicas Odontologicas (dentes deciduos e
permanentes), Clinicas Médicas e Hospitais (obtencdo lipoaspirado, corddo umbilical,
sangue periférico e urina).

"0 acesso aos materiais bioldgicos sera restrito a pessoas autorizadas. Nao havera
dissociacdo dos dados dos voluntarios de sua amostra, estando os dados de contato
coletados e vinculados a amostra armazenada no biobanco, tendo acesso as informacdes
doutorandos e mesfrandos com seus respectivos projetos de pesquisas aprovados em
Comité de Etica em Humanos, e em vigéncia."

Procedimentos operacionais padrao:

Os procedimentos operacionais de coleta, processamento, armazenamento, distribuicdo e
descarte do material foram apresentados como parte do conteludo do Regimento Interno -
09/05/2014.

Documentos encaminhados para analise:

1. BIOBANCO GENETEC.docx; 2. DECLARACAO RELATORIO.docx; 3.
GERENCIAMENTO E RESPONSABILIDADE docx; 4. Oficio Biobanco
GENETEC.pdf; 5.  TERMO-DE-ASSENTIMENTO.docx;, 6. TERMO-DE-
CONSENTIMENTO-LIVRE-ESCLARECIDO. docx.

Documentos encaminhados para a analise das Respostas ao Parecer CONEP n®
029/2014:

1. BIOBANCO GENETEC; 2. Carta de Encamonhamento CEP Resposta e pendencias; 3.
DECLARACAD RELATORIO; 4. GERENCIAMENTO E RESPOMSABILIDADE; 5.
TERMO-DE-ASSENTIMENTO; 3. TERMO-DE-CENSENTIMENTO-LIVRE-
ESCLARECIDO.

Conclusdes e Pendéncias/Lista de inadequacgdes:

1. Quanto ao sigilo e confidencialidade do participante da pesquisa e suas amostras
apresentados no Regimento Interno datado de 09/05/2014, leem-se 0s seguintes
trechos:

a. "0 material sera coletado em frascos apropriados e estéreis, sendo todos
por ocasido devidamente rotulada para identificagdo dos doadores e
amostras." (destaque nosso) (pagina 3 de 7, item "CAPITULO VI —
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COLETA E ARMAZENAMENTO DE MATERIAL DE ORIGEM HUMAMNA" -
Artigo 11);

b. "Coletado material com devida rotulagem. contendo nome completo,

data. tipo de material:" (destaque nosso) (pagina 4 de 7, item "CAPITULO
VIl — COLETA E ARMAZENAMENTO DE MATERIAL DE ORIGEM
HUMANA" - Artigo 13 e 14, Paragrafo 1);
Para garantir a confidencialidade da origem do material armazenado, todos
0s frascos contendo o material biologico deverdo ser rotulados com codigos
de identificacdo e ndo com o0s nomes ou outros dados que viabilizem a
identificagdo do participante. Diante do exposio, solicita-se adequagdo.

RESPOSTA: Assim como solicitado, no documento referente ao Regimento

Interno, na Pag. 3 de 7, artigo 11, foi realizado a alteragdo solicitada, sendo o

mesmo marcado em negrito. Na Pag. 4 de 7, Artigos 13 e 14, ambos Paragrafo

1, também foi realizada alteragdo, sendo o mesmo marcado em negrito.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

a. O TCLE é o documento no qual o pesquisador deve prestar todas as
informac6es pertinentes ao protocolo para os participantes de pesquisa de
maneira clara e objetiva. Termos como "mecanismos genéticos e celulares”,
"terapia celular com células tronco”, "engenharia tecidual”, "medicina
regenerativa”, sdo muito técnicos e devem ser melhor explicados para
compreensdo do participante. Solicita-se adequacio.

b. Mo final da pagina 1 de 3, I&-se: "Suas informagdes pessoais serdo mantidas
em sigilo e privacidade. pois suas respostas serdo analisadas em
conjunto com as respostas de todos o5 outros veluntarios." (destaque
nosso). Na verdade, o sigilo e confidencialidade devem ser garantidos como
direito a privacidade dos participantes. Assim, devem ser apresentados os
processos de codificagdo e decodificagdo e as politicas de seguranga com
niveis de permissao diferenciados e formas de evitar a identificacdo do
participante da pesquisa por pessoal ndo autorizado, conforme preconizado
na Portaria CNS 2201 de 2011, Capitulo IV, Secdo I, Artigo 23, Paragrafo
2°_ Solicita-se adequacao.

RESPOSTA: Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, as
terminologias técnicas foram removidas do texto, bem como foi mencionado
ao final da Pag. 1 de 3 que o material biologico sera codificado. Na Pag. 2 de
3 foi colocado um campo para assinatura do menor de idade, bem como um
espaco para assinatura do pesquisador € campo para data. Ressalto que
informamos na primeira pagina do documento que “Em caso de voluntarios
menores de idade, este TCLE destina-se aos pais/responsaveis legais”
Todas as alteracdes foram marcadas em negrito no documento.

AMNALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Quanto ao Termo de Assentimento:

a. Na pagina 1de 1, I&-se: "Se voceé concordar em ceder seu material para o
Biobhanco, ou no caso do menor de idade o qual vocé é responsavel,
ele ficara armazenado no Biobanco GENETICA HUMANA E TERAPIA
CELULAR (GEMETEC) do Departamento de Biologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora para utilizac 3o
em pesquisas cientificas " (destaque nosso). O termo de assentimento deve
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ser dirigido ao menor de idade. Os Termos de Assentimento devem ser
elaborados em linguagem acessivel & compreensdo dos participantes, em
suas diferentes faixas etarias. Podem ser utilizados argumentos graficos,
como desenhos, personagens e historias ilustrativas, para que o menor
compreenda a importancia, os procedimentos e os objetivos do Biobanco. E
importante ressaltar o disposto no item 11.2 da Resolucdo CNS n° 466 de
2012: “A eticidade da pesquisa implica em: consentimento livre e esclarecido
dos individuos-alvo e a protecdo a grupos vulneraveis e aos legalmente
incapazes (autonomia)”. Neste sentido, a pesquisa envolvendo seres
humanos devera sempre tratd-los em sua dignidade, respeita-los em sua
autonomia e defendé-los em sua vulnerabilidade. Solicita-se, portanto:

a.1) A revisdo do Termo de Assentimento para contemplar o exposto
acima.

a.2) Que seja apresentado um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido em separado para os paisfresponsaveis, ou que o TCLE
principal recebido para andlise contenha, em seu texto, informagdo
especifica de que, em caso de voluntarios menores de idade, este TCLE
destina-se aos paisiresponsaveis legais.

b. Para os menores de idade alfabetizados e capazes de firmar o termo de
assentimento, solicita-se a inclusdo do campo destinado a sua assinatura e
também o campo a ser datado pelo pesquisador e o menor. Solicita-se
adequacao.

c. Cabe ressaltar a necessidade de reconsentir o menor, uma vez que ele
atinja a maioridade, com o TCLE do biobanco, caso suas amostras ainda
estejam armazenadas no biobanco. Essa informagao deve constar no termo
de assentimento ao menor e também no TCLE dirigido aos
pais/responsaveis. Solicita-se adequacdo.

RESPOSTA: No Termo de Assentimento, na Pag. 2 de 2 foi colocado um
campo para assinatura do menor de idade, bem como um espago para
assinatura do pesquisador e campo para data. Todas as alteracfes foram
marcadas em negrito no documento. Ainda, foram colocadas ilustractes
para que o menor compreenda a importdncia, os procedimentos e os
objetivos do Biobanco.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP, de
acordo com as atribuigées definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012 e na
Resolugdo CNS n° 441 de 2011, manifesta-se pela aprovagao do protocolo de
desenvolvimento do biobanco.

Situagdo: Protocolo aprovado.

Brasilia, 02 de Junho de 2015

Gabriela Marddin
Coordenadora da CONEP/CNS/MS
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