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Resumo

A cultura de células apresenta nos dias que correm uma importancia indubitavel, tratando-se
de uma ferramenta de estudo frequentemente utilizada em varias areas de investigacao das
Ciéncias da Salde.

Os fibroblastos compreendem uma populacdo de células heterogénea e dinamica,
amplamente distribuida pelos tecidos conjuntivos dos vertebrados, onde desempenham
funcoes fulcrais na regulacdo estrutural e fisioldgica dos tecidos. Por serem parte integrante
da pele humana, apresentarem caracteristicas favoraveis ao estabelecimento de culturas e
por expressarem receptores especificos para neurotransmissores e hormonas,
particularmente, receptores de estrogénio, os fibroblastos da derme humana, da linha celular
NHDF, constituem um possivel modelo de estudo da resposta ao 17B-estradiol (E2).

0 principal objectivo deste trabalho consistiu no estudo da influéncia das passagens celulares,
de culturas de fibroblastos NHDF, na resposta ao E2. Simultaneamente, também foi
averiguada a interferéncia de diferentes condicoes de cultura na proliferacdo celular
estimulada por estrogénio. Este estudo foi realizado em passagens celulares contiguas de
fibroblastos NHDF, que foram expostos ao E2 por periodos de incubacao crescentes (0, 48, 96
e 144 horas), na presenca de meios de cultura diferentes na sua suplementacao,
nomeadamente: meio de cultura suplementado com 10 % de soro bovino fetal (FBS); meio de
cultura sem FBS; e meio de cultura suplementado com 5% de FBS tratado com carvao
activado. Para a quantificacao da resposta dos fibroblastos ao E2 foi utilizado o ensaio de
viabilidade celular baseado na reducao do brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT), juntamente com o ensaio de exclusao de trypan blue.

Os resultados obtidos confirmam a influéncia das condices de cultura e da passagem celular
nos estudos de resposta dos fibroblastos NHDF ao E2. Apenas foi verificada reprodutibilidade
entre a resposta de quatro passagens celulares contiguas, quando os fibroblastos foram
incubados por um periodo de 48 horas em meio suplementado com FBS. Adicionalmente,
também foi este o meio de cultura onde se verificou existir maior correspondéncia entre os
valores de absorvéncia de MTT e o nimero de células contabilizado. Por outro lado, somente
foi visivel uma proliferacao significativa (P<0,05) dos fibroblastos em resposta a presenca de
E2 quando estes foram incubados em meio com FBS por 96 horas.

Uma vez que os melhores resultados foram obtidos nas culturas incubadas em meio com FBS,
sugere-se que, através do ajuste do numero de células com que se iniciam os estudos de
resposta a estrogénios, podera ser alcancado um equilibrio entre a reprodutibilidade e
sensibilidade demonstrada neste meio. Ainda assim, propde-se que num procedimento ideal
todas as experiéncias de um mesmo estudo deveriam ser efectuadas em células da mesma

passagem.
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Abstract

Cell culture is of extreme importance nowadays, since it is a study tool often used in various
areas of research in Health Sciences.

The fibroblasts cover a heterogeneous and dynamic population of cells, widely distributed in
the connective tissues of vertebrates, where they have an important role in the structural
and physiological regulation of the tissues. The fibroblasts are an integral part of the human
skin, and present favorable characteristics to be cultured. Likewise, they express specific
receptors for neurotransmitters and hormones, particularly the estrogen receptors. Thus, the
human dermal fibroblasts of the NHDF cell line form a possible study model of response to
17B-estradiol (E2).

The main objective of this work consisted in the study of the influence of cell passages of the
NHDF fibroblast cultures, in response to E2. The interference of different culture conditions
in cell proliferation, by estrogen stimulation, was also studied. This study was carried out on
contiguous cell passages of NHDF fibroblasts, which were exposed to E2 with increasing
incubation periods (0, 48, 96 and 144 hours), in the presence of different culture medium
such as: (i) culture medium supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS); (ii) culture
medium without FBS; and (iii) culture medium supplemented with 5% charcoal Stripped FBS.
The response of the fibroblasts to E2 was quantified by the trypan blue exclusion assay and by
cell viability analysis, which is based on the reduction of 3- (4,5 -dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT assay).

The results confirm the influence of culture conditions and cell passage on the study of the
response of NHDF fibroblasts to E2.

The reproducibility between the response of four contiguous cell passages was verified, only
when the fibroblasts were incubated for a period of 48 hours in the culture medium
supplemented with FBS. In addition, it was also in this culture medium where there was a
better correspondence between the absorbance values of MTT and the number of counted
cells. On the other hand, there was a significant proliferation (P<0,05) of fibroblasts in
response to the presence of E2, when they were incubated in the culture medium with FBS
for 96 hours.

Since the best results were obtained in the culture medium with FBS, these results suggest
that, through the adjustment of the number of starting cells in the research studies of
response to estrogens, a balance between the reproducibility and sensibility demonstrated in
this medium may be achieved. Nevertheless, as a future prospective, the ideal procedure

should have all the experiences of the same study carried out on the same cell passage.
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Introducao

As células em cultura tém vindo a destacar-se como um modelo de estudo muito Util em
varias areas de investigacao das ciéncias da salde. Particularmente, na fase pré-clinica, nos
estudos de resposta a diferentes compostos endogenos e a xenobidticos, ja ha muito que se

utiliza como ferramenta inicial o modelo de cultura celular.

Nos estudos realizados no Centro de Investigacao em Ciéncias da Saude (CICS), pelo grupo que
desenvolve trabalhos no ambito da resposta celular a compostos esterdides, como é exemplo
do 17B-estradiol, os fibroblastos humanos em cultura constituem, entre outras linhas

celulares, um modelo de estudo utilizado.

Actualmente, encontram-se largamente comercializadas linhas celulares de fibroblastos de
origem humana. Estas, tratando-se de linhas celulares finitas, encontram-se sujeitas a

fendmenos de envelhecimento continuo.

Para além do envelhecimento celular, outras variaveis podem influenciar a resposta dos
fibroblastos as hormonas esterdides, como sdao exemplos o meio de cultura utilizado e o

periodo de exposicao a hormona.

Uma das dificuldades nos ensaios efectuados em fibroblastos €, sem dlvida, a
reprodutibilidade dos mesmos. Assim sendo, torna-se necessario estabelecer o intervalo de
passagens celulares no qual os fendmenos de envelhecimento celular ndo interfiram com a
reprodutibilidade destes. E, igualmente relevante, averiguar de que forma as condicdes de
cultura influenciam a resposta dos fibroblastos e determinar quais as condicées que permitem

obter uma resposta mais reprodutivel.

No sentido de melhor entender estas variaveis, surgiu a necessidade de realizar este trabalho

que ira reflectir-se nos protocolos a ser utilizados por este grupo de investigacao.



1. Fibroblastos

Os fibroblastos sao células com origem na camada mesodermal e cuja denominacao provém
de uma das suas funcdes que consiste na producao de fibras colagéneas (fibro-blasto,
formador de fibras) (Carrascal, 2001; Doljanski, 2004). Estas células encontram-se largamente
distribuidas nos tecidos conjuntivos dos vertebrados e tém a capacidade de modular a sua

actividade metabodlica, a qual se reflecte na sua morfologia (Kanitakis, 2002).

De acordo com o grau de actividade, é feita a distincdo geral entre os fibroblastos
metabolicamente activos, simplesmente designados de fibroblastos, e os fibroblastos
metabolicamente inactivos ou quiescentes, que sao conhecidos como fibrocitos.

Os fibroblastos apresentam uma forma fusiforme com numerosos prolongamentos
citoplasmaticos, que se estendem entre as fibras do tecido conjuntivo, possuem um nucleo
oval com cromatina fina e nucléolo evidente, e no citoplasma apresentam reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi bem desenvolvidos. Por sua vez, os fibrocitos
possuem menores dimensdes e caracterizam-se por possuirem um menor ndmero de
prolongamentos citoplasmaticos, assim como reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de

Golgi menos desenvolvidos (Carrascal, 2001; Kanitakis, 2002).

E importante notar que os fibroblastos e fibrocitos sdo dois estagios funcionais da mesma
célula, e na presenca de estimulos especificos, decorrentes dos processos de reparacao dos
tecidos, os fibrocitos podem reverter ao estado de fibroblastos e reactivar a sua capacidade

de sintese (Darby and Hewitson, 2007).

1.1 Funcoes dos fibroblastos

Na biologia celular classica, os fibroblastos eram frequentemente considerados como uma
populacao de células relativamente inerte e desinteressante. Uma visao que foi radicalmente
alterada, pois hoje sao reconhecidos como um componente central da biologia tecidular
(Sorrell, 2009), que desempenham funcdes importantes na regulacao estrutural e fisiologica
dos tecidos (Mine et al., 2008).

Os fibroblastos compreendem uma populacao de células heterogénea e dinamica que sintetiza
e secreta um conjunto de moléculas precursoras da matriz extracelular (ECM),
particularmente, da substancia fundamental, colagénio, reticulina e elastina, que contribuem

para a sustentacao estrutural dos tecidos (Kanitakis, 2002; Sorrell, 2009).



Outras das fungoes dos fibroblastos estao relacionadas com a participacao destas células em
interaccdes paracrinas e autocrinas na pele, particularmente importantes em diferentes fases

do processo de cicatrizacao de feridas (Darby and Hewitson, 2007 ; Werner et al., 2007).

Os fibroblastos participam activamente na resposta inflamatoria, interagindo com as células
denditricas e outras células do sistema imunitario. Nestas interaccdes, os fibroblastos
respondem a multiplos factores, tais como IL-1 e IL-6, pela modificacao da prépria producao e
secrecao de factores imunoreguladores (citocinas e quimiocinas inflamatorias), que integram
varios aspectos da cicatrizacdo, como sdao exemplos a diferenciacio dos monocitos e a

regulacao da proliferacao e migracao das células epidermais (Sorrell, 2009).

Para além de colaborarem na inflamacado, pela libertacdo de citocinas e factores de
crescimento, os fibroblastos migram para o local da ferida e diferenciam-se num tipo celular
especializado, mas efémero, que contém a isoforma a da actina do musculo liso, os
miofibroblastos. Em resposta a factores derivados de monodcitos/macrofagos, estas células
produzem, na zona da ferida, uma matriz provisional enriquecida em fibronectina tipo fetal e
acido hialurénico e colaboram na contraccao da ferida.

No final desta fase, os miofibroblastos desaparecem do local da ferida, aparentemente por
apoptose, e sao substituidos por fibroblastos activos que iniciam a formacdo da matriz

colagenosa (Darby and Hewitson, 2007; Sorrell et al., 2007).

Os fibroblastos também possuem um papel relevante na angiogénese, um processo dinamico
que ocorre tanto em condicdes fisiologicas (cicatrizacdo de feridas e crescimento
embrionario), como em condicdes patologicas (crescimento tumoral). Na presenca de feridas
e durante o crescimento tumoral, os fibroblastos sao estimulados para produzir factores de
crescimento angiogénicos, como sdao exemplos o factor de crescimento endotelial vascular,
factor de crescimento de fibroblastos, factor de crescimento derivado das plaquetas e o
factor transformador de crescimento B, que vao actuar sobre as células endoteliais
vasculares, subsequentemente estimulando a sua proliferacao, migracao e diferenciacao para

formarem novos vasos sanguineos (Newman et al., 2011).

Adicionalmente, promovem a reepitelizacdo por dupla sinalizacdo paracrina, em que os
queratinocitos, através libertacao IL-1 derivada dos queratindcitos, induzem os fibroblastos a
produzir e secretar factores de crescimento e citocinas, nomeadamente o factor de
crescimento dos queratindcitos e IL-6, que por sua vez estimulam a proliferacao celular dos

queratindcitos (Sorrell, 2009; Werner et al., 2007).



1.2 Heterogeneidade dos fibroblastos da derme

A pele, devido a sua acessibilidade, € um dos 6rgaos mais bem estudados no que diz respeito
a diversidade dos fibroblastos. Contudo, outros 6rgaos e tecidos também ja foram estudados
neste sentido (Das et al., 2002; Koumas et al., 2002; Van Beurden et al., 2003).

Em 1962, Castor et al. alertaram para a heterogeneidade dos fibroblastos in vitro, baseando-
se nas diferencas metabdlicas entre fibroblastos provenientes de diferentes tecidos (Castor et
al., 1962). Mais recentemente, estudos realizados por Chang et al. caracterizaram o perfil de
expressdao genética de fibroblastos provenientes de diferentes locais anatomicos,
demonstrando a existéncia de padrdes transcripcionais distintos e caracteristicos, que se
mantém in vitro, apos os fibroblastos serem isolados da influéncia de outros tipos de células.
Adicionalmente, estes investigadores também demonstraram que esta diferenciacao
topografica se mantém ao longo das passagens celulares, isto €, que os fibroblastos

apresentam memoria posicional (Chang et al., 2002).

Para além da heterogeneidade relativa ao posicionamento anatomico, os fibroblastos de um
mesmo tecido ndo constituem uma populacdo homogénea. Efectivamente, no que respeita
aos fibroblastos da derme, estes podem ser fundamentalmente agrupados em duas
subpopulacoes bem definidas de acordo com a sua localizacao na derme (figura 1), uma
referente a derme papilar e outra a derme reticular. Estas duas subpopulagdes apresentam
diferencas fenotipicas que se manifestam na producao e organizacao da ECM, na producéo de
factores de crescimento e citocinas, e na participacdo em respostas inflamatorias (Sorrell,
2009).

Como tal, é importante que os fibroblastos com origem em diferentes partes do corpo, e em
diferentes camadas de um mesmo tecido sejam encarados como tipos celulares distintos
(Sorrell, 2009; Chang et al., 2002).



Figura 1 - Representacao da pele humana adulta (adaptado de (Sorrell et al., 2007)). BM- Membrana

basal; PF- Fibroblastos da derme papilar; RF- Fibroblastos da derme reticular.

1.3 Fibroblastos como modelo de estudo in vitro

Embora as primeiras culturas celulares tenham sido estabelecidas pela primeira vez, ha cerca
de 100 anos atras, nos dias que correm constituem uma ferramenta frequentemente utilizada
no ambito da investigacao (Cruz et al, 2009), nomeadamente em testes de toxicidade, na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos, na engenharia genética e terapia génica.
Além disto, as células em cultura tém sido utilizadas como modelo de estudo dos efeitos de
compostos enddgenos e xenobidticos sobre as células e no processo de envelhecimento (Ryan,
2008).

O interesse na utilizacdo de culturas de fibroblastos advém em parte das caracteristicas
favoraveis destas células. Nomeadamente, a facilidade de obtencdo de amostras por biopsia
de pele das varias partes do corpo, que constituem a principal fonte de fibroblastos. E do
facto de, apos o isolamento e estabelecimento de culturas, os fibroblastos apresentarem uma
proliferacdo rapida e continua na presenca de soro, comparativamente a outros tipos de
células que necessitam de factores de crescimento adicionais (Takashima, 1998). Na verdade,
o soro utilizado na suplementacdo do meio de cultura celular contém factores de
crescimento, minerais, hormonas, lipidos, entre outros componentes que promovem a
proliferacao celular e a adesao das células ao substrato. Contudo para a manutencdo de
outros tipos de células em cultura, como é o exemplo dos queratindcitos, &€ necessario ainda
acrescentar outros factores, nomeadamente o factor de crescimento epidermal e o factor de

crescimento de queratinocitos (Freshney, 2005).



A experiéncia de cultura que tem vindo a ser adquirida com os fibroblastos desde o inicio do
século XX, particularmente, a elucidacdo acerca do perfil mitdtico e do tempo de ciclo
celular destas células, contribuiu em muito para a utilizacdo dos fibroblastos como modelo de

estudo em varios trabalhos de investigacao. (Takashima, 1998).

Relativamente ao perfil ou potencial mitotico dos fibroblastos, encontra-se descrito que apds
subcultura, as células progridem através de um padrdo de crescimento caracteristico que
passa fundamentalmente por trés fases (figura 2), a fase lag, a fase log ou exponencial e a

fase plateau ou estacionaria (Freshney, 2005).
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Figura 2 - Curva de crescimento celular (adaptado de (Freshney, 2005)).

A fase lag corresponde ao periodo de adaptacdo, no qual ndo se verifica grande variacdo no
numero de células. Nesta fase, que ocorre imediatamente apos a subcultura, as células
substituem os elementos da superficie celular e da ECM perdidos durante a tripsinizacao,
aderem a superficie e propagam. Seguidamente decorre a fase log, caracterizada pelo
aumento exponencial do nimero de células, que termina entre uma a duas duplicacdes de
populacdo, apods ter sido alcancada a confluéncia. Portanto, no final desta fase a cultura
torna-se confluente, o que quer dizer que a toda superficie de crescimento disponivel se
encontra ocupada e que todas células estao em contacto com células vizinhas. Além disto, a
taxa de crescimento celular é reduzida, e em alguns casos, a proliferacdo cessa
completamente. Neste estadio, a cultura entra em fase de plateau ou estacionaria (Freshney,
2005).

Quanto ao tempo de ciclo celular, Bettuzzi et al. demonstraram que fibroblastos da derme
humana, tornados quiescentes por auséncia de soro, atingiam a fase S apos 24 horas e a fase

G2/M 36 horas ap0s a re-adicao de soro (Bettuzzi et al., 1999). Note-se que, o tempo de ciclo



celular difere do tempo de duplicacdo da populacao (TDP), uma vez que o primeiro somente é
referente as células que se encontram em divisao. Por outro lado, o TDP trata-se de um valor
médio que se aplica a toda a populacdo celular, abrangendo nao apenas as células com
capacidade proliferativa, mas também as que ndao possuem essa capacidade e as que se

encontram mortas, cujas velocidades de divisao sao zero (Freshney, 2005).

Efectivamente, todas as caracteristicas anteriormente referidas contribuem para a
atractividade de utilizacdo destas células, contudo o principal interesse da utilizacdo dos
fibroblastos como modelo de estudo prende-se com o facto de estas células serem parte
integrante da pele. E por sua vez a pele possui células que expressam receptores especificos
para hormonas e neurotransmissores.

No caso dos fibroblastos da derme (figura 3), encontram-se identificados receptores de
hormonas peptidicas e neurotransmissores, como sao exemplos os receptores da hormona
paratirdide/péptido relacionado com a hormona paratirdide, da hormona tireoestimulante, da
hormona libertadora de corticotropina, de melacortina, da melatonina, da serotonina e
hormona de crescimento. E também receptores de hormonas esterdides como € o caso dos
receptores de androgénios, receptores de estrogénio tipo a e B, assim como receptores da

hormona tirdide (Zouboulis, 2004).
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Figura 3 - Receptores hormonais identificados em fibroblastos da derme humanos da pele (adaptado de
(Zouboulis,2004)). PTHR/PTHrPR, receptor da hormona paratirdide/péptido relacionado com a hormona
paratirdide; TSH, receptor de hormona tireoestimulante; CRH-1R, receptor da hormona libertadora de
corticotropina do tipo 1; MC -1R, receptor de melacortina do tipo 1; melatonina-1R, receptor de
melatonina tipo 1; 5-HTR, receptores de serotonina; GHR, receptor da hormona de crescimento; AR,
receptor de androgénios; ER -a, -B, receptores de estrogénio do tipo -a e -B; RXR-a, receptores

retindides X do tipo a



Para além de possuir receptores de hormonas e neurotransmissores, a pele também é
considerada um orgdo enddcrino onde ocorre a producao e conversdo de hormonas que sao
libertadas na circulacdo sanguinea e tém um papel importante em diferentes funcdes do

organismo humano (Zouboulis, 2004; Slominski and Wortsma, 2000; Gruber et al., 2002).

2. Os fibroblastos como modelo de estudo da resposta dos
individuos aos estrogénios

Os estrogénios sao as hormonas predominantemente responsaveis pelo aparecimento e
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias femininas, bem como pela regulacao
do ciclo reprodutivo (menstruacao e gravidez) (Gruber et al., 2002; Hall and Phillips, 2005).
Nos homens, os estrogénios também parecem desempenhar um papel critico na funcéo
reprodutiva normal, nomeadamente na espermatogénese e na espermiogénese (Carreau and
Hess, 2010). Além disto, estas hormonas regulam a proliferacdo celular, diferenciacdo e
funcao em tecidos reprodutivos e em tecidos nao reprodutivos, de homens e mulheres,

mediante interaccdo com receptores de estrogénio (Millas and Liquidato, 2009).

Como podemos ver na figura 4, além de promoverem o crescimento e diferenciacdo dos
orgaos sexuais e do tecido mamario, os estrogénios aumentam os receptores hepaticos de
lipoproteinas, o que resulta na diminuicao das concentracdes séricas das lipoproteinas de
baixa densidade do colesterol (Owen and Abbey, 2004). No tracto gastrointestinal, parecem
proteger contra o cancro do coélon, uma vez que a probabilidade de desenvolvimento deste
tipo de cancro em mulheres a receber terapia de substituicdo hormonal parece ser inferior a
das mulheres que nao fazem o tratamento (Johnson et al., 2009). Nos 0ssos, 0s estrogénios
inibem a funcdo dos osteoclastos e estimulam a actividade dos osteoblastos, pelo que
diminuem a reabsorcdo 6ssea e ajudam a prevenir a osteoporose (DiSilvio et al., 2006;
Frenkel et al., 2010). No sistema cardiovascular, apresentam efeitos vasoprotectivos, dado
que aumentam a formacao e libertacdo de dxido nitrico e prostaciclinas nas células
endoteliais e nas células do musculo liso vascular (Meyer and Barton, 2009; Keung et al.,
2011). Na pele, podem retardar ou prevenir os sinais do envelhecimento, uma vez que
aumentam a producdo de colagénio, reduzem a profundidade das rugas, e parecem ter um
papel protector contra o fotoenvelhecimento induzido por radiacao solar ultravioleta
(Zouboulis et al., 2007; Chang et al., 2010). No sistema nervoso central, reduzem as
flutuacoes de humor em mulheres na perimenopausa (Gruber et al., 2002) e parecem possuir
um papel neuroprotectivo (Brann et al., 2007). Adicionalmente, estas hormonas participam
na regulacao de varios processos relacionados com o controlo da homeostase da energia,

nomeadamente no balanco energético, sensibilidade a insulina, funcdao das células B-



pancreaticas, crescimento de adipocitos e na sua distribuicao corporal (Ropero et al., 2008),
sendo actualmente reconhecido, como um importante regulador da homeostase da glucose e
do metabolismo lipidico (Foryst-Ludwig and Kintscher, 2010).

Ainda que o estrogénio seja fundamental a regulacdo de muitos mecanismos fisioldgicos, as
suas accoes nem sempre sao benéficas para o organismo humano, sendo, igualmente,
considerado um factor de risco para o desenvolvimento de neoplasias, particularmente na
mama e no endométrio (Pearce and Jordan, 2004).
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Figura 4 - Resumo dos efeitos do estrogénio em diferentes 6rgaos do corpo humano (adaptado de
(Gruber et al., 2002)).



2.1 Biossintese e metabolismo dos estrogénios

Os estrogénios sdao hormonas caracterizadas pela presenca de um anel aromatico e podem
existir no organismo sob a forma de estradiol, estrona e estriol, que variam nas suas poténcias
individuais (Hall and Phillips, 2005).

A forma predominante no ser humano, e também a mais potente, é o 17B-estradiol (E2). Os
metabolitos do E2, estrona e estriol, sdo agonistas fracos dos receptores de estrogénio (ER)

pelo que apresentam menor poténcia (Hall and Phillips, 2005; Millas and Liquidato, 2009).

Tal como acontece para todas as hormonas esterdides, também o estradiol é sintetizado a
partir do colesterol (Payne and Hales, 2004). Apos ligacdo aos receptores das lipoproteinas, o
colesterol é transportado no sangue por ligacdo a proteinas especificas, as globulinas de
ligacdo a hormonas sexuais, e também pela albumina sérica, para células esteroidogénicas
onde é armazenado e, posteriormente, transportado para os locais de sintese de esterdides
(Gruber et al., 2002).

Nas mulheres nao gravidas o principal local de producdo de estrogénio sdo os ovarios, nas
gravidas a placenta produz a maioria do estradiol circulante. Por outro lado, nas mulheres na
menopausa e nos homens, a producao de estrogénios ocorre em locais extragonadais, como
sdo exemplos o tecido adiposo, a pele, os 0ssos e o cérebro, onde se expressa a aromatase,
uma enzima responsavel pela conversao de androgénios em estrogénios (Simpson and Davis,
2001).

2.1.1 Biossintese de estrogénios

Nas células esterodoidogénicas, a sintese de esterdides envolve uma série de reaccdes
enzimaticas, que convertem o colesterol em androgénios e estrogénios (Gruber et al., 2002).
Estas reaccdes sao mediadas por enzimas do citocromo P450 (CYPs), particularmente pelo
CYP11A, CYP17 e CYP19, e por hidroxiesteroides desidrogenases que incluem isoformas da 38-
desidrogenase (38-HDS) e 17B-desidrogenase (178-HDS).

Numa primeira fase, o colesterol é convertido a pregnenolona por accao da CYP11A. A partir
da pregnenolona, ocorre a sintese de androstenediona por duas vias distintas. Uma das vias
envolve a conversao da pregnenolona a progesterona pela 38-HDS, que por sua vez, por accao
da CYP17 é convertida a 17a-hidroprogesterona e, de seguida, a androstenediona. Pela outra
via, a pregnenolona é convertida a 17a-hidroxipregnenolona e, posteriormente, a

dehidroepiandrosterona por accao da CYP17, que depois origina a androstenodiona.
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Uma vez sintetizada a androstenediona, a producdo endogena de E2 pode dar-se (figura 5):
(1) via conversao da androstenediona em testosterona pela 178-HDS3 e, posterior,
aromatizacao através da CYP19 a 17B-estradiol; e (2) via aromatizacdo da androstenediona a
estrona, seguidamente convertida a 178-estradiol por meio da 178-HDS1 (Payne and Hales,
2004).
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(CYP 19)
0 HO
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Figura 5 - Estrutura e producédo dos estrogénios endogenos (adaptado de (Gruber et al., 2002)).

2.1.2 Metabolismo do estrogénio

Os estrogénios sao eliminados do organismo humano pela conversao a metabolitos
estrogenicamente inactivos, que sao excretados pelas fezes e urina.

O primeiro passo do metabolismo do E2 consiste na hidroxilacdo do anel fenédlico por accao de
isoformas especificas das CYPs, que geram um grande nimero de metabolitos hidroxilados (2-
, 4-, 6a-, 6B-, 7a-, 12B-, 15a-, 158-, 16a- e 16B- hidroxilados) ja identificados in vivo e in
vitro (Tsuchiya, 2005).

Uma vez que a maioria das CYPs sao abundantemente expressas no figado, o metabolismo do
estradiol é maioritariamente hepatico, onde aproximadamente 80 % do estradiol é convertido
a 2-hidroxiestradiol (2-OHE2) através das CYP1A2 e CYP3A4, e 20% em 4-hidroxiestradiol (4-
OHE2) pela CYP1B1.

Adicionalmente, também pode decorrer a metabolizacdo extra-hepatica do E2, onde as
principais isoformas do CYP envolvidas sao o CYP1A1 que catalisa a hidroxilacao do E2 em 2-
OHE2, e o CYP1B1, altamente expresso nos tecidos alvo do estrogénio (mama, ovario e Utero),

que conduz a producado do metabolito 4-OHE2 (Tsuchiya, 2005).
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Apds hidroxilacao (figura 6), os catecois de estrogénio 2-OHE2 e 4-OHE2 podem ser metilados
pela catecol-O-metiltransferase (COMT) a metoxiestrogénios (2-MeOE2, 2-OH-3-MeOE2 e 4-
MeOE2) ou oxidados pelas CYPs a semiquinonas (E2-2,3-SQ e E2-3,4-SQ), e seguidamente a
quinonas (E2-2,3-Q e E2-3,4-Q). As quinonas sao depois conjugadas pela glutationa-S-

transferase P1 (GSTP1) a conjugados inertes, posteriormente excretados (Parl et al., 2009).
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Figura 6 - Metabolismo do 17B8-estradiol (adaptado de (Parl et al., 2009)).

De uma forma geral, a 2-hidroxilacdo do estrogénio é considerada uma via metabolica
“benigna”, contrariamente a 4-hidroxilacdo, que é considerada carcinogénica por conduzir a
formacao de quinonas electrofilicas, que podem formar aductos com o ADN e, por
consequente provocar dano celular. Este mecanismo é apontado como causa subjacente a
carcenogenecidade mediada por estrogénios (Parl et al., 2009; Chandrasena et al., 2008).

Por outro lado, o metabolismo conjugativo dos catecois e quinonas de estrogénio, mediado
pela COMT e GST, sao referidos como as principais vias de detoxificacao (Chandrasena et al.,
2008).
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2.2 Receptores de estrogénio

Até a data, foram identificadas trés tipos de receptores de estrogénio, designadamente o
receptor de estrogénio alfa (ERa), o receptor de estrogénio beta (ERB) e o receptor de

estrogénio acoplado a proteina G (GPER) (Prossnitz and Barton 2011).

Os receptores classicos de estrogénio (ERs), ERa e ERB, pertencem a uma superfamilia de
receptores nucleares que regulam o crescimento, diferenciacdo e homeostase em células
eucariotas. Como uma classe, que além dos ERs também abrange os receptores das hormonas
da tirdide, vitamina D3 e acido retindico, estes receptores sao factores de transcricdo cuja
actividade é regulada alostericamente através da ligacdo de ligandos (Hanstein et al., 2004).

Destes dois receptores, o ERa foi o primeiro receptor de estrogénio (ER) a ser identificado e
clonado (Greene et al., 1986), enquanto o ERB apenas foi descrito pela primeira vez em 1996
(Mosselman et al., 1996). Embora sejam codificados por genes localizados em diferentes
cromossomas, os dois tipos de ERs apresentam um elevado grau de homologia tanto ao nivel
da sequéncia de aminoacidos que os constitui, como ao nivel das suas estruturas

tridimensionais (Acconcia and Marino, 20011).

Os ERs apresentam uma estrutura de receptores nucleares, sendo constituidos por seis

dominios funcionais, representados na figura 7.

Y, —— E F

AF-1 DED LED AF-2

Figura 7 - Estrutura dos receptores de estrogénio classicos (adaptado de (Hanstein et al., 2004)).

Cada um dos dominios figurados desempenha uma funcao propria. Nomeadamente, o dominio
A/B, que corresponde a porcao N-terminal, esta envolvido nas interaccoes proteina-proteina
e na activagdo da transcricdo de genes; o dominio de ligacdo ao ADN (DBD) ou dominio C,
controla a dimerizacdo do receptor e a ligacdo ao ADN nos genes promotores que contém o
elemento de resposta ao estrogénio (ERE); o dominio D que para além de contribuir para a
dimerizacao do receptor, constitui o local de ligacao as proteinas de choque térmico (Hsps); o
dominio de ligacédo ao ligando (LBD) ou dominio E, liga ao E2 e coopera com o dominio A/B na
sincronizacao da transcricao genética. Embora ainda permanecam algumas duvidas quanto a
funcao da porcao C-terminal do receptor, sabe-se que o dominio F também pode modular a

actividade transcricional do E2 (Hanstein et al., 2004; Acconcia and Marino, 2011).
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No que diz respeito a distribuicao dos ERs pelos diferentes tecidos humanos, os varios estudos
de investigacao levados a cabo nos Gltimos anos indicam que, cada um dos subtipos de ERs
apresenta padrdao de disposicao caracteristico. Particularmente, os receptores ERB foram
maioritariamente identificados em orgdos nao envolvidos na reproducao, como sdo exemplos
o sistema nervoso central, sistema cardiovascular, sistema imunologico, tracto urogenital,
tracto gastrointestinal, rins e pulmoées. Por outro lado, os receptores ERa foram
principalmente identificados nos tecidos associados a reproducdo, como a mama, Utero e
vagina (Millas and Liquidato, 2009).

Para além da interaccdo com os ERs, os efeitos do E2 também podem ser mediados por
ligacdo e activacdo de receptores de estrogénio acoplados a proteina G (GPER),

especificamente ao GPER30 (Prossnitz and Barton 2011).

2.3 Mecanismo de accao dos estrogénios

Desde a clonagem do primeiro ER que tém vindo a aumentar os esforcos para perceber a
complexidade dos mecanismos moleculares subjacentes as diversas ac¢ées do E2 e da
multiplicidade de ligandos sintéticos sobre os ERs. Hoje sabe-se que, os efeitos fisiologicos do
E2 resultam da combinacao das suas accoes sobre os receptores de estrogénio classicos (ERs)
e os GPER (Prossnitz and Barton 2011), que podem modificar a actividade transcricional
celular (mecanismos gendmicos) e promover eventos de sinalizacdo rapida (mecanismos de

accao rapida) (Keung et al.,2011).

2.3.1 Mecanismos de accao genomicos do E2

Os ERs, quando no estado inactivo encontram-se associadas a Hsps, que funcionam como
chaperones e estabilizam os receptores (Gruber et al,2002). Uma vez que o estrogénio
difunde para a célula, este une-se ao dominio de ligacdo do receptor, induzindo uma
modificacao alostérica, que subsequentemente conduz a dissociacao das Hsps.

De seguida, ocorre a dimerizacao do complexo receptor-hormona com outro receptor, e os
dimeros ligam-se ao elemento de resposta ao estrogénio (ERE), uma sequéncia de ADN
especifica presente na regiao promotora dos genes directamente regulados por E2 (figura 8).
Apds ligacdo ao ERE, é iniciada a transcricdo genética, que € regulada por co-factores
proteicos, que podem facilitar (co-activadores) ou reprimir (co-repressores) a expressao
genética (Osborne and Schiff 2005; Hanstein et al., 2004).

A figura 8 ilustra este mecanismo de accao, designado de mecanismo gendmico classico, onde

se pode ver a activacao da transcricao na presenca de co-activadores (A1B1, PCAP e CBP300).
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Figura 8- Mecanismo de accao gendmica classico do E2 (adaptado de (Osborne and Schiff, 2005)).

Além da interaccao directa com os ERE, os ERs também podem regular e activar a transcricido
de genes alvo que nao possuem o ERE. Neste caso, apds dimerizacdao, o complexo receptor-
hormona nao funciona como factor de transcricao, mas interage com factores de transcricao
ligados ao ADN (interaccdao proteina-proteina), nomeadamente com a proteina de
especificidade 1 (Sp1) e com a proteina activadora (AP-1), e controla a transcricdo genética
(Osborne e Schiff 2005). Este mecanismo é usualmente designado de mecanismo gendmico

nao classico (figura 9).

» MRNA

Promotor Gene

Figura 9 - Mecanismo de accao gendomico ndo-classico do E2 (adaptado de (Osborne and Schiff 2005)).
Estes dois mecanismos sao responsaveis pela modulacédo da transcricao dos genes alvo do E2 e

explicam as accoes genomicas induzidas por esta hormona, cujos efeitos celulares somente se

manifestam horas a dias apos estimulacao (Osborne and Schiff, 2005).
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2.3.2 Mecanismos de accao rapida do E2

Os efeitos rapidos do E2 encontram-se descritos em varios tipos de células, incluindo nos
neuronios, células pancreaticas, macrofagos e osteoblastos.

Estes efeitos podem resultar da interaccao desta hormona com os ERs que localizados na
membrana plasmatica, no citoplasma e mitocondrias das células alvo do estrogénio (Keung et
al., 2011). Desta interaccao decorre a activacdo das cascatas de sinalizacdo por proteina
cinase activada por mitogénio (MAPK) e a sinalizacao por fosfatidilnositol-3-cinase (PI3K), que
subsequentemente activam outras vias citosoélicas (Acconcia and Marino, 2011) e produzem os

efeitos rapidos, nao genomicos.

Por outro lado, também se encontra descrito que os efeitos rapidos do E2 podem ser
mediados pela activacao dos GPER30, localizados tanto intracelularmente como na membrana
plasmatica. A ligacdo do E2 a GPER30 conduz a activacao da proteina G, que por sua vez pode
activar multiplos efectores, entre outros, a adenilciclase e a proteina tirosina cinase. Estes
por sua vez estao envolvidos na sinalizacao dos eventos rapidos do E2, mas também podem,
por intermédio da activacdo do receptor do factor de crescimento epidermal, activar

proteinas nucleares ou regular factores de transcricao (Prossnitz et al., 2008).

3. Senescéncia em culturas de fibroblastos normais da derme
humana

Ha 50 anos atras Leonard Hayflick e Paul Moorhead descreveram pela primeira vez o
envelhecimento dos fibroblastos humanos em cultura. Estes investigadores verificaram que,
ap6és um ndmero fixo de divisdbes celulares, os fibroblastos in vitro perdiam,
irreversivelmente, a capacidade proliferativa. Um fenomeno celular que designaram de

senescéncia replicativa (SR) (Hayflick and Moorhead, 1961).

Esta descoberta fomentou o estudo do envelhecimento celular noutros tipos de células,
verificando-se que a SR nado era exclusiva de fibroblastos humanos, e que também ocorria em
células gliais, queratindcitos, células do musculo liso vascular, células endoteliais e em
linfocitos de diversas espécies mamiferas (Cristofalo et al., 2004). Além disto, este fendmeno
também impulsionou a utilizacdo de culturas de células somaticas normais, como modelo de
estudo das modificacoes celulares e moleculares associadas com o desenvolvimento e

envelhecimento (Phipps et al., 2007).
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Ainda que os estudos realizados no ambito de perceber de que forma a SR observada in vitro
se correlaciona com os mecanismos de senescéncia celular in vivo, datem ha mais de 30 anos
atras, esta questao continua a ser alvo de bastante controvérsia. Por um lado, a evidéncia do
decréscimo do potencial replicativo dos fibroblastos da derme em cultura, em funcao da
idade do doador, aponta para uma relacao directa entre a SR e a senescéncia celular in vivo.
Contudo, nao existem evidéncias que confirmem a relacao inversa entre a idade do doador e
a capacidade proliferativa das células. Adicionalmente, o facto de ter sido demonstrado que
certos procedimentos e condicoes de cultura poderiam provocar senescéncia,
independentemente do potencial proliferativo, veio aumentar, ainda mais, a polémica em
torno utilizacdo do modelo de cultura celular para o estudo do envelhecimento (Phipps et al.,
2007).

Apds varias décadas de investigacao, nao se conseguiu estabelecer uma relacao directa entre
a SR e a senescéncia celular in vivo. Todavia, este facto nao invalida a utilizacao das culturas
celulares como ferramenta de estudo dos mecanismos de envelhecimento. De facto, os
fibroblastos humanos em cultura mantém as caracteristicas genéticas, metabdlicas e os
mecanismos de regulacao fisioldgicos, pelo que o recurso a culturas celulares permite estudar
as modificacdes dos mecanismos que ocorrem, enquanto as células sofrem uma deterioracao

previsivel e reprodutivel num ambiente constante (Phipps et al., 2007).

3.1 Sinais de senescéncia in vitro

As subculturas sucessivas dos fibroblastos da derme sao acompanhadas por modificacoes
evolutivas e cumulativas das células, que se prolongam até que estas percam a capacidade
replicativa. Além destas modificacdes decorrentes do normal envelhecimento das células, o
fenotipo senescente dos fibroblastos pode ser induzido prematuramente in vitro devido ao
stress oxidativo gerado por radiacdo UV, perdxido de hidrogénio e transfeccdo de genes
(Rattan, 2010; Kuilman et al., 2010).

Estas alteracdes decorrentes do envelhecimento celular dizem respeito, nao apenas ao
fenotipo estrutural dos fibroblastos, mas também ao fisioldgico, bioquimico e molecular
(Rattan, 2010).

3.1.1 Fendtipo senescente dos fibroblastos

3.1.1.1 Alteracoes estruturais

Uma das modificacbes morfologicas mais pronunciadas, entre as primeiras e as Ultimas

passagens dos fibroblastos em cultura, é o aumento progressivo do tamanho celular e a perda
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do padrao morfolégico homogéneo das culturas (Hwang et al., 2009). Isto é, os fibroblastos
deixam de ter a estrutura fusiforme caracteristica e passam a apresentar uma forma achatada
e irregular, pelo que deixam de se dispor paralelamente ao substrato de cultura (figura 10)
(Rattan, 2010).

Outras modificacdes estruturais resultantes do envelhecimento celular incluem a rigidez do
citoesqueleto e da membrana, o aumento do nimero de vaclolos, e citocinese incompleta
que tem como consequéncia a multinucleacao das células.

Adicionalmente, existem varias alteraces ultra-estruturais identificadas com recurso a
métodos microscopicos electrénicos. Estas alteracdes incluem a alteracdo da forma das
mitocondrias, aumento do nivel de aberracées cromossomicas, condensacdo excessiva da
cromatina, aumento da fragmentacdo nucleolar e do tamanho, e nimero de lisossomas
(Rattan, 2010; Hwang et al., 2006).

Cultura dispersa

——

Cultura confluente

Senescentes: Mais de 95% de tempo de vida completado

Figura 10 - Envelhecimento dos fibroblastos da derme in vitro (adaptado de (Rattan, 2010)).
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3.1.1.2 Alteracoes fisiologicas

Com o envelhecimento, as células da pele tornam-se progressivamente menos activas,
perdem a capacidade de manter varias funcoes fisioldgicas, o que se traduz por exemplo no
declinio da producao das proteinas da ECM e passam a ser mais susceptiveis a efeitos nocivos

de toxinas, farmacos e radiacées (Rattan, 2010; Boyle et al., 2005).

A alteracao da resposta das células durante do envelhecimento é uma das modificacdes mais
significativas, o que pode resultar na reducao da resposta a factores de crescimento e outros
mitogénios. Segundo Phipps et al., esta reducao de resposta ndo se encontra directamente
relacionada com o nUmero e afinidade dos receptores, mas é consequéncia de uma
transducao de sinal inapropriada (Phipps et al., 2007). Efectivamente com a senescéncia
verifica-se uma alteracdo do fluxo de calcio e do potencial de membrana, diminuicao da
actividade dos canais idnicos, da respiracdo mitocondrial e producao de energia. (Phipps et
al., 2007; Rattan, 2010).

3.1.1.3 Alteracdes bioquimicas e moleculares

As alteracbes bioquimicas e moleculares decorrentes do envelhecimento dos fibroblastos
estao na base das modificacdes estruturais e fisiologicas evidenciadas.

Uma das principais alteracoes a este nivel é o bloqueio irreversivel do ciclo celular em fase
G1/GO0. Outras alteragbes incluem o aumento dos niveis de mRNA de proteinas inibidoras do
ciclo celular e inibidoras de proteases, reducao do tamanho dos telémeros (Rattan, 2010),
aumento das espécies reactivas de oxigénio, dos niveis de dano do ADN nuclear e
mitocondrial, acompanhado pela diminuicao da eficiéncia dos mecanismos de reparacao do
ADN (Boyle et al., 2005).

3.1.2 Biomarcadores da senescéncia

Os mecanismos de senescéncia celular sdo acompanhados pelo surgimento de varios
marcadores celulares, que sdo comummente utilizados para identificar células senescentes in
vitro e in vivo. Estes biomarcadores podem reflectir a activacdo dos mecanismos que
contribuem para a senescéncia celular, como é exemplo da inducdo das vias de supressao
tumoral, ou somente acompanhar os mecanismos de senescéncia, como € o caso aumento da
expressao do biomarcador da senescéncia associado a B-galactosidase (SA-B-GAL) (Kuilman et
al., 2010).

Actualmente encontram-se descritos varios marcadores da senescéncia celular, para além das
modificacbes estruturais ou morfoldgicas, e que incluem entre outros a inducao da actividade
da SA-B-GAL, o encurtamento dos telomeros, a activacao de cascatas de supressao tumoral e

expressao de inibidores do ciclo celular. Contudo, uma vez que diferentes mecanismos
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senescentes sao caracterizados por diferentes biomarcadores, estes devem ser seleccionados
de acordo com o fenémeno de senescéncia em estudo, nunca esquecendo que, isoladamente,
nenhum biomarcador consegue identificar células senescentes in vivo e in vitro (Kuilman et
al., 2010).

Num estudo realizado por Mammone et al. em 2006, com o objectivo de averiguar se a SR de
fibroblastos humanos da derme seria resultado processos apoptoticos, foram pesquisados
biomarcadores caracteristicos da apoptose em funcdo do aumento do nimero de passagem
celular. Particularmente, a fragmentacao do ADN, a diminuicdo do potencial de membrana
mitocondrial, o aumento dos niveis de citocromo ¢ citoplasmatico e o aumento da actividade
da cascata de caspases (caspase-3). Além destes, também foi feita analise do ciclo celular, da
viabilidade e morte celular e a actividade da SA-B-GAL, que embora nao sejam especificos do
mecanismo de apoptose ajudaram a demonstrar que, as subculturas sucessivas de fibroblastos

da derme induzem morte celular de natureza apoptotica (Mammone et al., 2006).

4. Interesse da utilizacao dos fibroblastos da derme como
modelo de estudo dos efeitos do 17B-estradiol

Dada a complexidade dos mecanismos de accao dos estrogénios e ao seu papel relevante em
varios mecanismos fisiologicos e patologicos do organismo humano, o interesse em torno
desta hormona continua a ser uma constante nos dias que correm. Como tal, surge a
necessidade de desenvolver um modelo de estudo viavel para compreender estes mecanismos

e tentar desenvolver estratégias para reverter os processos patologicos.

Os fibroblastos, como foi referido anteriormente, sdo células bem caracterizadas e cuja
cultura celular apresenta uma série de vantagens sobre outros tipos celulares. Além disto, foi
confirmado por Haczynski et al., que os fibroblastos da derme sao células alvo dos
estrogénios, uma vez que expressam ambos os receptores ER-a e ER-B (Haczynski et al.,
2002). Adicionalmente, pelo abstract de artigo muito recente, parece ser feita referéncia ao
GPER30 em fibroblastos da derme (Richardson et al., 2011).

Previamente, também o nosso grupo de investigacdo estudou a existéncia ER-a e ER-B em
fibroblastos da derme humana por microscopia de fluorescéncia (figura 11). E por estes
motivos tém vindo a utilizar, entre outras, as culturas celulares de fibroblastos da derme

como modelo de estudo da resposta dos individuos aos efeitos do E2.

20



[A]

Figura 11 - Receptores de estrogénio do tipo alfa [A] e beta [B] em fibroblastos da derme humana (foto

cedida por Breitenfeld L e Ramalhinho AC).
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Objectivos

O presente trabalho tem como principal objectivo estudar a influéncia das passagens
celulares, de culturas de fibroblastos, na resposta ao 17B8-estradiol. Adicionalmente também

se pretende estudar:

1. A correspondéncia entre as respostas do ensaio de viabilidade celular MTT e nimero

de células contabilizado pelo ensaio de exclusao por trypan blue.

2. A reprodutibilidade dos resultados dos dois ensaios realizados entre as passagens
celulares testadas em diferentes condicdes de cultura (tempo de exposicdo a

hormona e meio de cultura).
3. A resposta dos fibroblastos ao E2 ao longo das passagens celulares e com a

modificacdo das condicbes de cultura (tempo de exposicdo a hormona e meio de

cultura.
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Materiais e métodos

1. Nota introdutoria

1.1 Quantificacao da resposta dos fibroblastos em cultura ao 17B-estradiol

através da reducao do sal de tetrazolio MTT

Em muitos trabalhos de investigacao existe a necessidade de quantificar o efeito proliferativo

e/ou citotdxico que compostos especificos podem exercer sobre as células em cultura.

Neste sentido podem ser usados diferentes métodos, como sdao exemplos os métodos baseados
na contagem directa de células, na medicao da actividade metabélica e do contetdo de ADN
celular (Wang et al., 2010). No entanto, uma das metodologias mais, frequentemente,
utilizadas neste tipo de trabalhos consiste na avaliacdo da viabilidade celular, através da
reducdo de sais de tetrazolio, como é o caso do brometo de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazolio (MTT) ((Liu et al., 2006; Krasna et al., 2007; Cho et al., 2008).

O ensaio de determinacao da viabilidade celular por MTT foi originalmente proposto por
Mosmann em 1983, como um procedimento rapido, simples, preciso e econdémico para
avaliacao da citotoxicidade e da proliferacao celular in vitro (Mosmann, 1983). Desde entao,
varias modificacbes foram introduzidas no procedimento, e hoje este ensaio é
frequentemente utilizado em laboratorios de biologia celular de todo o mundo (van Meerloo
etal., 2011).

Este ensaio consiste numa reaccdo colorimétrica, resultante da reducdo do sal amarelo de
tetrazolio MTT, fundamentalmente, pelas succinato-desidrogenases presentes nas
mitocondrias das células viaveis, o que conduz a formacao de um produto pUrpura designado
formazano e que é quantificado espectrofotometricamente ap6s solubilizacdo por um
solvente adequado (Wan et al., 1994; Jaszczyszyn and Gasiorowski, 2008). A quantidade de
cristais de formazano reflecte, na maioria das populacdes celulares, a actividade metabolica
mitocondrial que, esta relacionada com ndmero de células viaveis presentes na cultura

testada (Jaszczyszyn and Gasiorowski, 2008; van Meerloo et al., 2011).

Uma vez que se trata de um ensaio custo-efectivo, com uma vasta aplicabilidade quer em
culturas celulares primarias como em linhas celulares estabelecidas, a reducao do MTT pelas
células viaveis em cultura tem sido um dos métodos mais recomendados para o estudo do

efeito citotoxico de xenobidticos, avaliacdo de taxas de proliferacao e analise da actividade
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celular (Jaszczyszyn and Gasiorowski, 2008; van Meerloo et al., 2011). Apesar disto, este
ensaio apresenta algumas limitacdes, particularmente, o facto de nao conseguir distinguir
claramente entre células quiescentes e células nao viaveis ou mortas. Assim sendo, a
avaliacdo da viabilidade celular ndao deve ser feita unicamente através deste ensaio, mas
mediante a associacdo do ensaio MTT com outros métodos que quantifiquem o numero de
células ou de grupos celulares distintos, o que usualmente envolve a exaustiva contagem de

células na camara de Neubauer, ou o recurso a citometria de fluxo (Berridge et al. 2005).

1.2 Variabilidade entre os protocolos do ensaio de viabilidade MTT

Efectivamente, apos ter sido evidenciada a utilidade do ensaio MTT por Mosmann, este
comecou a ser empregue em muitos laboratorios e varias modificagées foram introduzidas.
Estas modificacdes resultaram de estudos que evidenciaram que, diferentes parametros
afectavam, substancialmente, a sensibilidade e performance da reducao de MTT e, por
consequente, a quantificacao da viabilidade celular. Exemplificadamente, Twentyman e
Luscombe demonstraram a superioridade do dimetilsulfoxido (DMSO) relativamente a outros
solventes na dissolucao dos cristais de formazano (Twentyman and Luscombe, 1987); Vistica
et al. observaram que a reducdo do MTT era variavel entre linhas celulares testadas e que a
presenca de factores metabdlicos no meio de cultura, especificamente da D-glucose,
influenciava a actividade especifica do MTT (Vistica et al., 1991); Wan et al. alertaram para o
facto de a solugao de formazano néo ser estavel a temperatura ambiente, e que o nimero de

células testado é crucial para a reprodutibilidade dos resultados obtidos (Wan et al., 1994).

Embora, ao longo dos anos, varios esforcos tenham sido feitos no sentido de optimizar a
técnica, continua a ndo existir uniformidade entre os protocolos aplicados nos ensaios de
viabilidade de MTT, especificamente nos trabalhos associados ao estudo dos efeitos de

hormonas esteroides sobre culturas de fibroblastos.

Para se ter uma maior percepcao da variabilidade entre os protocolos utilizados em estudos
de resposta, de fibroblastos humanos em cultura a estrogénios, foi efectuada uma pesquisa
bibliografica na base de dados plblica Pubmed relativamente as condicdes de cultura (meio
de cultura e tempo de exposicao) e ao intervalo de passagens testadas. A tabela 1 apresenta
de forma sucinta os dados mais relevantes, relativos a dois artigos cientificos publicados, que

avaliam os efeitos do 17B-estradiol sobre fibroblastos humanos em cultura.
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Tabela 1 - Estudos da resposta de fibroblastos humanos em cultura ao 178-estradiol.

Local anatomico Intervalo de Crg\r;?a:sc (;e:xdis(,:izléltg r;o CondicGes de cultura na
Referéncia de origem dos passagens i E2p i presenca de E2
fibroblastos h i:LLtjijrae: Meio de Tempo Meio de Tempo
cultura (horas) cultura (horas)
Liu et al., Ligamentos aga
2006 cardinais 22-4° Passagens sem FBS 24 2% CH 48
ZStazdogé Gengiva 3°-10° Passagens |  10% FBS 24 10% FBS 24

sem FBS- Meio de cultura sem soro bovino fetal; CH- Meio de cultura com soro bovino fetal tratado com

carvao activado; FBS- Meio de cultura com soro bovino fetal.

2. Reagentes de cultura

e Meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), Sigma Aldrich (Portugal);
o HEPES, Sigma Aldrich (Portugal)
e L-Glutamina, Sigma Aldrich (Portugal)

Piruvato de sodio, Sigma Aldrich (Portugal)

Antibiotico Ab (solucdo de estreptomicina e penicilina)

Soro bovino fetal (FBS), Biochrom (Portugal)

Soro bovino fetal tratado com carvéo activado

Agua MIlLi-Q, Millipore

Tampao fosfato salino (PBS)

0,025 % Tripsina em PBS/EDTA, Sigma Aldrich (Portugal);

17B-estradiol, Sigma Aldrich (Portugal)

0,4 % Trypan blue, Merk (Alemanha)

Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), Sigma Aldrich
(Portugal)

Dimetilsulfoxido (DMSO), Sigma Aldrich (Portugal)

Tampao glicina Sorenson (solucao de 0,1M glicina, 0,1M NaCl com pH ajustado a 10,5
com 0,1M NaHO)
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2.1 Soro bovino fetal tratado com carvao activado

Procedeu-se ao tratamento do soro bovino fetal (FBS) com carvao activado, um procedimento
que permite reduzir os niveis de hormonas esterdides presentes no FBS. Para tal, incubou-se
500mL de FBS com 8g de carvao activado durante 24 horas a temperatura ambiente, seguida
de centrifugacdo por 15 minutos a 4000g para separar o carvao activado do soro.
Posteriormente, o sobrenadante foi esterilizado por passagem através de um filtro de acetato
de celulose com poro de membrana de 0,22pum (Cepa et al., 2008). O soro final foi dividido

em aliquotas que foram armazenadas a -4°C.

3. Cultura celular

Os fibroblastos da derme humana, da linha celular NHDF (Normal human dermal fibroblasts,
ATCC) foram mantidos em cultura numa incubadora (NuAire DHD AutoFlow 5510) a 37°C sob
atmosfera himida de 5% CO,, em meio RPMI 1640 completo, isto é, suplementado com 10% de
soro bovino fetal (FBS), 2nM L-glutamina, 10nM HEPES, 1nM piruvato de sodio e 1% de
Antibiotico Ab (estreptomicina/penicilina). O meio de cultura foi mudado a cada dois a trés
dias, e quando se alcancava a confluéncia procedia-se a subcultura das células em novos

frascos de cultura.

4. Técnicas de cultura celular

4.1 Preparacao e armazenamento dos fibroblastos em cultura

As células utilizadas neste trabalho encontravam-se armazenadas em bancos de células
preservados em azoto liquido (-180°C), na presenca de DMSO, um reagente citoprotector que

permite a sobrevivéncia dos fibroblastos por um periodo de tempo superior a trés anos.

As amostras, descongeladas a temperatura ambiente, adicionou-se cerca de 20 mL de meio de
cultura RPMI completo, a 37°C. Apos centrifugacao a 1000 rpm durante 8 minutos, descartou-
se o0 sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em meio completo, de forma a remover todo o
DMSO. No final, a ressuspensdo celular foi colocada num frasco de cultura de 75 cm?,
adicionou-se meio RPMI completo (0,2mL/cm?) e o frasco foi colocado na incubadora.

Ao longo do trabalho, as células provenientes de culturas confluentes, de diferentes
passagens, foram congeladas e armazenadas para experiéncias posteriores. Para tal, apods

tripsinizacao das culturas com tripsina (0,025%) a suspensao celular foi centrifugada a 1000
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rpm durante 8 minutos. De seguida descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido
em meio RPMI completo com 5% de DMSO. A suspensado final foi dividida em aliquotas,
introduzidas em recipientes apropriados, que foram colocados a -20°C durante 4 horas, depois

mantidos a -80°C por 1 a 3 dias, e finalmente armazenados em azoto liquido a -180°C.

4.2 Subcultura de fibroblastos

Sempre que a cultura de fibroblastos se encontrava proxima da confluéncia procedia-se a
tripsinizacao da mesma. Este procedimento iniciou-se com a remocao do meio e lavagem da
cultura com tampéao fosfato salino (PBS) (0,2mL/cm?), de seguida adicionou-se tripsina (0,13
mL/cm?) e aguardou-se entre 1 a 2 minutos até que a enzima actuasse. Apos confirmacao, ao
microscopio, que os fibroblastos ja se encontravam desagregados do frasco de cultura e das
restantes células, adicionou-se meio RPMI completo (0,2mL/cm?) para neutralizar a enzima. A
suspensao resultante foi entao centrifugada por 8 minutos a 1000 rpm, e no final descartou-se
o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em meio RPMI completo e contadas.
Posteriormente, os fibroblastos foram colocados num novo frasco de cultura para propagacao

da linha celular, e em placas multiwells para a realizacdo de uma nova experiéncia.

5. Ensaios de proliferacao celular na presenca de 17B-estradiol

5.1 Cultura de fibroblastos experimentais

A primeira passagem celular testada neste trabalho laboratorial foi designada como a

primeira para a segunda passagem de NHDF.

Inicialmente foram estabelecidas culturas de fibroblastos em 8 placas multiwells de 24
pocetos na concentracdo de 1x10* células/mL, que foram mantidas em meio RPMI completo
por, aproximadamente, 48 horas até as células aderirem a superficie de cultura.
Adicionalmente, também foi estabelecida uma cultura celular num frasco de 75 cm? para a

manutencao e propagacao dos fibroblastos.
Antes do inicio de cada experiéncia prepararam-se trés meios de cultura diferentes na sua

suplementacao, que foram designados de meio sem FBS, meio FBS e meio CH, e cuja

constituicao se encontra descrita na tabela 2.
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Tabela 2 - Composicao dos diferentes meios de cultura testados.

Meio RPMI 1640 suplementado com 2nM L-glutamina, 10nM HEPES, 1nM piruvato
de sodio e 1% de Antibidtico Ab.

Meio sem FBS

Meio FBS (ou meio Meio RPMI 1640 suplementado com 2nM L-glutamina, 10nM HEPES, 1nM piruvato
RMPI completo) de sodio, 1% de Antibiotico Ab e 10% de FBS.

Meio RPMI 1640 suplementado com 2nM L-glutamina, 10nM HEPES, 1nM piruvato
de sodio e 1% de Antibidtico Ab e 5% de FBS tratado com carvao activado.

Meio CH

Adicionalmente preparou-se uma “solucdo mae” de estradiol com uma concentracio de 10
M, sendo o 17B-estradiol dissolvido em DMSO. Esta solucéo foi dividida em trés aliquotas, duas
das quais foram armazenadas a -4°C para serem utilizadas mais tarde na mesma experiéncia.
De seguida, foram preparadas solucdes intermédias de estradiol, de concentracdes 107 e 107
M, por diluicao da “solucao mae” em meio de cultura sem FBS.

A partir da solucdo intermédia de 10° M os trés meios de cultura foram suplementados com
40nM de E2.

No inicio da experiéncia foi removido e descartado o meio completo, presente em cada um
dos pocetos das 8 placas, e as culturas celulares foram lavadas com PBS. De seguida foi
adicionado, de igual forma para todas as placas, os trés meios suplementados com E2 e os

respectivos meios controlo, em triplicado, de acordo com a figura 12.
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Figura 12 - Disposicao dos meios de cultura nas placas multiwells. (C ggs - Controlo FBS; C sem ras -
Controlo sem FBS; C ¢y - Controlo CH; FBS + E2 - meio FBS com 40 nM E2; sem FBS + E2 - meio sem FBS
com 40 nM E2; CH + E2 - meio CH com 40 nM E2.)
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Das 8 placas iniciais, 6 placas foram incubadas a 37°C com 5% CO, e em 2 placas, escolhidas
aleatoriamente, foram realizados os ensaios de proliferacao que corresponderam ao tempo de
exposicao 0 horas. Numa das placas foi contabilizado o nimero de células em cada um dos
pocetos, e na outra placa foi realizado o ensaio de viabilidade MTT. No final as placas
testadas foram descartadas.

Apds 48 horas de incubacao, outras 2 placas foram testadas e o mesmo procedimento foi
aplicado para os periodos de incubacao de 96 e 144 horas.

De 72 em 72horas os meios controlo e os meios com E2 foram renovados, sempre de acordo

com a figura 12. Quando todas as placas foram testadas dava-se por terminada a experiéncia.

5.2 Contagem do numero de células

Para cada periodo de exposicao ao E2 (0, 48, 96 e 144 horas) foi efectuada a contagem de
células existentes em cada um dos pocetos de uma placa multiwells, através do ensaio de
exclusao de trypan blue com recurso a uma camara de Neubauer. A contagem foi feita em

triplicado para cada um dos diferentes meios, com e sem E2.

Apos aspirar e descartar o meio, adicionaram-se 200 pL de tripsina aos pocetos e aguardou-se,
aproximadamente, um minuto acompanhando-se a reaccdo enzimatica ao microscopio.
Quando a maioria das células ja se encontravam desagregadas do fundo dos pocetos,
pipetaram-se os 200uL de suspensao, que foram colocados em eppendorfs devidamente
identificados e contendo 250uL de meio RPMI completo para neutralizar a tripsina.

De forma a garantir que todas as células tinham sido contabilizadas, voltou-se a adicionar
tripsina aos pocetos, repetindo-se o procedimento anterior. De seguida os eppendorfs foram
centrifugados, numa microcentrifuga por 8 minutos a 1000 rpm, e placa de cultura foi
descartada. No final da centrifugacao aspirou-se, cuidadosamente, o sobrenadante dos
eppendorfs e colocou-se, em cada um destes, 200 yL de meio RPMI completo para

ressuspender o pellet.

Para a contagem das células foram pipetados 10uL da ressuspencao celular para um
eppendorf, ao qual se adicionou 10uL de trypan blue (0,4%). Posteriormente, os 20uL
pipetados foram introduzidos na camara de Neubauer, observada ao microscopio onde foi

realizada a contagem.

Para calcular a concentracao celular ¢ (nimero células/mL) calculou-se a média dos

quadrantes respectivos a cada camara de contagem e foi aplicada a expressao (1).

média dos quadrantes = 2 x 1000pL

" 200pL (1)
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5.3 Ensaio de viabilidade celular MTT

Simultaneamente a contagem de células, para cada periodo de exposicdo, foi preparada uma
solucao de MTT com uma concentracao de 1mg/mL em PBS. Posteriormente foram removidos
e descartados os meios de cultura, adicionou-se 500uL da solucao MTT em cada poceto e os
fibroblastos foram incubados durante 4 horas numa atmosfera de 37°C com 5% CO, ao abrigo
da luz.

Passadas 4 horas, a solucao de MTT foi removida e foram adicionados 200puL de DMSO
juntamente com 25uL de tampéao glicina Sorenson. De seguida, o conteldo dos pocetos foi
transferido para uma microplaca de 96 pocetos que se introduziu no leitor espectofotométrico
de microplacas (Biochrom Anthos 2020), onde foi determinada a densidade 6ptica dos pocetos

a um comprimento de onda 570 nm. No final do procedimento descartaram-se as placas.

6. Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados pela média + desvio padrdo. Para analise estatistica dos
resultados foi utilizado o programa Microsoft Office Excel 2007®, para calcular o teste t-
Student emparelhado e heterocedastico. Os valores de P <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Adicionalmente também se estudou a relacao existente entre os resultados do ensaio MTT e o
numero de células contabilizado. Para tal, calculou-se o coeficiente de correlacao r de
Pearson de acordo com a expressao (2). Onde N é o nimero de pares das observacdes, X
corresponde ao numero de células contabilizado nas varias experiéncias realizadas, em
diferentes passagens mantidas no mesmo meio de cultura, e Y aos valores de leitura de MTT

correspondentes.

B NXXY — (XXNXTY)
JINEX?2 - E0IINEY? - (Y

(2)

Para se testar a significancia do r de Pearson, foi calculada a razao estatistica (t calculado)
com N-2 graus de liberdade (gl) de acordo com a expressao (3), seleccionando-se um nivel de

significancia de 0,05, e sendo o N igual ao numero de pares de observacoes.

roN -2

t=—= (3)

41 —ps
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Apds consulta da tabela 6 em anexo foi feita a comparacao entre o t calculado e o t tabelado,
e sempre que o valor do t calculado foi igual ou superior ao t tabelado (t calculado > t
tabelado) verificou-se haver uma correlacao significativa ao nivel de significancia de 0,05 ,
com (N-2) graus de liberdade.
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Resultados e Discussao

0 estudo da resposta ao 17B8-estradiol foi realizado em passagens celulares contiguas da linha
celular comercial NHDF. Estabeleceu-se que a passagem celular testada na primeira
experiéncia deste trabalho laboratorial seria designada como a primeira para a segunda
passagem de NHDF (12-2%p). Seguidamente, a segunda experiéncia foi realizada em
fibroblastos da terceira para a quarta passagem (32-4°p), a terceira experiéncia em
fibroblastos da quarta para a quinta passagem (42-5%p), a quarta experiéncia em fibroblastos
da quinta para a sexta passagem (52-6°p) e a quinta experiéncia em fibroblastos da sexta para

a sétima passagem (62-72p).

1. Experiéncia modelo

Para cada experiéncia ou passagem celular foram efectuados, simultaneamente, o ensaio de
viabilidade MTT e o ensaio de exclusdo trypan blue, apds os fibroblastos terem sido expostos
a 40nM de E2, por um periodo de incubacdo de 0 horas, 48 horas, 96 horas e 144 horas, na
presenca de trés meios de cultura diferentes na sua suplementacao, o meio FBS (FBS+E2),
meio sem FBS (sem FBS+E2) e meio CH (CH+E2).

Todos os ensaios foram realizados em triplicado e na presenca de controlos, que
corresponderam aos fibroblastos nos diferentes meios de cultura a ser testados, na auséncia
de E2 (controlo FBS, controlo sem FBS e controlo CH).

Os graficos 1 e 2 apresentam os resultados do ensaio MTT e do ensaio de exclusdo trypan blue
para os fibroblastos da 12-2* passagem, e pretendem exemplificar o tipo de resultados que

foram obtidos em todas as experiéncias realizadas.

Primeira para a segunda passagem

4 -
—+— Controlo FBS
= *
f 3 —@—FBS + E2
2 Controlo sem
g, * . FBS
2 =—==sam FBS + E2
(%)
g 1 - * == (Controlo CH
= 3 CH+E2
o B . = X
0 48 96 144

Periodo de exposicao(horas)

Grafico 1 - Valores de leitura MTT dos fibroblastos da 12-22p expostos ao E2 por tempos de incubacao
crescentes, em diferentes meios de cultura. A diferenca estatistica relativa ao controlo é representada
por * (P <0,05).
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Primeira para a segunda passagem
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Grafico 2 - NUimero de células das culturas da 12-2°p expostas ao E2 por tempos de incubacao
crescentes, em diferentes meios de cultura. A diferenca estatistica relativa ao controlo é representada
por * (P<0,05).

Os resultados obtidos sao apresentados como a média + desvio-padrao de trés leituras de MTT
(grafico 1) ou de trés contagens de células (grafico 2), para cada um dos tempos de
exposicao. Sempre que se verifica diferenca significativa (P<0,05) entre o meio com E2 e o

respectivo meio controlo esta € assinalada graficamente.

No periodo de 0 horas de exposicao, isto €, no momento imediatamente antes de ser iniciada
cada experiéncia, foi realizado o ensaio MTT e contabilizado o nimero de células em seis
pocetos escolhidos aleatoriamente. O valor médio + desvio-padrao obtido foi adoptado como
valor absoluto as 0 horas, para todos os meios com E2 e meios controlo, testados na mesma

experiéncia ou passagem celular.

Pela experiéncia modelo podemos verificar que, a resposta dos fibroblastos ao E2 depende do
meio de cultura e do tempo de exposicdo a hormona. Com efeito, é visivel que a maior
proliferacao celular ocorreu em meio com FBS e a menor em meio sem FBS. Além disto, a
resposta ao E2 foi aumentando com o tempo de exposicao a hormona, nos meios FBS e CH. No
caso do meio sem FBS, os valores de leitura MTT (grafico 1) indicam que a proliferacao celular
neste meio comeca a diminuir apos 48 horas de incubacdo, o que é consistente com os efeitos
da privacao do soro, porém pelo grafico 2 vemos que o numero de células na presenca de
meio sem FBS+ E2 aumenta com o tempo. Esta observacédo alerta para as discrepancias entre

os valores de leitura MTT e o niUmero de células contabilizado.
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2. Relacdao entre o ensaio de viabilidade MTT e o ensaio de
exclusao trypan blue

Apos terem sido analisados os resultados dos ensaios efectuados, verificou-se que média dos
valores de leitura de MTT e do nimero de células contabilizado, no periodo de exposicao de 0
horas, foi variavel entre as cinco experiéncias realizadas. E, como o principal objectivo do
trabalho implica a comparacao entre os resultados obtidos nas diferentes passagens celulares,
optou-se por se apresentarem os resultados sob a forma de proporcoes ou razbes de
crescimento entre os periodos de exposicao de 48 horas e 0 horas [48h/0h], 96 horas e 0 horas
[96h/0h] e 144 horas e 0 horas [144h/0h] (exemplo figuras 13,14 e 15).

O desvio-padrao associado as razoes calculou-se de acordo com a expressao (4), onde Q
representa o quociente entre os valores médios X; e X;, e 0, € 6; 0s respectivos desvios-
padrao associados.

logT of

1 2
O quociente, =Q. !_:+_: [4'}'
| -\| x1 x:

2.1 Correspondéncia entre os valores de absorvéncia obtidos no ensaio MTT e
o numero de células contabilizado em diferentes tempos de exposicao, nas

diversas passagens celulares

2.1.1 Na presenca de meio de cultura com FBS

As figuras 13, 14 e 15 representam graficamente as razoes de crescimento, apos 48 horas
([48h/0h]), 96 horas ([96h/0h]) e 144 horas ([144h/0h]), dos valores de leitura de MTT [A] e
do nimero de células contabilizado [B] nas diversas passagens celulares incubadas com E2
(FBS + E2) e em meio controlo sem E2 (controlo FBS). Sempre que se verifica diferenca
estatisticamente significativa (P<0,05) entre as razoes de crescimento do meio FBS + E2 e do

respectivo meio controlo, esta é assinalada graficamente por *.

Apds 48 horas de incubacdo, como é visivel na figura 13 [A], através do ensaio MTT nao se
verificaram diferencas estatisticamente significativas, entre as razdes de crescimento dos
fibroblastos incubados em meio controlo FBS e em meio FBS + E2, em nenhuma das passagens
testadas, apesar dos resultados da 12-2%p e 62-7%p apresentarem um desvio-padrao elevado.
Relativamente ao nUimero de células, a figura 13 [B] mostra que, a excepcao da 12-2%p

(P<0,05), também nao existiram diferencas significativas.
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Figura 13 - Razbes de crescimento [48h/0h] dos ensaios realizados em meio FBS.

Pelo valor do coeficiente de Pearson (tabela 3) verifica-se que, quando os fibroblastos foram
expostos ao E2 por 48 horas em meio FBS, as razdes de crescimento dos valores de leitura de
MTT e do nimero de células contabilizado se encontram fortemente associadas (r=0,997), e

que a correlacao entre os dois ensaios realizados foi significativa (a=0,05; gl=3).

Tabela 3 - Coeficientes de correlacao de Pearson r entre as razoes de crescimento dos valores de MTT e
do nimero de células contabilizado em meio FBS + E2, e as respectivas razoes estatisticas. O t tabelado
(a=0,05; gl=3) é de 3,182.

Tempo de exposicdo ao E2 | Valor r t calculado
48 horas 0,997 | 3,835 (> t tabelado)
96 horas 0,879 | 3,198 (> t tabelado)
144 horas 0,675 | 1,586 (< t tabelado)

Quando o periodo de exposicao foi de 96 horas (figura 14) verificou-se que, em ambos os
ensaios realizados, houve um aumento significativo (P<0,05) das razdes de crescimento dos
fibroblastos incubados em meio FBS + E2 relativamente ao controlo FBS, para todas as
passagens testadas.

Através do coeficiente r (r=0,879) constata-se que, apds 96 horas de exposicao ao E2 em meio
FBS, houve correspondéncia significativa (a=0,05; gl=3) entre as razdes de crescimento dos

dois ensaios, e que esta correlacdo, embora elevada, foi inferior a verificada as 48 horas.
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Figura 14 - Razoes de crescimento [96h/0h] dos ensaios realizados em meio FBS.

Apds 144 horas de incubacao, como se pode observar pela figura 15, as passagens celulares
testadas em meio FBS + E2 continuaram a mostrar uma proliferacao significativa (P<0,05)
comparativamente ao meio controlo FBS, em ambos os ensaios efectuados. Na 62-72 passagem
apenas houve proliferacao significativa (P<0,05) entre as razdes de crescimento do nimero de
células.

Por analise da tabela 3 verifica-se que o valor r (r=0,675) nao foi estatisticamente
significativo (t calculado <t tabelado). Como tal, apos 144 horas de exposicdo ao E2 ndo
existiu correspondéncia significativa, entre as razoes de crescimento dos valores de leitura

MTT e do nimero de células contabilizado.
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Figura 15 - Razoes de crescimento [144h/0h] dos ensaios realizados em meio FBS.

Pelo que foi dado a analisar no ponto 2.1.1 pode afirmar-se que, as razées de crescimento dos
valores de leitura de MTT e do nimero de células contabilizado, nas culturas incubadas em
meio FBS com E2 se encontram significativamente correlacionadas (a=0,05; gl=3) apos 48 e 96
horas. Além disto, pelos valores de r é visivel que esta correlacao foi maior entre os ensaios

realizados as 48 horas.
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Relativamente as culturas de fibroblastos, testadas apds 144 horas de exposicdo ao E2,
verificou-se que nao existiu uma correlacao significativa entre os dois ensaios efectuados.
Esta falta de correspondéncia pode ser justificada, por um lado, pelo facto de no ensaio MTT
terem sido alcancados valores de absorvéncia muito elevados, o que obrigou a diluir as
amostras, aumentando deste modo o erro de leitura. E por outro lado, pelo facto de o niUmero
de células contabilizado estar associado a elevados desvios-padrdao pois, com o aumento do
numero de células, aumenta também a susceptibilidade a erros técnicos de contagem.
Adicionalmente, a falta de correlacao entre os ensaios pode ser devida ao facto de as culturas
mantidas nos pocetos por 144 horas, se encontrarem proximas da confluéncia. Dado a
limitacdo do espaco disponivel, o ciclo celular dos fibroblastos é alterado, a actividade
metabodlica diminui e, subsequentemente, a razao de crescimento do nimero de células
contabilizado deixa de corresponder a actividade metabodlica mitocondrial dos fibroblastos
(Freshney, 2005; Berrigde et al. 2005).

Por estas razdes optou-se por nao se incluir os graficos relativos as 144 horas de incubacao na

sequéncia da apresentacao dos resultados.

2.1.2 Na presenca de meio de cultura sem FBS

As figuras 16 e 17 representam graficamente as razbes de crescimento, apos 48 horas
([48h/0h]) e 96 horas ([96h/0h]) dos valores de leitura de MTT [A] e do numero de células
contabilizado [B] das passagens celulares incubadas com E2 (sem FBS + E2) e em meio
controlo (controlo sem FBS). Sempre que se verifica diferenca estatisticamente significativa
(P<0,05) entre as razdes de crescimento do meio sem FBS + E2 e do respectivo meio controlo,

esta é assinalada graficamente por *.

Por observacao da figura 16 constata-se que, as 48 horas de incubacdo, na 12-22 passagem
ocorreu um aumento significativo (P<0,05) das razdes de crescimento dos valores de leitura
de MTT dos fibroblastos em meio sem FBS + E2 comparativamente ao controlo sem FBS. No
entanto, nas restantes passagens celulares nao se verificaram diferencas estatisticamente
significativas entre as razdes de crescimento dos fibroblastos incubados em meio com E2 e as

razées do meio controlo, independentemente do ensaio efectuado.
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Figura 16- Razdes de crescimento [48h/0h] dos ensaios realizados em meio sem FBS.

Relativamente a correspondéncia entre os dois ensaios, por analise da tabela 4 verifica-se
que, nestas condicoes de cultura, nao existiu uma correlacao significativa entre as razoes de

crescimento dos valores de leitura MTT e do nimero de células contabilizado.

Tabela 4 - Coeficientes de correlacao de Pearson r entre as razoes de crescimento dos valores de MTT e
do nimero de células contabilizado em meio sem FBS + E2, e as respectivas razdes estatisticas. O t
tabelado (a=0,05; gl=3) é de 3,182.

Tempo de exposicdo ao E2 | Valor r t calculado
48 horas 0,759 | 2,019 (< t tabelado)
96 horas 0,582 | 1,242 (<t tabelado)

Quando o periodo de exposicao foi de 96 horas (figura 17) constatou-se que, a excepcao da
12-2%p, ndo existiu diferenca significativa entre as razoes de crescimento dos fibroblastos
incubados em meio sem FBS + E2 e em meio controlo sem FBS, tanto dos valores de leitura
MTT como do nimero de células. Mais uma vez, a 12-2° passagem foi excepcao pois, como
podemos ver pela figura 3.5 [B], a razdo de crescimento do nimero de células em meio sem
FBS + E2 foi significativamente superior (P<0,05) a razao do respectivo controlo sem FBS.

Adicionalmente, pelo coeficiente r (tabela 4) verifica-se que também nao existe correlacao
significativa (tabela 4) entre as razoes de crescimento dos dois ensaios realizados apds 96

horas.
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Figura 17 - Razoes de crescimento [96h/0h] dos ensaios realizados em meio sem FBS.

Os resultados analisados no ponto 2.1.2 mostram que quando fibroblastos de diferentes
passagens foram incubados com E2 em meio sem FBS, ndo se verificou haver uma correlacao
significativa entre as razdes de crescimento dos valores de leitura de MTT e do nimero de
células contabilizado, independentemente do tempo de exposicdo ser de 48 ou 96 horas.

Esta falta de correlacdao deve-se, principalmente, ao facto da privacao de soro tornar os
fibroblastos quiescentes (Bettuzi et al., 1999). Com efeito, neste estado os fibroblastos
apresentam uma actividade metabolica reduzida, que se reflecte na diminuicdo da reducédo
mitocondrial do MTT, mas nao no nimero de células contabilizadas como viaveis no ensaio de

exclusao trypan blue (Berrigde et al., 2005).

2.1.3 Na presenca de meio de cultura com FBS tratado com carvao activado (meio CH)

As figuras 18 e 19 representam graficamente as razdes de crescimento, apos 48 horas
([48h/0h]) e 96 horas ([96h/0h]) dos valores de leitura de MTT [A] e do nimero de células
contabilizado [B] das passagens celulares incubadas com E2 (CH + E2) e em meio controlo
(controlo CH). Sempre que se verifica diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) entre
as razodes de crescimento do meio CH + E2 e do respectivo meio controlo, esta é assinalada

graficamente por *.

Como se pode observar pela figura 18 [A], apos 48 horas de incubacdo n&do existiram
diferencas significativas, entre as razdes de crescimento dos valores de leitura de MTT dos
fibroblastos incubados em meio CH + E2 e em meio controlo CH, em nenhuma das passagens
estudadas. Todavia, pela figura 18 [B] verifica-se que, para a 12-2%p, 5%-6°p e 62-7%p, as
razdes de crescimento do nimero de células em meio CH + E2 foram significativamente

superiores (P<0,05) as razoes dos respectivos controlos CH.
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Figura 18 - Razdes de crescimento [48h/0h] dos ensaios realizados em meio CH.

A aparente falta de correspondéncia que é visivel na figura 18 confirma-se através da analise
da tabela 5, segundo a qual nao existe correlacao significativa entre as razées de crescimento
dos valores de leitura de MTT e do nimero de células contabilizado, apos 48 horas de

exposicao ao E2.

Tabela 5 - Coeficientes de correlacdo de Pearson r entre as razoes de crescimento dos valores de MTT e
do nimero de células contabilizado em meio CH + E2, e as respectivas razoes estatisticas. O t tabelado
(a=0,05; gl=3) é de 3,182.

Tempo de exposicdo ao E2 | Valor r t calculado
48 horas 0,630 | 0,397 (< t tabelado)
96 horas 0,906 3,68 (= t tabelado)

Quando o periodo de incubacao foi de 96 horas, a figura 19 [A] mostra que para a 12-2%p, 32-
4%p e 62-7°p as razOes de crescimento dos valores de leitura MTT foram significativamente
superiores (P<0,05) as razoes do controlo CH. Porém através da figura 19 [B], relativa ao
numero de células contabilizado, é visivel que somente na 12-2°p e 4°-5%p as razdes de
crescimento do nimero de células em meio CH + E2 foram significativamente superiores
(P<0,05) as razoes do controlo CH.

Ainda assim, o coeficiente Pearson (tabela 5) diz-nos que, apos 96 horas, as razoes de
crescimento dos valores de leitura MTT e do nimero de células contabilizado se encontram

significativamente relacionados.
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Figura 19 - Razdes de crescimento [96h/0h] dos ensaios realizados em meio CH.

Para a discussao dos resultados apresentados no ponto 2.1.3, note-se que ja se encontra
descrito que o tratamento do FBS com carvao activado, realizado com intuito de remover os
esteroides presentes no FBS, nao é um processo selectivo e que remove, igualmente, outros

componentes necessarios ao crescimento normal das células in vitro (Esfahani et al., 2010).

Efectivamente a auséncia de correspondéncia entre as razoes dos valores de leitura MTT e do
numero de células contabilizado as 48 horas, pode ser justificada pela privacao de factores de
crescimento (Esfahani et al., 2010), que se reflecte no metabolismo dos fibroblastos, mas nao
no numero de células contabilizado. Embora, também nao se possa por de parte a hipotese de
erro técnico associado a contagem do numero de células.

A existéncia de correlacdo as 96 horas poderia fazer-nos supor que, apos este periodo de
exposicdo, o efeito da presenca de E2 poderia ser superior a privacdao de alguns factores de
crescimento removidos pelo carvao activado. Todavia, uma vez que nao existe bibliografia
que suporte esta hipotese, e dado a grande variabilidade entre as respostas das culturas

incubadas neste meio, a existéncia de correlacao nao parece ter significado.

Adicionalmente é importante notar, que apos analise dos resultados de 2.1.2, 2.1.2 e 2.1.3 se
verificou que os fibroblastos da 12-2% passagem apresentaram razfes de crescimento, que
foram sempre superiores a das restantes passagens, em todos os meios e periodos de
incubacao testados.

Na verdade, a primeira experiéncia foi iniciada (tempo 0 horas) com um nimero de células
inferior as restantes experiéncias. E dado que, as condicdes de cultura foram idénticas para
todas as passagens, supde-se que a superioridade das razoes de crescimento nesta passagem
tenha sido consequéncia da accdo do E2 sobre um menor nimero de células num maior

espaco de cultura disponivel.
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3. Reprodutibilidade dos estudos de resposta ao 17B-estradiol
entre diferentes passagens celulares

Nos trabalhos de investigacdao que utilizam células em cultura como modelo de estudo é,
geralmente, referido o intervalo de passagens nas quais sao realizados os ensaios. Este
intervalo é muito variavel entre os estudos publicados, por exemplo Liu et al. referem usar
fibroblastos entre a segunda e a quarta passagem (Liu et al., 2006), Ostad et al. entre a
terceira e a décima passagem (Ostad et al., 2006) e Yilmaz et al. entre a terceira e a quinta

passagem (Yilmaz et al., 2006).

Por norma, quando o objectivo dos trabalhos nao passa pelo estudo dos fenémenos de
senescéncia celular sao, preferencialmente, utilizadas as primeiras passagens das linhas
celulares em questao, se estas forem comerciais, porém nao é dada relevancia a amplitude

do intervalo de passagens testadas.

No sentido de se averiguar a reprodutibilidade entre a resposta de diferentes passagens ao
E2, quando estas foram testadas pelo mesmo ensaio e nas mesmas condi¢cdes de cultura, foi
aplicado o teste de t-student. Note-se que, apenas vao ser considerados os resultados apos 48
e 96 horas de exposicdo ao E2, no intervalo de passagem que vai da 32-4°passagem a 6°-

7%passagem.

3.1 Reprodutibilidade apds 48 horas de exposicao ao E2

Através dos graficos 3, 4 e 5 podemos observar as razdes de crescimento [48h/0h] dos

fibroblastos das diferentes passagens incubadas com E2 por 48 horas, nos meios de cultura

indicados.
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Grafico 3 - Razdes de aumento [48h/0h] dos valores de leitura MTT e do crescimento do nimero de

células contabilizado, em meio FBS + E2.
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Grafico 4 - Razbes de aumento [48h/0h] dos valores de leitura MTT e do crescimento do numero de

células contabilizado, em meio sem FBS + E2.
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Grafico 5 - Razdes de aumento [48h/0h] dos valores de leitura MTT e do crescimento do nimero de

células contabilizado, em meio CH + E2.

Apos ter sido efectuada a comparacao estatistica entre as razées de aumento dos valores de
leitura de MTT, e entre as razdes de crescimento do niumero de células contabilizado das
quatro passagens celulares, verificou-se que, quando os fibroblastos foram incubados em meio
FBS + E2 (grafico 10) nado existiram diferencas estatisticamente significativas entre as razoes
de crescimento dos valores de leitura de MTT das diferentes passagens. Igualmente, nao
foram verificadas diferencas significativas entre as razdes de crescimento do nimero de
células contabilizado.

Quando foram comparadas as razdes de crescimento das passagens incubadas em meio sem
FBS + E2 (grafico 11), constatou-se que nestas condicdes existiram diferencas significativas
(P<0,05), tanto entre as razoes de crescimento dos valores de leitura de MTT, como entre as
razoes de crescimento do nimero de células contabilizado nas diferentes passagens.

Por fim, quando foram comparadas as razbes de crescimento das passagens celulares

incubadas em meio CH + E2 (grafico 12), também se verificou que existiram variacoes
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significativas (P<0,05) entre as razdes de crescimento dos valores de MTT e entre as razdes de

crescimento do nimero de células das quatro passagens estudadas.
Portanto, apos 48 horas de exposicao ao E2, somente se verificou reprodutibilidade entre a

resposta dos fibroblastos de quatro passagens celulares contiguas, quando estes foram

incubados em meio de cultura suplementado com FBS.

3.2 Reprodutibilidade apds 96 horas de exposicao ao E2

Os graficos que se seguem dizem respeito as razdes de crescimento [96h/0h] dos fibroblastos

das diferentes passagens incubadas com E2 por 96 horas, nos meios de cultura indicados.

Meio FBS + E2
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Grafico 6 - Razdoes de aumento [96h/0h] dos valores de leitura MTT e do crescimento do nimero de

células contabilizado, em meio FBS + E2.
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Grafico 7 - Razdes de aumento [96h/0h] dos valores de leitura MTT e do crescimento do nimero de

células contabilizado, em meio sem FBS + E2.
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Grafico 8 - Razdes de aumento [96h/0h] dos valores de leitura MTT e do crescimento do nimero de

células contabilizado, em meio CH + E2.

Quando o periodo de exposicdo a hormona aumentou para 96 horas, por comparacao das
razoes de crescimento constatou-se que, nas passagens celulares incubadas em meio FBS + E2
(grafico 6) existiram diferencas significativas (P<0,05) tanto entre as razdes de crescimento
dos valores de leitura MTT, como entre as razbes de crescimento do nUmero de células.
Portanto, com o aumento do tempo de incubacao de 48 para 96 horas deixou de haver
reprodutibilidade entre as quatro passagens testadas em meio FBS + E2.

Relativamente as passagens celulares incubadas em meio sem FBS + E2 (grafico 7) e em meio
CH + E2 (grafico 8), quando o periodo de incubacao foi de 96 horas, continuou a verificar-se a
existéncia de diferencas significativas (P<0,05) entre as razdes de crescimento das diferentes
passagens. Ou seja, nestes meios de cultura também n&o existiu reprodutibilidade entre os

ensaios realizados nas diferentes passagens.

Note-se ainda, que apo6s 96 horas de incubacdo em meio sem FBS + E2, o decréscimo das
razoes de crescimento do nimero de células contabilizado com a passagem celular, visivel no
grafico 7, foi estatisticamente significativo (P<0,05). Quer isto dizer que, a razdo de
crescimento da 32-4%p foi significativamente superior (P<0,05) a razao da 42-5%p, que por sua
vez foi significativamente superior (P<0,05) a razao da 5%-6°p, que foi significativamente
superior (P<0,05) a razao da 62-72p.

Esta observacao juntamente com o facto de, nos outros dois meios de cultura, a razao de
crescimento do nimero de células contabilizado na primeira passagem testada também ter
sido significativamente superior (P<0,05) a razdao da Ultima passagem testada, faz-nos
levantar a hipdtese que ao longo do tempo de cultura, as passagens reflectem uma alteracao

celular, eventualmente associada a processos de senescéncia.
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Com efeito, a diminuicao do potencial proliferativo dos fibroblastos em cultura pode ser
explicado pelo desenvolvimento de fénotipo senescente prematuro, induzido por varias
condicoes inerentes a propria cultura (Phipps et al., 2008; Kuilman et al., 2010).
Relativamente a este assunto, um estudo realizado por Boyle et al. em fibroblastos da derme
humana, demonstrou que a presenca de soro no meio de cultura pode ajudar a prevenir, a
senescéncia induzida por radiacdo UV. Estes investigadores demonstraram que, na presenca
de soro, os sistemas de reparacao de ADN dos fibroblastos parecem ser mais eficientes do
quando na auséncia de soro (Boyle et al., 2005).

Por outro lado, nao se sabe ao certo o verdadeiro nimero de subculturas que as células ja
tinham sofrido previamente a realizacdo deste trabalho, pelo que também podem estar

envolvidos outros mecanismos de senescéncia celular (Kuilman et al., 2010).

Pelo que foi dado a analisar no ponto 3 pode afirmar-se que, somente se verificou
reprodutibilidade entre as razoes de crescimento das quatro passagens celulares expostas ao
E2, quando estas foram incubadas em meio FBS por 48 horas. Ou seja, apenas nestas
condicdes a resposta dos fibroblastos a uma mesma concentracao de E2 foi igual entre as
passagens do intervalo estudado. Portanto, a reprodutibilidade entre a resposta de quatro
passagens celulares parece depender das condicoes de cultura, nomeadamente da

suplementacao do meio de cultura e do tempo de incubacao.

Embora neste trabalho se tenha verificado, que nao existiram diferencas significativas
(P<0,05) entre as respostas ao E2 de quatro passagens celulares diferentes, mantidas em meio
de cultura com FBS, esta nao é uma pratica muito concensual entre os investigadores.

Na verdade, ja ha muito que se encontra descrita a influéncia das hormonas esterdides,
naturalmente presentes no FBS, nos resultados de estudos que envolvam os efeitos de
hormonas sobre células em cultura (Milo et al.,1976; Ruedl et al.,1990; Germain and
Harbrioux 1993;). Por outro lado, € bem conhecida a variabilidade qualitativa e quantitativa
existente entre lotes de FBS, o que pode comprometer a reprodutibilidade dos estudos (van
der Valk et al., 2004).

Por estes motivos, e na tentativa de determinar os efeitos de uma concentracao exacta de E2
sobre o crescimento celular, também se encontram descritas metodologias nas quais os
fibroblastos sao incubados em meio sem FBS por algum tempo, para eliminar os efeitos do
soro e, posteriormente, sao incubados com E2 em meio suplementado com FBS tratado com
carvao activado (Liu et al., 2005). Todavia, segundo um estudo publicado em 2010, dado que
o tratamento do FBS com carvao activado nao remove apenas as hormonas esteroides, mas
também outros componentes essenciais ao crescimento in vitro das células, e que a
constituicdo do soro de origem fetal é significativamente diferente da constituicdo do soro
humano, nenhuma destas condicdes representa o impacto das hormonas no corpo humano.
(Esfahani et al., 2010).
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Nesta linha de pensamento, e tendo em conta a variabilidade entre passagens e a
consequente inexisténcia de reprodutibilidade verificada nos meios CH e sem FBS, parece-nos
que, se for garantida a suplementacao do meio de cultura com FBS de um mesmo lote, e se os
estudos de viabilidade celular forem realizados num intervalo de quatro passagens celulares
contiguas é possivel reduzir a variabilidade dos resultados entre passagens, o que se encontra

de acordo com a metodologia utilizada por Ostad et al. (Ostad et al., 2006).

4. Sensibilidade dos fibroblastos ao 17B-estradiol

Como foi evidenciado pelas figuras 13, 16 e 18, quando o ensaio MTT e a contagem de células
foram efectuadas apos 48 horas de incubacdo, com uma ou outra excepcado, ndao foram
verificadas diferencas estatisticamente significativas entre a resposta dos fibroblastos
incubados em meio controlo e em meio com E2. Estes resultados indicam que a exposicao dos
fibroblastos por 48 horas a 40nM de E2, nao teve efeito significativo na proliferacao destas

células, independentemente do meio de cultura utilizado.

Quando o periodo de exposicao ao E2 aumentou para 96 horas, nos ensaios realizados em
meio com FBS (figura 14) constatou-se que, para todas as passagens estudadas, as razdes de
crescimento do meio FBS + E2 foram significativamente superiores (P<0,05) as razdes de
crescimento do meio controlo FBS, nos dois ensaios realizados. Por outras palavras, apos 96
horas de incubacao, os fibroblastos em meio FBS mostraram uma proliferacao significativa
(P<0,05) na presenca de 40 nM E2.

Relativamente aos ensaios realizados em meio sem FBS (figura 17), a semelhanca do que se
verificou as 48 horas, continuou a nao existir diferencas significativas entre as razdes de
crescimento na presenca de E2 e as razbes de crescimento do meio controlo. Como tal,
constata-se que os fibroblastos incubados em meio sem FBS nao demonstraram uma resposta
significativa ao E2, independentemente do periodo de exposicao.

No caso dos ensaios realizados em meio CH (figura 19), verificou-se que, em algumas
passagens, existiram diferencas significativas (P<0,05) entre o meio controlo e o meio com
E2. Todavia, exceptuando a 12-2* passagem, é visivel que as passagens que apresentaram
diferencas significativas no ensaio MTT (12-2%p, 3*-4°p e 62-7%p) nao foram as mesmas que no
ensaio de exclusao trypan blue (13-2%p e 43-5%p). Estes resultados corroboram com a grande

variabilidade entre a resposta das diferentes passagens incubadas neste meio.

Portanto, pelos resultados analisados anteriormente, verificamos que a resposta dos

fibroblastos ao E2 é dependente do meio de cultura utilizado e do tempo de incubacao.
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Relativamente a influéncia exercida pelo meio de cultura, foi visivel que o efeito da privacao
de soro impediu a resposta ao E2 e que, por isso, nao se verificaram diferencas significativas
entre a resposta dos fibroblastos na presenca e auséncia de hormona.

Quanto as culturas incubadas em meio CH, embora em algumas passagens se tenha verificado
proliferacao significativa (P<0,05) em resposta ao E2, os resultados ndo foram reprodutiveis
no intervalo de passagens estudado.

Por outro lado, todas as passagens incubadas com E2 em meio FBS demonstraram uma
proliferacao significativa (P<0,05) apds 96 horas de incubagdo. Todavia, pelo conhecimento
do tempo de ciclo celular dos fibroblastos da derme humana seria de esperar que os efeitos
decorrentes da presenca do 40 nM de E2 fossem observados logo apo6s 48 horas de exposicao
(Betuzzi et al., 1999).

Ora, como foi referido anteriormente, ndo se sabe ao certo o verdadeiro nUmero de
subculturas que as células ja tinham sofrido previamente a realizacao deste trabalho. Como
tal, o facto de a resposta ao E2 apenas ter sido significativa apos 96 horas podera estar,
eventualmente, associado a alteracdo de resposta que caracteriza o fenétipo senescente
(Phipps et al., 2007).

Por outro lado, observamos que a primeira experiéncia realizada (12-2%p), devido a erro
técnico de contagem, foi iniciada com um numero de células inicial (valor absoluto as 0
horas) inferior ao das posteriores experiéncias e que, provavelmente, por este motivo
apresentaram razbes de crescimento, nas diferentes condicoes de culturas, que foram
superiores as razoes de crescimento das posteriores passagens. Além disto, em algumas
condicOes esta passagem mostrou uma proliferacao significativa (P<0,05) na presenca de E2,
logo as 48 horas. Por isto, pensa-se que o maior nimero de células inicial das restantes

passagens pode, também, ter sido um factor limitante da proliferacao.

5. Limitac6es do estudo

Existem algumas limitacOes inerentes ao estudos de envelhecimento realizados in vitro. Na
verdade, estes estudos sao bastante morosos e nao podem ser repetidos, a ndao ser que a cada
subcultura sejam armazenadas em azoto liquido aliquotas correspondentes as passagens
celulares testadas. Ainda assim, tera sempre de se ter em conta o stress provocado pelos

processos de congelamento, descongelamento e tripsinizacao associada.
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Conclusoes

Através do estudo da resposta de culturas de fibroblastos NHDF ao 17B-estradiol pode

concluir-se o seguinte:

e A reprodutibilidade entre a resposta de quatro passagens celulares contiguas de NHDF
apenas foi verificada, quando as culturas foram incubadas em meio suplementado
com FBS e expostas ao E2 por 48 horas.

e A relacao entre os valores de absorvéncia de MTT e nimero de células contabilizado
so foi assegurada quando os fibroblastos foram incubados em meio suplementado com

FBS nos periodos de 48 e 96 horas.

e A resposta dos fibroblastos ao E2 somente se mostrou significativa apos 96 horas de

incubacdo em meio suplementado com FBS.
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Protocolo ideal

As condicOes experimentais ideais para a utilizacao dos fibroblastos NHDF em cultura, como

modelo de estudo da resposta a estrogénios devem respeitar os seguintes parametros:

v

v

v

De forma a garantir a reprodutibilidade dos ensaios, assim como a correspondéncia
entre valores de absorvéncia de MTT e numero de células, as culturas devem ser

sempre incubadas em meio suplementado com FBS.

Uma vez que para além da reprodutibilidade, a sensibilidade aos estrogénios também
€ um factor fundamental, deve ser estabelecido um equilibrio entre a
reprodutibilidade e a sensibilidade. Para tal, se o tempo de incubacao escolhido for
de 96 horas a falta de reprodutibilidade deve ser compensada com a realizacao de um
maior nimero de estudos. Por outro lado, se os ensaios forem iniciados com um
menor nimero de células pode conseguir-se um aumento de sensibilidade as 48 horas,

garantindo-se assim a reprodutibilidade.
De forma a reduzir a variabilidade entre a resposta de diferentes passagens o ideal

seria que todas as experiéncias de um mesmo ensaio fossem realizadas na mesma

passagem celular.
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Anexo

Tabela 6 - Valores de t aos Niveis de significancia de 0,05 e 0,01.

gl 0,05 0,01
1 12,706 63,657
2 4,303 9,925
3 3,182 5,841
4 2,776 4,604
5 2,571 4,032
6 2,447 3,707
7 2,365 3,499
8 2,306 3,355
9 2,262 3,250
10 2,228 3,169
11 2,201 3,106
12 2,179 3,055
13 2,160 3,012
14 2,145 2,977
15 2,131 2,947
16 2,120 2,921
17 2,110 2,898
18 2,101 2,878
19 2,093 2,861
20 2,086 2,845
120 1,980 2,617
o 1,960 2,576
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