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1. INTRODUGAO

A suplementacdo de meios de cultura com soro bovino fetal (SBF) € uma
pratica comumente usada na metodologia de cultivo celular in vitro, pois facilita a
adesao e estimula a proliferacdo das células.

O SBF é obtido de lotes de soros originados de sangue total coagulado
extraido de fetos de vacas em abatedores oficiais. E composto por uma variedade
de substancias, incluindo os acidos graxos, fatores de crescimento, substratos
energéticos, aminoacidos e vitaminas com concentragbes variaveis, mas baixa
concentragdo de gamaglobulinas (BAVISTER et al., 1992; KRISHER et al., 1999;
ISAAC et al., 2011).

Um dos componentes do SBF é o folato, metilfolato ou vitamina B9, que
corresponde a uma vitamina hidrossoluvel do complexo B. O folato € a forma
natural encontrada nos alimentos, sendo o acido félico a forma sintética. O folato
tem grande importadncia no metabolismo e no controle do crescimento celular
(SANTOS; PEREIRA, 2007). Estudos recentes tém sugerido uma ligacéo entre a
alta ingestao de acido folico presente em suplementos e varios tipos de cancer,
em particular o céncer colorretal (PROTIVA et al., 2011). Modelos animais
sugerem que a alta ingestao de acido folico pode ter um efeito duplo: inibindo a
formagcdo de lesbes neoplasicas em tecidos normais e acelerando a
transformagcdo maligna de neoplasmas existentes. Em relagdo ao cancer de
préstata, o papel do acido folico ainda necessita ser esclarecido.

O objetivo do presente estudo foi padronizar a quantidade minima de SBF a
ser usada para manter células de linhagens tumorais em cultura, especialmente
células tumorais de proéstata, afim de posteriormente ser testado o efeito de
diferentes concentracdes de acido folico sobre a proliferacdo destas células.

2. METODOLOGIA

As linhagens celulares obtidas através de projeto em colaboragdo com a
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) foram LNCaP, C4-2B e
MRC-5. A linhagem tumoral LNCaP é originaria de células de adenocarcinoma de
prostata humana, tendo sido obtida de um homem caucasiano com 50 anos de
idade em 1977. Essas células sdo sensiveis a androgénios e capazes de produzir
antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA). A linhagem C4-2B
corresponde a células derivadas de metastases dsseas de cancer de préstata de
coluna lombar de ratos atimicos. A linhagem MRC-5 é uma linhagem celular
humana derivada de fibroblastos de pulmao.
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Na primeira etapa do protocolo de cultivo adotado, foi realizado o
plagueamento de 1.000 células por pog¢o da linhagem MRC-5 em meio RPMI
1640 (suplementado com 10% de SBF) usando placas de 96 pocos. As células
foram deixadas em repouso por 24h, em estufa com 5% de CO, e em
temperatura de 37°C; na segunda etapa, foi realizado o tratamento das células
com meio RPMI 1640 contendo diferentes concentracées de Soro Bovino Fetal
(SBF) (0%; 1%; 2%; 5%; 7,5% e 10%). As células foram deixadas em cultivo por 3
e 5 dias nas condigcbdes acima mencionadas. Na terceira etapa, foi realizado o
ensaio de proliferagdo MTT (3-(4,5-dimethylthiaxolone-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide). Na preparagdo do reagente, foi usada uma quantidade de
5mg de MTT diluido em 1mL de PBS. A seguir, 10% da solugdo de MTT foi
diluida em 90% de meio de cultura. Em cada pog¢o da placa foi acrescentado 100
microlitros de meio com MTT, que foi deixado por 3h na estufa. Apds decorrido o
tempo de 3h, foi retirado o meio dos pogos e acrescentado DMSO. Na ultima
etapa, foi realizada a leitura das placas usando espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 420 nm. O resultado de geracao de cor por diluicdo dos
cristais de MTT & proporcional a taxa de proliferacéo celular.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do ensaio de proliferacdo do MTT obtidos correspondem a
avaliagcao da proliferacdo das células da linhagem MRC-5 apds tratamento com
diferentes concentragcdes de soro bovino fetal (SBF), conforme podem ser
observados os dados das tabelas 1 e 2. As concentragdes de SBF acrescido ao
meio de cultivo foram de 0%; 1%; 2%; 5%; 7,5% e 10%. Foi observado um
crescimento dose dependente nas diferentes concentracbes de SBF
acrescentadas ao meio (p<0,001) (Figura 1). Com meio sem soro (0%) houve
diminuicdo significativa da proliferagdo em relagdo ao controle (soro 10%),
conforme pode ser observado pelos dados nas tabelas 1 (3 dias de cultivo) e 2 (5
dias de cultivo). Os dados sugerem ser possivel diminuir a concentracédo de SBF
para 1%, uma vez que foi mantida uma taxa de proliferacdo que nao foi diferente
em relagdo aos tratamentos de suplementacdo com 2,5%, 5% e 7,5% de SBF,
respectivamente (p=0,490).

A avaliagcado da proliferagdo das linhagens celulares de préstata, LNCAP e
C4-2B, apés tratamento com diferentes concentragcdes de SBF, encontra-se em
fase de execucgao.

Tabela 1. Avaliacdo por MTT da Proliferacdo das células MCR-5 em meio RPMI
suplementado com diferentes concentragdes de SBF (3 dias).

Concentragoes Dia 3
(%) Repeticdes | Média | Proliferacio
0 0,3 0,221 0,107 0,118 0,127 0,100 0,113 0,11 0,1495 39,7078
1 04 0433 0213 0,262 0,252 0,188 0,25 0,23 0,2785 73,9708
2,5 0,363 0,448 0,286 0,262 029 0,259 0,244 0,203 0,294375 78,1873
5 0,362 0,3 0,245 0,334 0,304 0,3 0,259 0,306 0,33025 87,7158
7,5 0,429 0,25 0,301 0,34 0,289 0,363 0,346 0,324 0,33025 87,7158

10 0,506 0,311 0,323 0,305 0,301 0,298 0,288 0,68 0,3765
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Tabela 2. Avaliacdo por meio da técnica de MTT da Proliferagao das células
MCR-5 em meio RPMI 1640 suplementado com diferentes concentra¢cées de SBF
(5 dias de cultivo)

Concentragoes Dia 5
(%) Repeticdes | Média | Proliferacio
0 0,088 0,073 0,075 0,085 0,070 0,082 0,069 0,065 0,075875 15,9443
1 0,223 0,211 0,268 0,218 0,235 0,263 0,172 0,217 0,225875 47,4652
2,5 0,395 0,331 0,394 0,492 0434 0,385 0,353 0,313 0,387125 81,3501
5 0,476 0,383 0,371 0,569 0,519 0,619 0,393 0,406 0,467 98,135
7,5 0,515 0,623 0,574 0,625 0,639 0,293 0,428 0,463 0,52 109,272
10 0,406 0,507 0,561 0,565 0,509 0,354 0,565 0,34 0,475875 -
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Figura 1. Avaliagao da proliferagcao das células MRC-5 em meio RPMI
suplementado com diferentes concentracdes de SBF. Tempo de avaliacdo 3 e 5
dias.

4. CONCLUSOES

Considerando o interesse em se avaliar o efeito do acido fdlico sobre a
proliferacdo de células tumorais em cultura, a diminuicdo da concentracdo de SBF
no meio de cultivo ao menor valor possivel € importante para reduzir a
interferéncia dos produtos presentes no soro que estimulam a proliferagao
celular, sem contudo prejudicar a adesao das células a placa.
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