CULTIVO IN VITRO DE CÉLULAS VERO EM DIFERENTES MEIOS DE CULTURA
(In Vitro culture of Vero cells in different culture media) 
Solano Dantas MARTINS1*; Layla Cely Rodrigues ANDRADE2; Maria Alice Felipe OLIVEIRA2; Ana Normélia Pereira de MORAIS3; Anderson Nascimento de ANDRADE2; Vânia Marilande CECCATTO4; Valdevane Rocha ARAÚJO4. 
1Curso de Bacharelado em Biomedicina Centro Universitário Maurício de Nassau; 2Universidade Estadual do Ceará (UECE/CCS); 3 Universidade Estadual do Ceará (UECE/PPGCV); 4 Professora da Universidade Estadual do Ceará (UECE/CCS)
*E-mail: solanodantas59@gmail.com

RESUMO 
As células da linhagem Vero, oriundas do rim do macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops), são uma das linhagens de células contínuas de mamíferos mais comumente utilizadas em pesquisas. Entretanto, o meio de cultivo que melhor mantém sua viabilidade e proliferação ainda é uma incógnita. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi determinar a eficiência de diferentes meios de cultura, RPMI 1640, α-MEM e D-MEM low glucose no cultivo de células da linhagem Vero. Para tal, monocamadas de 1x105 células foram cultivadas em placas de 12 poços, durante o período de 7, 14 ou 21 dias. Pode-se verificar que após 21 dias de cultivo o meio RPMI 1640 aumentou o número de células quando comparado ao αMEM e ao DMEM low glicose, embora a viabilidade não tenha diferido entro os meios. 
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ABSTRACT
The cells of the Vero lineage, cells of the rim of the African green monkey (Cercopithecus aethiops), are one of the continuous mammalian cell lines most commonly used in research. However, the culture medium that best maintains its viability and proliferation still unknown. Thus, the aim of the present study was to determine the efficiency of different culture media, RPMI 1640, α-MEM and D-MEM low glucose, in the in vitro culture of Vero cells lineage. For that, 1x105 cells in monolayers were grown in plates of 12 wells, during 7, 14 or 21 days of culture. It was verified that after 21 days of culture the RPMI 1640 medium increased cell number when compared to αMEM and DMEM low glucose media, although the viability rate has not differed among media.
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INTRODUÇÃO 
          O cultivo celular é uma técnica que vem sendo utilizada há mais de 100 anos na pesquisa científica, capaz de facilitar a análise das propriedades fisiológicas de pouca acessibilidade no organismo intacto (HELGASON e MILLER, 2005). Cultivar células significa isolá-las do tecido de origem, seja este tecido animal ou vegetal, e mantê-las vivas, oferecendo as condições essenciais à sobrevivência e controlando fatores como temperatura, pH e osmolaridade (BARBOSA et al., 2015). Para a realização do cultivo celular, diversos meios foram desenvolvidos e têm sido utilizados. De uma maneira geral, os meios diferem em sua composição de sais, vitaminas, minerais e, principalmente nas concentrações de aminoácidos, ribonucleosídeos e desoxirribonucleosídeos.
         Os meios de cultivo podem ser utilizados de acordo com cada tipo celular, a espécie estudada ou ainda de acordo com a equipe de pesquisa, sendo o seu principal objetivo manter a sobrevivência e promover o desenvolvimento das células em cultivo (ARAÚJO et al., 2014). No tocante à linhagem de células Vero, oriundas do rim do macaco-verde africano (Cercopithecus aethiops; BRETAS, 2011), estas têm tido destaque por sua versatilidade e fácil manipulação, podendo ser cultivadas em diferentes meios, tais como solução salina balanceada de Eagle (HIGASHI et al., 1967), Eagle`s Minimum Essential Medium (EMEM; TAKATA et al., 1994), Dulbecco′s Modified Eagle′s (D-MEM; AMMERMAN et al., 2008) e Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI 1640; ARANDA-SOUZA et al., 2018). Entretanto, ainda não está claro qual o meio de cultivo mais adequado e que melhor mantém a viabilidade das células Vero. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi determinar a eficiência de diferentes meios RPMI 1640, MEM Alpha modification (αMEM) e D-MEM low glucose no cultivo de células da linhagem Vero a fim de reconhecer o meio mais eficaz para o crescimento e viabilidade destas células.
METODOLOGIA
         As células de linhagem VERO foram obtidas através de doação do Laboratório de Biotecnologia e Biologia Molecular (LBBM) da Universidade Estatual do Ceará (UECE), coordenado pela Profa. Dra. Maria Izabel Florindo Guedes. Para início do cultivo das células, as alíquotas doadas foram descongeladas por meio do protocolo de descongelamento que consistiu em colocar as alíquotas 1 min em temperatura ambiente, 1 min no banho Maria, centrifugar e retirar o sobrenadante. Em seguida, foi utilizado o meio D-MEM high glucose (Vitrocell Embriolife) suplementado com 10% de soro de bezerro recém-nascido (NCS; Sigma Aldrich), sendo centrifugado mais duas vezes para a retirada do crioprotetor. Por fim, as células foram ressuspensas e cultivadas no mesmo meio em garrafas de cultivo celular de 25 mm³, contendo 5 ml de meio, até que atingissem confluência de aproximadamente 90%. 
         Após atingir a confluência, as células foram submetidas a tripsinização e repicagem. De maneira resumida, o meio de cultivo presente nas garrafas foi completamente retirado e as células foram lavados com 5 ml de Phosphate Buffered Saline (PBS; Sigma Aldrich). Após a lavagem e retirada do PBS, foram então adicionados 2,5 ml de tripsina-EDTA (Sigma Aldrich) durante 3 a 5 min a 37°C em 5% de CO2 a fim de desgrudar as células da superfície plástica. Em seguida, a tripsina foi neutralizada adicionando-se 2,5 ml de meio D-MEM high glucose suplementado com 10% de NCS. O conteúdo da garrafa foi distribuído e centrifugado em eppendorfs, sendo mantido apenas o pellet de células e retirado o sobrenadante. Ao final deste processo, as células foram ressuspensas com o mesmo meio descrito anteriormente. 
          Após a tripsinização, as células foram repicadas, sendo alocadas em placas de cultivo contendo 12 poços e distribuídas de acordo com os seguintes tratamentos: RPMI 1640, α-MEM, e D-MEM low glucose. Cada tratamento continha 4 poços por placa. Para que cada poço tivesse a mesma quantidade de células, foram coletados 95 μl da alíquota de células, em seguida adicionados de 5 μl de corante Azul de Tripan, sendo realizada a contagem utilizando câmara de Neubauer. A viabilidade e o crescimento das células foram calculados pela seguinte fórmula: Q1+Q2+Q3+Q4/4x10x104, sendo utilizadas 1x105 células por poço com pelo menos, 95% de viabilidade. Foram preparadas 3 placas de 12 poços por repetição, as quais representavam os dias do experimento em o cultivo era finalizado, sendo eles dia 7 (D7), dia 14 (D14) e dia 21 (D21). O cultivo foi realizado em incubadora a 37°C, 5% de CO2 sob atmosfera umidificada. A primeira troca de meio foi realizada após 24 horas, a fim de eliminar as células não aderentes e mortas. Posteriormente, o meio de cultivo foi trocado a cada 48 horas. O crescimento e a viabilidade celulares foram avaliados ao final dos respectivos dias de cultivos D7, D14 e D21, conforme descrito anteriormente. O experimento foi repetido 2 vezes e os resultados foram expressos em média ± EPM. Todos os dados foram analisados por Two-way ANOVA utilizando o software Graphpad Prism (versão 7, Graphpad Software. Inc., San Diego, EUA). Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes quando P<0,05.
RESULTADOS E DISCUSSÃO


Figura 01. Crescimento de células Vero em diferentes meios (RPMI 1640, α-MEM e D-MEM) após 7, 14 ou 21 dias de cultivo in vitro.
A-B Representam diferenças estatísticas entre os meios no mesmo dia de cultivo.
a - b Representam diferenças estatísticas entre os dias 7, 14 ou 21 do mesmo meio.

A Fig. 01 demonstra os resultados de proliferação das células Vero em meio RPMI 1640, α-MEM e D-MEM low glucose. Pode-se observar que após 7 e 14 dias de cultivo, ambos os meios αMEM e RPMI 1640 aumentaram significativamente o crescimento celular. Entretanto, no dia 21 dia, apenas no meio RPMI 1640, o número de células foi significativamente superior quando comparado aos demais meios testados. Corroborando com o presente resultado, Moore et al. (1967) verificaram que o meio RPMI 1640 permitiu um aumento no metabolismo e formação de aglomerados celulares, sinalizando o estabelecimento de uma cultura in vitro sustentável em linhagens celulares derivadas do sangue periférico. Além disso, Blanchard-Channell et al. (1989), comparando os meios RPMI 1640 e MEM na linhagem Vero, concluíram que o RPMI 1640 era o meio mais indicado para o crescimento destas células.
A inibição do crescimento celular observada nos meios D-MEM e α-MEM (apenas após 21 dias) pode estar relacionada a presença do aminoácido triptofano na composição destes meios. Embora a taxa de viabilidade tenha sido similar entre os meios testados no presente experimento, Ritacco et al. (2018) observaram que o triptofano pode ser transformado em tetrahidropentoxilina, 5-hidroxitriptofano, N-formil quinurenina ou outros produtos de oxidação que podem resultar na redução do crescimento celular. Entretanto, sabe-se que os aminoácidos atuam como moléculas de sinalização capazes de diminuir a taxa de apoptose celular em mamíferos. Exemplos como o ácido aspártico, ácido glutâmico, hidroxiprolina, prolina e serina apoiam o crescimento e a produção de proteínas nas células. Outro suplemento de grande valia aos meios de cultivo são as vitaminas, que apesar de algumas não serem consideradas significativas na proliferação celular, vitaminas como biotina e ácido p-aminobenzóico, demonstraram-se eficazes em aumentar o crescimento celular (RITACCO et al., 2018). Deste modo, a ausência destas vitaminas e aminoácidos na composição do meio D-MEM low glucose poderia explicar o baixo crescimento celular observado quando comparado ao RPMI 1640 e ao α-MEM.
Em relação aos resultados de viabilidade celular, todos os tratamentos avaliados obtiveram taxa superior a 90%, sugerindo que, embora as células apresentem crescimento retardado, todos os meios utilizados no presente experimento podem manter as células vivas em cultivo.
CONCLUSÕES
          Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que, embora ambos os meios αMEM e RPMI 1640 sejam capazes de manter a viabilidade e aumentar o número de células em cultivo, o RPMI 1640 seria a opção mais indicada para a promoção do crescimento de células vero.
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