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RESUMO 

 

Santos LM. Soro Bovino Fetal como fator de interferência na produção de citocinas 
por células-tronco de papila apical in vitro [dissertação]. São Paulo: Universidade de 
São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Versão Corrigida. 

 

A endodontia e medicina regenerativa têm demonstrado grande interesse no 

potencial proliferativo e de diferenciação das Células-tronco de Papila Apical 

(SCAP), sendo que muitos estudos têm sido direcionados a avaliar as citocinas 

produzidas por tal população celular. No entanto, o suplemento mais comumente 

utilizado nos meios de cultura, o Soro Bovino Fetal (SBF), apresenta uma 

composição complexa e não totalmente conhecida, podendo interferir em diferentes 

fenômenos, sendo um deles a produção in vitro de citocinas pelas células. Portanto, 

este estudo teve como proposição: 1. avaliar a interferência do SBF na viabilidade 

celular das SCAP ativadas ou não por lipopolissacarídeo de Escherichia Coli (LPS) e 

2. verificar a interferência de diferentes concentrações de SBF na produção das 

citocinas Interleucina (IL)-6, Fator de Crescimento Transformador (TGF)-β1, 

Osteoprotegerina (OPG) e a quimiocina CCL2 no sobrenadante das SCAP ativadas 

por LPS. As células, previamente caracterizadas, obtidas do Biobanco da FOUSP, 

foram cultivadas em meio α-MEM a 10% de SBF, plaqueadas e, após 24h, 48h, 72h, 

7 e 14 dias de estímulo, foram então submetidas ao ensaio de MTT para a avaliação 

da viabilidade celular. A quantificação das citocinas foi realizada através do ensaio 

de imunoabsorção enzimática (ELISA), no tempo experimental de 24h. Os grupos 

foram organizados em triplicata de acordo com a concentração de SBF e presença 

ou não de LPS (1 µg/mL). A análise estatística foi executada aplicando-se a análise 

de variância a dois critérios (two-way ANOVA) seguida de pós-teste de Tukey com 

nível de significância de 5%. Em 24h, as SCAP cultivadas em meio suplementado 

com qualquer concentração de SBF apresentaram maior metabolismo celular 

comparadas àquelas na ausência de soro. Para os tempos experimentais mais 

longos, de 7 e 14 dias, as SCAP ativadas por LPS mostraram um aumento 

significativo na viabilidade celular quanto cultivadas sob 10 e 15% de SBF. As duas 

concentrações testadas de SBF (1 e 10%) interferiram na produção de todas as 

citocinas avaliadas no presente estudo. Esse resultado enfatiza a importância de 



evitar a suplementação com SBF em estudos de detecção de citocinas envolvendo 

SCAP. 

 

Palavras-chave: Soro Bovino Fetal. Citocinas. Células-tronco de Papila Apical - 

SCAP. 

 



   
 

ABSTRACT 
 

Santos LM. Fetal bovine serum as an interference factor in cytokines production by 
stem cells from apical papilla in vitro [dissertation]. São Paulo: Universidade de São 
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Versão Corrigida. 

 

Regenerative endodontics and medicine have shown great interest in the proliferative 

and differentiation potential of Stem Cells from the Apical Papilla (SCAP), and many 

studies have been performed to evaluate the cytokines produced by this cell 

population. However, the most common supplement used in culture media, Fetal 

Bovine Serum (FBS), has a complex composition that is not fully known and may 

interfere with different phenomena; one of these is the in vitro production of cytokines 

by cells. Therefore, this study aimed to: 1. evaluate the interference of FBS on the 

cell viability of SCAP activated or not by Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS) 

and 2. verify the interference of different FBS concentrations in the production of the 

cytokines Interleukin (IL)-6, Transforming Growth Factor (TGF)-β1, Osteoprotegerin 

(OPG) and the chemokine CCL2 in LPS-activated SCAP supernatant. Previously 

characterized cells were cultured at α-MEM medium until plated. Cells were then 

subjected to MTT assay after 24h, 48h, 72h, 7, and 14 days of stimulation with LPS 

(1 µg/mL) at increasing concentrations of FBS for assessment of cell viability. The 

quantification of cytokines was performed by using the enzyme immunosorbent 

assay (ELISA) in the experimental time-point of 24h. The groups were grouped in 

triplicate according to FBS concentration and the presence or absence of LPS (1 

µg/mL). Statistical analysis was performed by using two-way analysis of variance 

(two-way ANOVA) followed by Tukey's post-test with a significance level of 5%. At 

24h, SCAP grown in medium supplemented with any FBS concentration showed 

higher cellular metabolism than those in the absence of serum. For the longer 

experimental times of 7 and 14 days, LPS-activated SCAP showed a significant 

increase in cell viability when grown under 10 and 15% FBS. The two concentrations 

of FBS tested (1 and 10%) interfered in producing all cytokines evaluated in the 

present study. This result emphasizes the importance of avoiding FBS 

supplementation in cytokine detection studies involving SCAP. 

 

Keywords: Fetal Bovine Serum. Cytokines. Stem Cells from the Apical Papilla - 

SCAP. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As células-tronco da papila apical (SCAP) são consideradas uma população 

de células-tronco distinta das células da polpa dentária e têm despertado o interesse 

da odontologia e de outras áreas médicas devido ao seu potencial de proliferação e 

diferenciação. Essas células têm sido estudadas com particular interesse pela 

endodontia regenerativa, (1,2) e as citocinas, por elas produzidas, tem sido um foco 

de pesquisa relevante. (3,4) 

Para a maioria das culturas de células, o Soro Bovino Fetal (SBF) é o 

suplemento de meio mais utilizado, principalmente devido aos seus altos níveis de 

fatores estimuladores de crescimento e baixos níveis de fatores inibidores de 

crescimento. (5) No entanto, tal suplemento pode interferir em fenômenos como 

proliferação e diferenciação celular, modulação de moléculas e mecanismos 

celulares, viabilidade celular e produção de citocinas. (6–12) 

Foi demonstrado que a suplementação com Soro Bovino Fetal (SBF) interfere 

significativamente na produção de citocinas pró-inflamatórias pelas células 

endoteliais in vitro. A simples presença de SBF, mesmo sem estimulação, foi capaz 

de induzir constitutivamente as citocinas esperadas apenas quando ativadas 

imunologicamente, como as Interleucinas (IL)-6 e IL-8. (11) Do ponto de vista 

metodológico, esses achados podem revelar vieses significativos na metodologia 

científica que emprega essa população celular. No entanto, esse comportamento 

pode variar significativamente dependendo da população de células em estudo. 

Portanto, o presente estudo teve como objetivo investigar a interferência do 

SBF usado como suplemento para cultura de células, na padronização de 

experimentos de detecção de citocinas in vitro empregando SCAP. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

[...] Henrietta morreu em 1951, de um caso grave de câncer cervical, ele nos 
contou. Mas, antes de ela morrer, um cirurgião extraiu amostras de seu tumor 
e colocou-as numa placa de Petri. Os cientistas vinham tentando manter 
células humanas vivas em culturas havia décadas, mas elas sempre 
acabavam morrendo. As células de Henrietta foram diferentes: elas 
reproduziam uma geração inteira a cada 24 horas, e nunca pararam. 
Tornaram-se as primeiras células humanas a se reproduzir em laboratório. 
[...]. (13) 

 

 

As células HeLa significaram um avanço revolucionário para a medicina. 

Essas células foram obtidas, sem autorização e consentimento, de um tumor que 

levou à morte Henrietta Lacks, uma mulher negra e de origem humilde. Elas 

marcaram o início da cultura de células humanas em laboratório e foram utilizadas 

em larga escala, pouco tempo depois da morte de Henrietta, para testar a segurança 

e eficácia da vacina da poliomielite, que havia sido desenvolvida em 1952, durante a 

epidemia da doença. Até então, os testes de neutralização eram realizados em 

células de macaco, o que era um problema não somente pela morte dos animais, 

com pouca importância na época, mas também pelo elevado custo, impossibilitando 

testes em larga escala. (13). 

Desde então, os avanços não pararam, a tecnologia de cultura celular 

desenvolvida a partir das células HeLa possibilitaram estudos no campo da virologia, 

fertilizações in vitro, clonagem, genética, além do isolamento de células-tronco. (13–

16). Os estudos com células-tronco são especialmente importantes para a 

engenharia tecidual e medicina regenerativa, devido ao potencial de proliferação e 

diferenciação dessas células. Para serem assim nomeadas, as células precisam 

atender a alguns requisitos como: capacidade de auto renovação, de diferenciação 

em mais de um tipo celular e de manter-se dividindo ao longo da vida. (17) 

As células-tronco podem ser divididas entre pluripotentes, com capacidade de 

diferenciação em qualquer tipo celular, e multipotentes, com capacidade de 

diferenciação em apenas alguns tipos celulares. As Células-Tronco Mesenquimais 

(MSC) são células-tronco multipotentes e podem diferenciar-se em osteoblastos, 

condroblastos, adipócitos, fibroblastos, mioblastos e neuroblastos. (17) As MSC 
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consideradas padrão-ouro, no que diz respeito a capacidade de diferenciação, são 

as células-tronco da medula óssea, mas elas podem ser encontradas em diversos 

outros tecidos, incluindo a polpa dental, o ligamento periodontal e a papila apical. 

(18) 

As células-tronco da papila apical (SCAP - Stem Cells from the Apical Papilla) 

foram isoladas pela primeira vez por Sonoyama e colaboradores em 2006 e foram 

verificados, através de citometria de fluxo, os marcadores de superfície para células-

tronco mesenquimais STRO-1, CD146, CD24, CD166, CD73, CD90, CD105, CD106, 

CD29 e ALP, enquanto que ao mesmo tempo as células apresentaram-se negativas 

para as moléculas de superfície CD34 (marcador de célula endotelial), CD45 

(marcador de linfócitos), CD14, CD18 e CD150. (19) 

O mesmo grupo, em 2008, caracterizou a papila apical e as células-tronco 

dela provenientes. Trata-se de um tecido mole e de superfície lisa encontrado no 

ápice radicular de dentes imaturos e, histologicamente, apresenta-se menos 

vascularizado e com menor densidade celular comparativamente às células da polpa 

dental. Sua função está relacionada ao crescimento e desenvolvimento radicular, 

sendo as SCAP a principal fonte celular para os odontoblastos primários, que 

produzirão a dentina radicular. (1) 

Tal trabalho contribuiu ainda para o entendimento de um fenômeno clínico, 

descrito pela primeira vez por Banchs e Trope em 2004, que consistia na 

apexogênese de um dente com ápice aberto e periodontite apical. Os autores 

propuseram um protocolo para revascularização baseado na descontaminação do 

canal radicular com hipoclorito de sódio (5,25%) e medicação intracanal com uma 

pasta tripla antibiótica a base de Metronidazol, Ciprofloxacino e Minociclina por 28 

dias. Após esse período, através do debridamento apical, seria induzido o 

sangramento objetivando a formação de um coágulo no interior do canal, com 

posterior selamento do dente. O resultado obtido foi a resolução da radiolucidez 

apical, espessamento das paredes radiculares, fechamento do ápice e teste térmico 

frio positivo. (20) A possível explicação seria a sobrevivência das SCAP frente a 

infecção, devido a sua proximidade aos tecidos periapicais e após a desinfecção, 

sua diferenciação em odontoblastos, que continuariam o desenvolvimento radicular. 

(1) 
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As SCAP passaram a representar, então, um importante foco para a 

endodontia regenerativa, mas também despertou o interesse da medicina 

regenerativa, uma vez que apresentam alto potencial proliferativo e de diferenciação 

osteo/odontogênica, mostrando-se superior ao das células-tronco da medula óssea. 

(1,2,21,22) Elas têm sido usadas experimentalmente para regeneração da polpa 

dental, musculo esquelético, tecido ósseo e vasos sanguíneos em modelos animais, 

apresentando resultados favoráveis. (21) Sua aplicação também tem sido realizada 

conjuntamente à scaffolds, um dos focos mais promissores da engenharia tecidual. 

(23) Esses arcabouços permitem o desenvolvimento de culturas celulares em 3D, 

simulando um ambiente mais próximo da realidade, e possibilitando a redução de 

experimentação animal; além de viabilizar a formação de novos tecidos para 

regeneração tecidual em testes pré-clínicos e clínicos. (24,25) 

O avanço nos testes clínicos traz como uma das maiores preocupações a 

transmissão de agentes infecciosos e imunoproteínas xenogênicas aos humanos. 

Os soros de origem animal, utilizados como suplemento nutricional ao meio de 

cultura, carregam proteínas xenogênicas, endotoxinas, vírus, bactérias e príons que 

podem levar a respostas imunológicas em humanos. (26) Por tal razão, células 

cultivadas com Soro Bovino Fetal (SBF) são inutilizáveis na terapia celular. (27) O 

progresso clínico no transplante de células poderá ser otimizado quando a pesquisa 

básica estiver mais bem consolidada e nesse sentido, estratégias têm sido 

estudadas para substituição do SBF, como a suplementação por soro humano 

autólogo ou heterólogo, assim como a suplementação por derivados do sangue, por 

exemplo o lisado de plaquetas humanas. (28) Esse último tem sido considerado a 

melhor alternativa para a medicina regenerativa em substituição aos soros de origem 

animal. Entretanto, o lisado de plaquetas humanas não é considerado prático para a 

utilização laboratorial. (18) 

Devido ao fornecimento das condições para o crescimento, proliferação, 

fixação e metabolismo celular, o SBF ainda é o suplemento de meio de cultura mais 

utilizado para a prática diária em laboratórios. Ele é constituído por uma mistura 

extremamente complexa de constituintes de alto e baixo peso molecular, que atuam 

em diferentes funções celulares. O SBF fornece às células, principalmente: fatores 

de crescimento, hormônios e citocinas; proteínas de ligação e transporte; fatores de 
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fixação e disseminação; aminoácidos e vitaminas; ácidos graxos e lipídeos; e 

inibidores de proteases. (29) No entanto, sua composição não totalmente conhecida 

e a variabilidade entre diferentes lotes são pontos críticos para a padronização, 

confiabilidade e reprodutibilidade dos experimentos in vitro. (30) 

Um estudo publicado em 2016 mostrou que 70% dos pesquisadores falharam 

em reproduzir estudos publicados, e isso foi atribuído à grande variabilidade nos 

lotes de SBF. (31) Tal variabilidade relaciona-se à maneira como o SBF é adquirido. 

Ele é coletado de fetos bovinos em qualquer estágio de desenvolvimento dos últimos 

dois terços de gestação, geralmente descobertos acidentalmente no abate de vacas 

grávidas. (32) Além de seus constituintes, a concentração de SBF no meio de 

cultura também pode variar em diferentes estudos, sendo a concentração de 10% a 

mais comumente empregada. (33) 

Apesar de ser ainda o suplemento mais utilizado, diversos estudos 

demonstraram que o SBF pode interferir em diferentes fenômenos como proliferação 

e diferenciação celular, modulação de moléculas e mecanismos celulares, 

viabilidade celular e produção de citocinas. (6,7,10–12)  

Bian e colaboradores (2015) mostraram que a concentração de 8% de SBF é 

a melhor para promover proliferação e diferenciação de células-tronco 

mesenquimais de medula ósseas em meio de cultura com peptídeo de crescimento 

osteogênico. Análise desse mesmo estudo indicou ainda que as células não podiam 

sustentar a proliferação quando a concentração de SBF era inferior a 5%. (7) No ano 

seguinte (2016), outro grupo observou que a proliferação de células-tronco humanas 

derivadas do tecido adiposo durante a reprogramação foi significativamente 

aumentada pelo SBF em concentração de 20% e 30%. Demonstraram inclusive que 

altas concentrações de SBF podem modular moléculas e mecanismos celulares 

subjacentes ao processo de reprogramação dessas mesmas células. (6) No entanto, 

Queiroz e colaboradores (2021) demostraram que embora na ausência de SBF as 

SCAP não sejam capazes de expressar algumas de suas propriedades celulares, 

como a de formação de colônias e diferenciação condrogênica, essas células ainda 

são capazes de manterem suas características desejáveis, mesmo que de maneira 

reduzida, como a capacidade de diferenciação osteogênica e a atividade 
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proliferativa, essa última confirmada pela imunopositividade do marcador de mitoses 

PHH3 nas células cultivadas em meio livre de soro. (12) 

Na avaliação da viabilidade celular de células-tronco mesenquimais (MSC) 

derivadas da medula óssea, o estudo in vitro de Potier e colaboradores (2007), 

constatou que a privação de nutrientes (provenientes do SBF) é o fator mais forte 

quando comparado hipóxia e privação sérica. As MSC expostas à 48h de hipóxia em 

associação à privação de soro resultaram em morte para a totalidade das células, 

enquanto quando a hipóxia foi associada ao meio com SBF a 10%, essa taxa 

diminuiu pela metade. (10) 

Em estudo que empregou células endoteliais, foi demonstrado que a 

suplementação com SBF interfere de forma relevante na produção de citocinas pró-

inflamatórias in vitro. (11) Ainda a respeito das citocinas, MSC derivadas do cordão 

umbilical cultivadas no meio de cultura sem SBF suprimiram a expressão de 

Interferon gama (IFN-γ), Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) e Interleucinas (IL-21, 

IL-22 e IL-26), enquanto a produção de Prostaglandina E2 (PGE2), da enzima 

Ciclooxigenase-2 (COX-2), assim como de citocinas imunomoduladoras (IL-6, por 

exemplo) foi aumentada nesse mesmo meio. (6) 

A constatação da interferência do SBF em todos esses fenômenos em 

diferentes tipos celulares reforça a possibilidade de sua interferência ocorrer também 

na produção de citocinas pelas SCAP. Tomar conhecimento a respeito desse evento 

é especialmente importante pelo fato de estudos com esse tipo celular muitas vezes 

direcionarem a atenção a essas moléculas. (3,4) A razão para tal direcionamento 

está no fato de as citocinas constituírem um grupo de proteínas secretadas com 

diversas estruturas e funções, afetando quase todos os processos biológicos, tais 

como desenvolvimento embrionário, crescimento e diferenciação de todas as células 

imunes, ativação das funções efetoras dos linfócitos e fagócitos frente à infecção, 

progressão de processos degenerativos, além de ainda estarem relacionas a 

eficácia de vacinas, rejeição de enxertos e diferenciação de células-tronco. (34) 

O termo citocina pode englobar os interferons, as interleucinas, os fatores de 

crescimento mesenquimais, a família dos fatores de necrose tumoral, as adipocinas 

e a família das quimiocinas, essas últimas relacionadas à migração e ao movimento 

celular. Uma das principais características dessas moléculas é a de possuírem 
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múltiplas propriedades biológicas. Elas podem ser divididas de acordo com suas 

funções, algumas desempenham funções pró-inflamatórias, anti-inflamatórias, ou 

podem participar da quimiotaxia de linfócitos, por exemplo. (34–36) 

As citocinas Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral (TNF)-α são 

importantes citocinas pró-inflamatórias. IL-6 é um homodímero pertencente à família 

do tipo I de citocinas, que pode ser produzida por diversos tipos celulares, como 

fibroblastos, células endoteliais, monócitos e células T, por exemplo. (36,37) Em 

condições de homeostasia, a IL-6 geralmente não é produzida constitutivamente 

pelas células, mas sua expressão é induzida por infecções virais, (38) traumas (39) 

ou pelo lipopolissacarídeo (LPS). (40) Ela tem importante função na produção de 

anticorpos, por induzir os linfócitos B em plasmócitos; e também atua na indução de 

proteínas das respostas inflamatórias agudas; (37) e na reabsorção óssea, 

estimulando a diferenciação das células precursoras de osteoclastos e a produção 

da quimiocina CCL2. (39) Assim como IL-6, TNF-α também atua na resposta 

inflamatória aguda frente a patógenos (41) e é produzido por diversos tipos 

celulares, tais como macrófagos e células dendríticas. Ela é capaz de induzir outras 

citocinas inflamatórias, como a própria IL-6, e, quando se liga a receptores 

específicos (TNF-RI), recruta uma proteína que leva as células à morte celular por 

apoptose. (36,42) 

A Interleucina (IL)-10 e o Fator de Crescimento Transformador (TGF)-β1 são 

as mais importantes citocinas com propriedades anti-inflamatórias, além da IL-35. IL-

10 é produzida principalmente por monócitos, macrófagos e células T, e a maioria 

das células teciduais não tem a capacidade de produzi-las; portanto, as suas 

funções principais estão mais relacionadas às células imunes. Dentre seus papéis, o 

de maior relevância está em prevenir e limitar as respostas imunes específicas e 

inespecíficas e, consequentemente, evitar danos teciduais. (43,44) Algumas das 

moléculas que induz a sua expressão são IL-6 e TGF-β. (43,45) Mas TGF-β, além 

dessa ação, é responsável por diversas outras; ele é um mediador fundamental da 

regulação celular, e é alvo de estudo em praticamente todas as áreas da biologia 

celular e até mesmo da clínica médica. (46) A família TGF-β contém, na verdade, 

três isoformas: TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3, sendo TGF-β1 o mais produzido por 

macrófagos e vários outros tipos celulares. Dentre as tantas ações de TGF-β1 estão 

a estimulação da proliferação e diferenciação condrogênica de MSCs, a 
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diferenciação dos precursores de osteoblastos em osteoblastos, e a diminuição da 

expressão de ligante ativador do fator nuclear (NF)-κB (RANK-L) por osteoblastos. 

(36,47) 

RANK-L participa do eixo RANK-L – RANK – OPG. A osteoprotegerina (OPG) 

funciona como um receptor isca, impedindo o fator osteoclástico RANK-L de se ligar 

ao seu receptor RANK [ativador do receptor de (NF)-κB]; este, por sua vez, expresso 

na superfície celular dos monócitos, precursores dos osteoclastos. (47–50) A 

quimiotaxia dos monócitos acontece principalmente através da ação da Proteína 

Quimiotática de Monócitos (CCL2/MCP-1). Essa quimiocina, produzida por células 

teciduais em resposta à infecção, se liga ao seu receptor CCR2, expresso na 

superfície dos monócitos. CCL2 também estimula outros eventos celulares 

associados a quimiotaxia e induz levemente a expressão de citocinas em monócitos. 

(36,51) 

A maioria das citocinas são secretadas na dependência da ativação de suas 

células produtoras, essa ativação geralmente se dá por agentes infecciosos. (34) No 

contexto da endodontia, os microrganismos têm um papel bem estabelecido na 

etiopatogenia das alterações pulpares e periapicais. As bactérias presentes no 

interior do canal radicular são as responsáveis pela progressão e perpetuação da 

periodontite apical. (52–54) Os colonizadores da infecção endodôntica se alteram de 

acordo com a progressão da doença; inicialmente as bactérias anaeróbias 

facultativas são predominantes e, conforme a infecção progride em sentido apical, 

as bactérias anaeróbias estritas e gram-negativas passam a prevalecer. (53,55) 

As bactérias gram-negativas possuem em sua parede celular o 

lipopolissacarídeo (LPS), um fator de virulência que atua como endotoxina, 

participando de diversas etapas de um processo infeccioso. O LPS é um potente 

indutor da resposta inflamatória e o padrão molecular associado a patógenos 

(Pathogen Associated Molecular Patterns - PAMPs) mais estudado. (56,57) Os 

responsáveis pelo reconhecimento de patógenos e seus componentes são os 

receptores Toll Like Receptors (TLRs), sendo o TLR4 o receptor específico 

encarregado pela identificação do LPS e indução da resposta inflamatória. (58) 

Escherichia coli tem o LPS como o seu mais abundante componente e a maioria dos 

estudos in vitro utilizam LPS originário dessa bactéria. (57) 
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Estudos in vitro envolvendo cultura de células geralmente incluem ensaios de 

viabilidade celular como uma importante etapa para certificação de que as células 

estão viáveis nas condições experimentais em questão. (59) O ensaio de MTT (3-

(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de tetrazolina) foi o primeiro ensaio de 

viabilidade celular desenvolvido para uma triagem de alto rendimento e permanece 

popular em laboratórios acadêmicos. Ele consiste na conversão, pelas células 

viáveis e com metabolismo ativo, do MTT em um produto formazan de cor púrpura. 

O exato mecanismo celular de conversão não é totalmente compreendido, mas 

especula-se que esteja relacionado à atividade de enzimas mitocondriais e, portanto 

o ensaio avaliaria a atividade mitocondrial das células. (60) 

Para quantificação de proteínas (como as citocinas) em determinadas 

amostras, o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) é um ensaio amplamente 

realizado por apresentar alta especificidade e sensibilidade. Um dos métodos 

bastante utilizado é o ELISA sanduíche, esse consiste na ligação do anticorpo de 

captura na placa de cultura, seguida da colocação da amostra em que se pretende 

verificar a presença da proteína específica. Tais proteínas se ligam ao anticorpo de 

captura, e então, após a lavagem para remover os não ligantes, são adicionados os 

anticorpos de detecção conjugados à enzima peroxidase, que irão reconhecer a 

proteína. Por fim, é adicionado o substrato que reagirá com a enzima e produzirá 

uma coloração como resultado. (61,62) 

Em suma, para todos os resultados de experimentação científica deve-se ter 

a certificação de que nenhum viés interferiu no estudo. Os estudos in vitro costumam 

ser uma etapa preliminar às pesquisas clínicas e os parâmetros metodológicos 

estabelecidos precisam levar em conta todos os possíveis vieses a fim de não 

elaborar conclusões inadequadas. (63,64) Sendo assim, este estudo foi delineado 

de forma a esclarecer as potenciais interferências que o uso do SBF pode exercer 

sobre ensaios de viabilidade e de detecção de proteínas solúveis em cultura de 

células-tronco da papila apical humanas. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Investigar a interferência da suplementação com Soro Bovino Fetal na 

produção de citocinas por células de papila apical in vitro.  

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

Avaliar a viabilidade celular de SCAP estimuladas com diferentes 

concentrações de SBF, ativadas ou não com LPS. 

Avaliar a quantificação das citocinas IL-6, TGF-β, OPG e CCL2 no 

sobrenadante de SCAP estimuladas por diferentes concentrações de SBF e ativadas 

ou não com LPS. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

O presente estudo foi devidamente aprovado pelo Comitê de Ética da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP) (Parecer: 

4.251.087, CAAE: 29421220.3.0000.0075) (Anexo A). 

 

 

4.1 OBTENÇÃO DE CÉLULAS-TRONCO DE PAPILA APICAL HUMANA 

 

 

A cultura foi iniciada a partir de células-tronco de papila apical (SCAP) obtidas 

no Biobanco da FOUSP. As SCAP utilizadas foram previamente caracterizadas 

fenotipicamente e funcionalmente, de tal forma que expressaram, em níveis típicos, 

os marcadores de superfície de células-tronco mesenquimais CD146, CD24 e 

STRO-1, e de forma mínima os marcadores de células hematopoiéticas (CD45) ou 

endoteliais (CD34). A caracterização foi realizada quando as células se encontravam 

na segunda passagem. A formação de nódulos mineralizados foi detectada 

utilizando a técnica de Vermelho de Alizarina. (65) 

Células na sexta passagem foram descongeladas, e cultivadas em garrafas 

médias para cultura contendo α-Modified Eagle Medium (α-MEM) (Gibco) 

suplementado com 15% de Soro Bovino Fetal (SBF) (Gibco), 2 mM de L-glutamina 

(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, EUA), 100 µM de L-ascorbato-2-fosfato 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 100U/mL de penicilina (Invitrogen), 100 µg/mL de 

estreptomicina (Invitrogen) (meio de proliferação - MP) a 37oC em atmosfera com 

5% de CO2. Após passadas 24h, trocas de meio de cultura (α-MEM) suplementado 

com 10% de SBF foram realizadas a cada dois dias até atingirem 80% de 

confluência. (1) A partir dessa etapa, as células foram então submetidas ao 

protocolo de tripsinização, utilizando solução de tripsina a 0,25%, e plaqueadas para 

os experimentos de viabilidade celular e ELISA, respectivamente, de acordo com a 

fase da pesquisa. 
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4.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR MTT 

 

 

A viabilidade celular das SCAP estimuladas nas diferentes concentrações de 

SBF foi analisada através do ensaio de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil 

brometo de tetrazolina). As células foram plaqueadas em placas de 48 poços numa 

densidade de 1,5 x 104 células por poço. Após 24h o meio foi substituído por α-MEM 

sem SBF para permitir a adaptação celular. Essa condição foi mantida por mais 24h 

e então efetuado o estímulo com 1µg/mL de lipopolissacarídeo de Escherichia coli 

(LPS) (66) nas concentrações crescentes de SBF (0, 0,5, 1, 10 e 15%) em α-MEM. 

Após 24h, 48h, 72h, 7 e 14 dias de estímulo, o sobrenadante celular foi substituído 

por 40uL de solução de MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (5 mg/mL) em 

PBS; e 360uL de α-MEM 10% SBF. As células foram então incubadas a 37°C por 4 

horas, sob proteção de luz. A solução de MTT foi descartada e substituída por 200µL 

de dimetilsulfóxido (DMSO) (Synth, Diadema, SP, Brasil). A placa foi mantida sob 

agitação contínua em mesa agitadora por 20 minutos em temperatura ambiente. A 

densidade óptica foi determinada usando um leitor de placas (Synergy HT, Biotek, 

Instruments, Inc. Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda de 570 nm. Todo o 

experimento foi conduzido em triplicata. 

 

 

4.3 QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS POR ELISA 

 

 

Para quantificação de citocinas, as células foram plaqueadas em placas de 24 

poços numa densidade de 5 x 104 células por poço. Como descrito anteriormente, 

após 24h o meio foi substituído por α-MEM sem SBF e esse mantido por mais 24h, 

quando foi então colocado o estímulo de 1µg/mL de lipopolissacarídeo de 

Escherichia coli (LPS) (66) nas concentrações de 0, 1 e 10% SBF em α-MEM. 

Atingidas 24h de estímulo, o sobrenadante foi coletado em tubos de 1,6mL, 

mantidos em gelo, e centrifugados a 1000g por 5min e 4ºC. O sobrenadante do tubo 

de 1,6mL foi transferido para o tubo de 0,6mL e as amostras armazenadas em 

freezer -80 ºC. A Interleucina IL-6, Fator de crescimento transformador beta (TGF-

β1), osteoprotegerina (OPG), e Proteína Quimiotática de Monócitos (CCL2/MCP-1) 
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foram quantificadas nas amostras por meio de imunoensaio enzimático (ELISA) 

seguindo as instruções do fabricante dos insumos (R&D Systems, Minneapolis, 

EUA). A dosagem das citocinas em meios correspondentes a cada concentração de 

SBF foi também realizada na ausência de células para fins de controle. O 

experimento foi conduzido em quadruplicata. 

 

 

4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

A análise estatística dos dados de viabilidade celular e de quantificação de 

citocinas foi realizada através do software GraphPad Prism 9.0. A verificação do 

padrão de distribuição das amostras foi determinada através do teste de 

normalidade (Shapiro-Wilk). Aqueles que apresentaram distribuição normal foram 

então submetidos à análise de variância a dois critérios (two-way ANOVA) seguida 

de teste de Tukey. O nível de significância de 5% foi adotado para considerar as 

possíveis diferenças estatisticamente significativas entre os grupos. 
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5 RESULTADOS 

 

 

Os resultados obtidos são apresentados nos seguintes tópicos: viabilidade 

celular e produção de citocinas por SCAP. 

 

 

5.1 VIABILIDADE CELULAR 

 

 

O ensaio de MTT, nos tempos experimentais de 24h, 48h, 72h, 7 e 14 dias, foi 

realizado para analisar a atividade metabólica celular das SCAP ativadas com LPS 

sob diferentes concentrações de SBF (0, 0,5, 1, 10 e 15%). A presença de LPS não 

resultou em alterações metabólicas em SCAP ativadas em comparação com cada 

respectivo controle, independentemente da concentração de SBF, mostrando não 

existir interação entre as duas variáveis do estudo (Figura 5.1).  

Em 24h, SCAP cultivadas com qualquer concentração testada de SBF 

apresentaram um aumento significativo na atividade metabólica em comparação 

com o meio sem SBF (Figura 5.1A). Em 48h, um aumento significativo é observado 

em meios suplementados com 10% e 15% de SBF (Figura 5.1B). Considerando os 

períodos experimentais a partir de 72h, um aumento gradual da atividade metabólica 

é observado de maneira concentração-dependente para amostras sem LPS (Figuras 

5.1C, 5.1D e 5.1E). Por outro lado, o mesmo não é observado para células ativadas 

por LPS que, por sua vez, apresentaram um ligeiro aumento para amostras de 0,5 e 

1% de SBF e depois um aumento maior para amostras de 10 e 15% de SBF 

(Figuras 5.1C, 5.1D e 5.1E). 
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Figura 5.1 - ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT) - Absorbância (570nm) obtida a partir do 
ensaio MTT em tempos experimentais de 24h (A), 48h (B), 72h (C), 7 dias (D) e 14 dias 
(E) em SCAP expostas à diferentes concentrações de Soro Bovino Fetal (0; 0,5; 1; 10 e 
15%) ativadas ou não com LPS (1µg/ml). Os resultados mostram média e desvio padrão 
dos experimentos realizados em triplicata. Letras maiúsculas diferentes representam 
diferenças estatísticas dos grupos com mesma concentração de SBF. Letras 
minúsculas diferentes representam diferenças estatísticas dos grupos de diferentes 
concentrações de SBF (Two-Way ANOVA com teste de Tukey, p<0,05) 

 

 

Fonte: A autora.  
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5.2 PRODUÇÃO DE CITOCINAS POR SCAP 

 

 

O Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA) foi realizado para analisar 

quantitativamente a produção de IL-6, TGF-β, CCL2 e OPG por SCAP expostas ao 

LPS sob três concentrações de SBF (0, 1, e 10%) no tempo experimental de 24h.  

Nenhuma das citocinas analisadas foram detectadas nos respectivos 

controles contendo os meios suplementados na ausência de células. A análise 

estatística dos dados demonstrou a ocorrência de interação entre as variáveis 

(presença de LPS e a concentração de SBF) para todas as respectivas citocinas. 

A suplementação do meio com SBF resultou em um aumento na produção de 

IL-6 e TGF-β1 por SCAP em geral. No entanto, para IL-6, não foi mostrada nenhuma 

diferença estatisticamente significativa entre as duas concentrações de SBF 

testadas (Figura 5.2A). Por outro lado, em TGF-β1 foi observado um aumento 

progressivo concentração-dependente (Figura 5.2B). Ainda em IL-6, as SCAP 

cultivadas em meio livre de SBF apresentaram uma produção aumentada da citocina 

quando ativadas por LPS (Figura 5.2A). A produção de TGF-β1 foi significativamente 

reduzida apenas na presença de SBF a 10% (Figura 5.2B). 

Os dados resultantes da produção de CCL2 por SCAP mostram que na 

ausência de SBF, as células ativadas com LPS produziram uma menor quantidade 

da quimiocina. Ao mesmo tempo, na presença de SBF, independentemente da 

concentração testada, não houve diferença estatisticamente significativa entre SCAP 

com e sem ativação por LPS. Foi observado ainda que SCAP cultivadas em meio 

SBF 10%, ativadas ou não com LPS, apresentaram maior produção de CCL2 em 

comparação com as células cultivadas em meio sem SBF ou em baixa concentração 

(1%) (Figura 5.2D).  

Nos resultados da quantificação de OPG, foi verificado que a presença de 

SBF causou uma diminuição na produção dessa citocina por SCAP não ativadas por 

LPS. Uma vez ativadas, a presença do SBF manteve a produção de OPG por SCAP 

menor ou igual aos não suplementados com o soro. Sob a mesma concentração 
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sérica, observou-se redução na produção de OPG por células ativadas por LPS em 

relação às células não ativadas apenas na cultura livre de soro (Figura 2C).  

 

Figura 5.2 - ENSAIO DE IMUNOABSORÇÃO ENZIMÁTICA (ELISA) - Concentração de IL-6 (A), TGF-
ß (B), OPG (C) e CCL2 (D) de acordo com o ensaio ELISA após 24h de exposição à 
diferentes concentrações de Soro Bovino Fetal (0, 1 e 10%) em SCAP ativadas ou não 
com LPS (1µg/ml). Os resultados mostram média e desvio padrão dos experimentos 
realizados em quadruplicata. Letras maiúsculas diferentes representam diferenças 
estatísticas entre grupos com mesma concentração de SBF. Letras minúsculas 
diferentes representam diferenças estatísticas entre grupos de diferentes concentrações 
de SBF (Two-Way ANOVA com teste de Tukey, p <0,05) 

 

Fonte: A autora. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

As células-tronco da papila apical (SCAP) são responsáveis pelo crescimento 

e desenvolvimento radicular e uma importante fonte de odontoblastos, esses 

responsáveis pela formação de dentina radicular. (1,19) Elas têm sido utilizadas em 

estudos de regeneração endodôntica e da área médica devido ao seu potencial de 

proliferação e diferenciação. (1,2,23) Essas células, responsáveis pela rizogênese, 

possibilitaram a revascularização pulpar em dente permanente imaturo e com 

infecção, em protocolo descrito pela primeira vez em 2004. (20) Um melhor 

conhecimento a respeito do comportamento de tal população celular, incluindo os 

mecanismos moleculares a ela relacionados, frente a diferentes condições, 

fisiológicas ou patológicas, é primordial para que se consiga maiores avanços num 

contexto clínico. Para tanto, estudos in vitro utilizando culturas celulares são um 

meio que viabiliza o requerido entendimento sobre seu funcionamento. Porém, em 

geral, o cultivo celular requer uma suplementação do meio de cultura com soro de 

origem animal para fornecer às células melhores condições de proliferação, 

diferenciação e adesão a superfícies plásticas. (27) O SBF é um suplemento 

amplamente utilizado, no entanto, o mesmo pode interferir de diferentes maneiras 

nos experimentos in vitro, afetando a qualidade, reprodutibilidade e confiabilidade 

dos estudos. (30)  

Essa potencial interferência é conhecida; entretanto, ao mesmo tempo, a 

importância da suplementação tem sido descrita. Foi demonstrado que a privação de 

nutrientes é mais crítica do que a hipóxia para células-tronco mesenquimais (MSC). 

MSC expostas à 48h de hipóxia associada à privação de soro resultou em 100% de 

morte, porém quando a hipóxia foi associada ao meio com SBF a 10%, essa taxa 

diminuiu pela metade. (10) O presente estudo mostra que no tempo experimental de 

24h, SCAP cultivadas sem SBF apresentaram menor atividade metabólica em 

comparação com qualquer outra concentração de SBF. A partir de 72h, observou-se 

um aumento considerável na atividade metabólica para meios com 10 e 15% de 

SBF, o que pode significar que a privação de nutrientes é mais crítica para longos 

períodos de cultura, embora a diferença estatística entre meio sem SBF e SBF-

presente tenha sido observada desde o tempo de 24h. 
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Um estudo recente utilizando duas linhagens de SCAP, demonstrou que as 

células cultivadas em meio DMEM-F12 ou α-MEM suplementados com 10% de SBF 

proliferaram mais comparativamente àquelas nos meios livres de soro. O mesmo 

estudo comparou também a capacidade condrogênica e de formação de colônias, e 

verificou que tais evento são dependentes da presença de soro. No entanto, a 

diferenciação osteogênica ocorreu em todos os grupos avaliados, apesar da 

quantidade de depósitos minerais terem sido menores nos grupos sem SBF e em 

meio DMEM-F12, enfatizando a superioridade do meio α-MEM para o cultivo de 

SCAP. Os resultados, em conjunto, mostraram que apesar de suas propriedades de 

proliferação e diferenciação serem reduzidas na ausência de SBF, as SCAP ainda 

são capazes de manterem algumas características desejáveis. (12) Esses achados 

são importantes quando da necessidade em realizar experimentos sem a 

suplementação do meio por motivos da potencial interferência do mesmo nos 

resultados finais. 

Uma vez que as SCAP tem sido importante alvo de pesquisas da área 

endodôntica, e tem-se muito bem estabelecida a relação da microbiologia na 

periodontite apical, (52,53) uma boa compreensão dos desafios bacterianos para 

essas células é necessária para desenvolver pesquisas que os envolvam. As 

bactérias predominantemente envolvidas nas infecções endodônticas são 

anaeróbias e gram-negativas, (53) essas possuem como um dos principais 

componentes de sua membrana o lipopolissacarídeo (LPS), um fator de virulência 

que atua como endotoxina e participa de várias etapas de um processo infeccioso, 

promovendo diferentes respostas imunológicas em células como odontoblastos, 

células-tronco da polpa dentária e SCAP. (66,67) Os Toll Like Receptors (TLRs) 

participam no reconhecimento inicial de patógenos e seus componentes, sendo o 

TLR4 o receptor específico responsável por modular a transdução de sinal celular 

induzida por LPS. (58) Esses receptores são expressos nas SCAP e tem um papel 

central na regulação das respostas imunes inatas, induzindo a expressão de 

citocinas inflamatórias como IL-6, IL-8 e TNF-α. (66)  

A compreensão das respostas celulares de SCAP frente a remanescentes 

microbianos é fundamental, uma vez que os protocolos de regeneração endodôntica 

não recomendam a instrumentação das paredes do canal radicular. (20) A 

sanificação do canal radicular ocorre pelo uso de substâncias químicas utilizadas na 
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irrigação da cavidade pulpar e é conhecido o fato de que parte da microbiota não 

seja totalmente removida no momento da indução do coágulo no interior do canal 

radicular. (68–70) Embora o LPS atue como um indutor de inflamação, estudos 

demonstraram que 1µg/mL de LPS protege as Células-Tronco Mesenquimais (MSC) 

contra a apoptose e aumenta a proliferação. Em contraste, 5 µg/mL de LPS pode 

aumentar a apoptose de MSC e inibir a diferenciação osteo/odontogênica de SCAP 

via autofagia in vitro. (71–73) Também por essa razão, nosso estudo utilizou a 

concentração de 1µg/mL de LPS para ativação celular e os resultados não 

mostraram alterações metabólicas em SCAP ativadas em comparação a cada 

respectivo controle, independentemente da concentração de SBF, não havendo, 

portanto, interação entre as duas variáveis analisadas nesse ensaio (Figura 5.1). No 

entanto, quando verificada a interferência do SBF na produção de citocinas por 

SCAP, foi demonstrado que esse interfere na produção de todas as citocinas 

analisadas, sendo ainda observadas diferentes respostas celulares frente a ativação 

por LPS especialmente na presença e ausência do soro (Figura 5.2).  

Uma das citocinas quantificadas, IL-6, é sabidamente uma das principais 

citocinas pró-inflamatórias produzidas pelas células em resposta à infecção ou dano 

tecidual. (36) Como já descrito, a ativação do TLR4 por LPS induz sua expressão. 

Isso pode explicar a maior produção de IL-6 por SCAP cultivadas em meio livre de 

SBF e ativadas com LPS em comparação às não ativadas pela endotoxina. No 

entanto, ao mesmo tempo, a suplementação do meio com SBF resultou em um 

aumento de IL-6 na presença ou não de LPS, indicando que a composição do SBF é 

suficiente para ativar a produção dessa citocina e anular o aumento induzido pelo 

LPS. O SBF tem uma composição pouco conhecida; uma variedade de fatores de 

crescimento, citocinas, vitaminas, hormônios e carboidratos estão presentes, bem 

como endotoxinas, agentes infecciosos e outros fatores adversos, (29,30) que 

juntamente com proteínas estranhas (por exemplo, antígenos séricos bovinos 

xenogênicos) podem ser os responsáveis pela reação imune das SCAP. 

Ao mesmo tempo em que houve aumento de IL-6, também foi observada 

maior produção de CCL2 em meio com SBF a 10% em comparação com meio livre 

de SBF ou com baixa concentração (1%). CCL2 (monocyte chemoattractant protein-

1, MCP-1) é a mais potente quimiocina na ativação das vias de transdução de sinal 
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que levam à transmigração de monócitos, e estimula vários eventos celulares 

relacionados à quimiotaxia. (51,74) Os monócitos são precursores dos osteoclastos 

e estes participam da reabsorção óssea, nas condições de homeostasia ou frente à 

respostas inflamatórias induzidas por agentes infecciosos. (48,75) 

A suplementação do meio de cultura com SBF resultou ainda em um declínio 

na produção de OPG. Trata-se de uma molécula que compete com o receptor RANK 

[ativador do receptor de (NF)-κB] pelo seu ligante, o fator pró-osteoclástico RANK-L 

[ligante ativador do fator nuclear (NF)-κB] funcionando como um receptor isca. RANK 

é expresso na superfície celular dos precursores dos osteoclastos (48–50) e sua 

ativação por RANK-L induz a maturação do osteoclasto. Na presença de OPG, a 

ligação RANK/RANK-L não ocorre. A produção de RANK-L por SCAP foi detectada 

em concentrações muito baixas por estudos prévios do nosso grupo. (76,77) 

Consequentemente, a diminuição de OPG pode resultar em aumento na razão 

RANK-L: OPG. Essas reações em conjunto, incluindo o aumento de CCL2, estão 

associadas à osteoclastogênese em resposta à infecção, (75) corroborando a 

opinião de que in vitro, o SBF atua como um ativador imunológico em SCAP.  

A presente pesquisa também demonstrou que TGF-β1 aumentou de forma 

concentração-dependente em relação ao SBF. SCAP passaram a produzir três 

vezes mais TGF-β1 quando cultivadas em meio 1% SBF e treze vezes mais quando 

em meio 10% SBF. É possível afirmar que o aumento da detecção dessa citocina é 

resultado de sua produção pelas SCAP e não são provenientes do SBF, uma vez 

que TGF-β1, assim como todas as demais citocinas avaliadas, não foi detectado nas 

amostras dos poços controle livres de células (meio de cultura somente). 

Esse foi um achado de especial importância, pois TGF-β1 é uma citocina 

produzida por diversos tipos celulares e com papéis conhecidos na regulação de 

outras citocinas, tais como IL-6, OPG e CCL2, (78–80) todas também quantificadas 

nesse estudo. O objetivo desse trabalho não foi determinar quais componentes do 

SBF atuam como os estímulos para a secreção da citocina e estudos futuros devem 

ser conduzidos para tal. Mas sabe-se que sua produção em células-tronco 

mesenquimais ocorre quando estímulos, tais como proteínas neurotóxicas, citocinas 

(IL-1 e TNF), produtos provenientes de vírus e bactérias, glicocorticóides e produtos 

de reações de enzimas, levam à ativação da via de NF-kB. (81) Literatura recente 
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mostra ainda que a produção de TGF-β1 por MSC é maior quando essas são 

cultivadas em meio suplementado com aminoácidos. (82) Sabendo-se que na 

composição complexa do SBF podem estar presentes aminoácidos e fatores 

adversos provenientes de agentes infecciosos, esses podem ser sugeridos como 

alguns dos estímulos responsáveis. 

No que se refere a TGF-β1, quando SCAP foram cultivadas com baixa 

concentração de SBF ou na sua ausência, a ativação com LPS não causou 

diferenças significativas em sua produção comparativamente às células não 

ativadas. No entanto, em meio suplementado a 10% de SBF, as células produziram 

menor quantidade da citocina na presença de LPS. De forma contrária às demais 

citocinas analisadas, para TGF-β1, a ativação com LPS só se mostrou na presença 

da concentração mais alta de SBF. 

As respostas celulares observadas frente à ativação por LPS foram 

claramente distintas quando na ausência e presença de SBF. Em IL-6, SCAP 

ativadas expressaram valor de concentração 1,7 vezes maior do que as células não 

ativadas, em meio livre de SBF. Na presença do soro em qualquer concentração, o 

efeito da ativação foi anulado. A interação entre as variáveis do estudo também foi 

verificada no ensaio de ELISA para CCL2.  Quando em meio livre de SBF, as células 

ativadas produziram quantidades inferiores ao seu controle não ativado. No entanto, 

quando sob meio suplementado, o efeito da ativação com LPS deixou de ser 

observado. Para OPG, a ativação com a endotoxina levou à redução de sua 

produção. No entanto, em meio suplementado por SBF essa resposta celular é 

alterada, de forma que a ativação por LPS levou as células a produzirem mais OPG 

com SBF a 1% SBF e anulou diferenças induzidas por LPS na concentração de 10% 

SBF. Em suma, os valores obtidos da quantificação das citocinas na presença de 

SBF sugerem fortemente que o TGF-β1 produzido pelas SCAP regularam a 

produção de IL-6, CCL2 e OPG. Nossos dados estão de acordo com achados da 

literatura, que apontam TGF-β1 como inibidor de IL-6 (80) e estimulador de OPG 

(78) e CCL2. (79) 
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A importância destes achados é fundamental, uma vez que eles em conjunto 

contribuem para reduzir os vieses em pesquisas envolvendo metodologias in vitro 

utilizando culturas de SCAP. Neste estudo, optamos pelo cultivo de SCAP, mas 

outros tipos celulares possivelmente estão sujeitos a tais vieses, uma vez que SBF é 

o suplemento de meio de cultura de origem animal mais comumente utilizado em 

estudos in vitro. (83) Apesar de os estudos com desenhos observacionais serem 

mais sujeitos a vieses do que aqueles com desenhos experimentais, questões 

metodológicas, aparentemente sutis, podem levar a interpretações equivocadas de 

seus resultados. (84) Críticos argumentam que a força da experimentação 

laboratorial está na vantagem em exercer controle sobre uma extensa gama de 

condições. (63) No entanto, deve-se ter bem estabelecidas todas as possibilidades 

de interferências existentes na metodologia aplicada, ainda que vastas. No contexto 

do presente estudo, resultados de quantificação super/subestimados, ou mesmo 

interações imunológicas indesejáveis poderiam ser alguns dos desfechos. 

Essas adversidades provenientes do uso do soro de origem animal, como a 

transmissão de agentes infecciosos e imunoproteínas xenogênicas, o tornam 

inseguro e impossibilitam o seu uso em células cultivadas com finalidade de 

aplicação em terapias regenerativas em humanos. No entanto, o avanço constante 

da engenharia tecidual e das terapias baseadas em células-tronco tem direcionado 

esforços na investigação e desenvolvimento de meios alternativos ao SBF para 

fornecer às células suas condições ideais de cultura. (29) 

Por fim, idealmente, um meio de cultura livre de suplementos de origem 

animal, como o SBF, seria a escolha mais adequada para experimentos de detecção 

de citocinas. Mas, como visto, sua ausência provoca uma considerável alteração da 

atividade metabólica de SCAP, tornando a suplementação necessária, 

principalmente para tempos experimentais de 72h ou acima. Nestas condições, a 

ausência de SBF poderá resultar em morte celular ou autofagia. (85) Alternativas 

tem sido testadas para a substituição do SBF, como o soro humano, que já 

demonstrou permitir proliferação e diferenciação de MSC, (86,87) mas não se tem 

dados quanto à sua interferência na produção de citocinas. Mesmo com o empenho 

em busca de um substituto, ele ainda se mantém como o suplemento mais utilizado 

e, portanto, na necessidade de ensaios de quantificação de citocinas na sua 

presença, deve ser ressaltado, mais uma vez, que as limitações metodológicas 
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devem ser cuidadosamente consideradas e discutidas para a análise correta dos 

resultados. Portanto, a suplementação com SBF deve ser evitada em ensaios de 

quantificação de citocinas em culturas de células, porém deve ser mantido em 

ensaios experimentais de períodos mais longos a fim de preservar o metabolismo 

fisiológico celular.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

SCAP apresentaram maior atividade metabólica quando cultivadas em meio 

suplementado com Soro Bovino Fetal. Esse aumento do metabolismo mostrou-se 

mais significativo em tempos experimentais maiores. 

A interação entre as variáveis presença de LPS e concentração de SBF não 

foi observada no ensaio de MTT. Entretanto, essa interação foi constatada no que 

diz respeito à quantificação de citocinas. 

O Soro Bovino Fetal interferiu na produção de IL-6, OPG, CCL2 e TGF-β1 

pelas SCAP induzida por LPS. A decisão quanto à suplementação do meio deve ser 

considerada de acordo com o alvo de cada estudo. 
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