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Resumo:

O estudo do ciclo de celular de linhagens cultivadas in vitro tem se mostrado muito
eficiente para estudos de clonagem, testes de tratamento de células tumorais e
também em avaliagGes toxicoldgicas de substancias e farmacos. Para facilitar esses
estudos, ter em maos uma metodologia de sincronizacao celular permite que seja
analisado os efeitos dos mesmos em fases especificas do ciclo celular. Algumas
linhagens passam pelo processo de transformacgdo, as quais tornam-se imortais e
podem ser estudadas por longos periodos sem reducgdo da viabilidade. No presente
estudo, foram realizados testes de sincronizacéo celular através da restricdo de soro
fetal bovino para as células, o qual teve sua porcentagem reduzida de 10% para
0,5%. Os resultados obtidos ndo foram os esperados, visto que esta metodologia
apenas reduziu a velocidade do ciclo celular. Ensaios futuros seréo necessarios para
se chegar a uma metodologia efetiva de sincronizacdo para esta linhagem,
utilizando-se uma concentragao ainda menor de soro.

Introducao

O periodo de interfase no ciclo celular de células eucariéticas compreende trés
periodos: fases G;, S e G,. Este € um momento em que a célula se prepara para a
divisdo (fase M). A fase G1 corresponde a sintese de RNAs, proteinas e organelas;
a fase S, a duplicacdo do DNA e a fase G,, além da célula voltar a sintese de
macromoléculas e organelas, também ocorre a preparacdo para a divisdo celular.
Por fim, a fase M, na qual uma célula mae da origem a duas células filhas
(ALBERTS et al., 2011).

Em alguns modelos de estudos celulares € necessario realizar a sincronizagao,
como por exemplo, em clonagens (GOMEZ et al., 2018), testes de tratamento de
células tumorais e também em avaliacOes toxicoldgicas de substancias e farmacos.
As formas de sincronizacéo sao particulares para cada tipo de linhagem e deve ser
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levado em consideracdo o tempo de duracéo do ciclo celular e o comportamento pos
tratamento (LAUAND et al. 2015).

Células de mamiferos tendem a se inibir por contato estacionando na fase Gy,
devido ao bloqueio de fatores de crescimento (GOMEZ et al., 2018). A sincronizacéo
também é possivel com uso de agentes quimicos, 0s quais, atuardo em pontos
especificos do ciclo (GOMEZ et al., 2018). Outra forma eficiente de sincronizacéo, é
a soro privacao. Esta técnica reduz o fornecimento de nutrientes e fatores de
crescimento a cultura celular, parando as células em Gq,.

Existem diversos modelos de linhagens celulares e algumas delas passam por
processo de transformacdo. Tal acdo aumenta a taxa de crescimento, altera a
morfologia e o nimero de passagens torna-se ilimitado. A GMA 32, originada da
linhagem CCL39 de fibroblastos de pulméo de hamster chinés, faz parte do grupo de
linhagens transformadas (LIMA NETO et al., 2016). Com intuito de aumentar 0s
conhecimentos a respeito da linhagem GMA 32 e de propiciar uma metodologia para
trabalhos futuros do ciclo celular, este estudo teve como objetivo testar e padronizar
a metodologia de sincronizagéo através do método de soro privagao.

Materiais e métodos

As células foram cultivadas em meio de cultura completo — DMC (DMEM + 10%
Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco) + Penicilina-Estreptomicina 50 U/mL(Gibco) +
Vitamina 1x + MEM Neaa 1x (Non-essential Amino Acid, Gibco) e mantidas em
estufa a 37 °C, 5% de CO; e 95% de umidade. O teste de sincronizagéo da linhagem
GMA 32 este estudo foi realizado com a técnica de soro privacdo. No primeiro (teste
A), as células tiveram o meio substituido para DMC 0,5%. Neste meio, foram
mantidas por 1, 2, 3, 4 e 5 dias. No segundo teste (teste B), as ceélulas foram
cultivadas por 72 h a 0,5% de soro e, posteriormente, retornou-se ao DMC a 10%,
sendo mantidas em placa por 06, 12, 24 e 48 horas. Para o grupo controle, as
células foram mantidas em DMC 10% sem tratamento por 24 horas. Estas foram
fixadas em etanol 70% gelado e mantido a 4 °C. As amostras foram coradas com
lodeto de propidio 5 pg.mL?. Foram analisados 10.000 eventos para cada
tratamento. A analise dos dados foi conduzida no software Flowjo VX 10.

Resultados e Discussao

E apresentado na Tabela 1 as amostras que foram submetidas ao teste A.
Considerando-se os tratamentos realizados, o maior valor encontrado em Go/G; foi
de 78,47% no terceiro dia, em S obteve-se 78% com 4 dias e G, com 24,1% em 1
dia. O menor resultado encontrado em Gy/G; foi no 4° dia de soro privagdo com
18,1%, para S 17,6% no segundo dia e G, 0,014 no quinto dia.
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Tabela 1 - Apresentacao dos dados obtidos em porcentagem para o teste A

Controle 1 dia 2 dia 3 dia
Go/G, 388,58 48,10 74,30 78,47
S 4,70 27,80 17,60 21,33
G2 6,71 24,10 8,00 0,18

* Células mantidas em tratamento de soro privacéo durante 1, 2 e 3 dias mantidas em meio de cultura
suplementado com 0,5% de Soro Fetal Bovino.

Por mais que 3 dias de privagao de soro tenham mostrado o maior valor para Go/G1,
no entanto, nos tempos seguintes (4 e 5 dias) foi possivel observar que as células
continuaram em crescimento, indicando que nao houve o bloqueio do ciclo celular
conforme o esperado. A privacao de soro apenas desacelerou a proliferagéao celular.
Quando comparado ao controle, os tratamentos tiveram valores significativamente
inferiores para Go/G; do que o encontrado na amostra controle (88,58%). Este alto
valor de G¢/G; da amostra controle indicou que, apesar de ser uma linhagem
transformada, ocorreu a inibicdo por contato, diferido do que é citado por Vitolo et al.
(2015).

Na Tabela 2, é apresentado os dados obtidos para as células mantidas em 3 dias de
restricdo de soro com posterior retorno a 10% (teste B). Em 0 h é possivel confirmar
a nao sincronizacao das células da linhagem GMA 32, devido a baixa quantidade de
células em Go/G;. A linhagem GMA 32, diferentemente de sua linhagem precursora
(CCL39), ndo mostrou alta dependéncia de soro para sua proliferacdo (Pérez-
Rodriguez et al., 1982).

Tabela 2 - Apresentacao dos dados obtidos em porcentagem para o teste B

Controle 6 horas 12 horas 24 horas 48 horas
Go/G, 88,6 24,06 62,9 24,6 66,5
S 4,7 75,5 37 70,9 33,4
G, 6,7 0,42 0,09 4,5 0,04

* Células mantidas em tratamento de soro privacdo (0,5% SFB) durante 3 dias. Apds esse periodo o
cultivo foi voltado para a suplementacédo de 10 % do Soro Fetal Bovino e mantido nas placas por 0, 6,
12, 24 e 48 horas.

Por mais que as células ndo tenham sido sincronizadas com éxito, estes resultados
permitem observar que esta linhagem possui um ciclo celular rapido, proximo as 15h
encontradas por Pérez-Rodriguez et al. (1982) para a linhagem CCL39.
Comparando-se o intervalo de 24 h entre os tempos 24-48 h, tempo médio do ciclo
celular de uma célula de mamifero (ALBERTS et al., 2011), pb6de-se verificar que
neste intervalo as células completaram aproximadamente um ciclo e meio.

Conclusodes

E possivel inferir, a partir dos dados obtidos, que esta metodologia de soro privacéo
nao se mostrou como um método eficiente para a sincronizacdo desta linhagem
celular. Futuros experimentos, com uma concentragdo ainda menor de soro, seréo
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necessarios para se chegar a uma metodologia efetiva de sincronizacdo para esta
linhagem.

As amostras testadas com o retorno ao meio suplementado com 10% SFB
apresentaram caracteristicas de possivel diminuicdo da viabilidade. Foi observado a
formacdo de pequenos grumos, porém estes também podem ser decorrentes de
erro de manuseio na hora da homogeneizacéo e fixacdo das amostras. Portanto,
para melhor andlise e resultados mais certeiros, recomenda-se testes mais
minuciosos com esta linhagem.
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