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INTRODUCAO

O ferro é um elemento essencial nos processos fisioldgicos do
organismo humano, desempenhando fungdo central no metabolismo
energético celular. Os niveis de ferro comumente usados em meios de
cultura estdo abaixo dos niveis fisiologicos do soro sanguineo. A (nica
fonte de ferro para as células em cultura provém da suplementagdo
com soro. Meios de cultura contendo de 5-10% de soro fetal bovino
(SFB) tém concentragdes muito baixas de ferro, sugerindo que os
meios de cultura tenham um perfil anémico para o crescimento celular.
A auséncia de dados investigando e otimizando as concentragdes de
ferro para a viabilidade celular /n vitro, gerou a hipdtese de que a
suplementagdo com ferro inorganico (FI) ou holo-Transferrina (h-Tf)
poderia aumentar a proliferagdo das culturas celulares.

OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi analisar a influéncia de FI (FeSO, .7
H,O0) ou h-Tf em culturas celulares de fibroblastos pulmonares (MRC5)
e hepatocarcinoma (HepG2) humanos, avaliando o efeito destes sobre a
viabilidade e proliferagdo celular.

MATERIAIS E METODOS

Cultivo de células: As células foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibidticos, mantidas em
estufa a 37 °C com 5% de CO,. Apds o plaqueamento, as células foram
cultivadas nos meios suplementados com diferentes concentracoes de
ferro (~7,0 uM), provenientes do FI ou da h-Tf, em triplicata, por um
periodo de tratamento de 24h (agudo) ou > 96h (crénico). Como controle
negativo foi utilizado o meio DMEM com 10% de SFB, cuja concentragdo
de ferro foi previamente determinada.

Viabilidade celular: Ambas as linhagens foram plaqueadas e incubadas
com os diferentes tratamentos por 24h ou 96h. A viabilidade celular foi
determinada por ensaio colorimétrico baseado na redugdo de MTT [3-
(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo] ao composto
formazan detectado em 540 nm.

Ensaio clonogénico: As células da linhagem MRC5 foram plaqueadas em
uma densidade de 250 céls/pogo e incubadas nos diferentes
tratamentos por 24h ou 10 dias. Apds este periodo, o nimero de colonias
foi contado.

Tempo de duplicagdo da populagdo de células (PDT): As células foram
plagueadas em uma densidade de 103/pogo e incubadas nos diferentes
tratamentos de ferro durante 7 dias. Apds este periodo as células foram
contadas e o tempo de duplicagdo da populagdo foi calculado.
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Figural. Viabilidade celular para a linhagem MRC5 exposta aos diferentes
tratamentos com ferro durante 24h (A) ou 96h (B), verificada através do ensaio
MTT,
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Figura2. Viabilidade celular para a linhagem HepG2 exposta aos diferentes
tratamentos com ferro durante 24h (A) ou 96h (B), através do ensaio MTT.
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Figura 3. Ensaio clonogénico para a linhagem MRC5 exposta aos diferentes
tratamentos com ferro durante 24h (A) ou 10 dias (B).
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Figura 4. Tempo de duplicagdo da populagdo (PDT) das linhagem MRC5 (A) eHepG2
(B) cultivadas em diferentes tratamentos com ferro durante 6 dias.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

* Os resultados preliminares demonstram que a suplementagdo com h-Tf
foi capaz de aumentar a viabilidade das células MRCH, principalmente
quando expostas ao tratamento cronico.

* No teste de redugdo de MTT, h-Tf demonstrou aumentar a viabilidade
celular das MRC5, sendo que em 96h houve significancia estatistica em
relagdo ao controle. Para HEPG2 os resultados ainda sdo inconclusivos para
ambos os tratamentos e estudos complementares estdo sendo realizados.
No entanto, até o momento, € possivel observar que, em tratamento agudo,
existe tendéncia a um pequeno aumento da viabilidade nas células tratadas
com FI enquanto em periodo de exposigdo cronico, h-Tf demonstra ter
maior influéncia na viabilidade celular.

* No ensaio clonogénico, realizado apenas para MRC5, houve aumento na
viabilidade, sendo que, no teste agudo, verificou-se inclusive, diferenca
estatistica para ambos tratamentos. Para o periodo de exposigdo cronica,
apelas h-Tf demonstrou significancia estatistica.

* Em relagdo ao PDT para MRCH5, ndo foram observadas diferengas ho
tempo de duplicagdo da populagdo celular em relagdo ao grupo controle em
nenhum dos fratamentos empregados. Para a linhagem HepG2, novos testes
se fazem necessdrios para complementagdo dos dados para andlise.

* Contudo, com base nos resultados obtidos, é possivel verificar que a
suplementagdo do meio de cultura com concentragdo de ferro préximas a
fisiologica, numa faixa de ~7,0 uM (de 6,0 uM a 8,0 uM) demonstra ser
benéfica para a viabilidade das células, sendo que, no organismo /n vivo,
concentracoes abaixo de 5,0 uM caracterizam anemia.

+ Apds os testes de viabilidade celular, pretende-se avaliar se a
suplementagdo estd gerando dano ao DNA ou se de alguma forma esta
interagindo com as vias de reparo, ou ainda, se pode contribuir com o
aumento do estresse oxidativo nas células.

*Além disso, ainda sdo necessdrios mais estudos para definir qual a forma
de ferro mais adequada para uma suplementagdo dos meios de cultura, se
como sal inorganico ou h-Tf.

* Mesmo que a demanda /n vitro por micronutrientes seja distinta do
organismo /n vivo, quando se pretende mimetizar o microambiente celular
para modelos de estudo, se deve levar em consideragdo essas variagoes e
buscar adaptd-las para que os resultados finais sejam mais proximos dos
reais.
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