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RESUMO

As primeiras observacdes de células foram feitas no século XVII, por Robert
Hooke, na Inglaterra, e Anton Von Leeuwenhoek, na Holanda. Em meados de
1885, com os avancos deste conhecimento, Wilhem Roux estabeleceu o
principio da técnica de cultivo celular. Gragas a contribuicdo desta
metodologia, muitas tecnologias, com aplicagcdes médico-veterinarias, puderam
ser desenvolvidas. Dentre estes importantes avancos, destacam-se a producao
de vacinas, a técnica de fertilizacdo in vitro, a compreensao biomolecular da
interacao neuronio-glia, entre outras. Dada a importédncia da técnica, sera
realizada, neste trabalho, uma breve revisao sobre a contribuicdo que esta
proporcionou para o desenvolvimento da area biotecnoldgica humana e animal
nos ultimos anos.
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1 INTRODUCAO
1.1 Historico

As primeiras observacoes de células foram feitas no século XVII, por
Robert Hooke, na Inglaterra, e Anton Von Leeuwenhoek, na Holanda. Foi
Robert Hooke que, ao examinar detalhes de uma placa de cortica, verificou
gue esta era constituida por cavidades, as quais denominou de cella (REHEN &
PAULSEN, 2007). Este termo, no latim, significa pequena cavidade ou gaiola. A
cella ou as células sdo as menores unidades de matéria viva, capazes de se
autoduplicar. Estas podem ser encontradas isoladamente, no seres
unicelulares, ou formar arranjos ordenados, os tecidos, que constituem os
seres pluricelulares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2000). O avanco no
conhecimento destas estruturas ocorreu concomitantemente ao
desenvolvimento dos microscépios. A medida que aumentava a qualidade
desse instrumento, aprendia-se cada vez mais sobre a organizacao celular e
eram desenvolvidas, paralelamente, técnicas que facilitassem essa
compreensao. Uma destas metodologias desenvolvidas foi o cultivo celular.

Cultivos celulares baseiam-se em um conjunto de procedimentos
capazes de manter as células vivas in vitro, fazendo com que as mesmas
consigam preservar ao maximo suas caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e
genéticas.

O inicio da utilizacdo desta técnica ocorreu em meados de 1885 por um
pesquisador, chamado Wilhem Roux, o qual conseguiu fazer com que uma
porcao da medula de um embridao de galinha cultivado em meio a um tampao
contendo salina sobrevivesse durante alguns dias. Desde entdo, tem sido
grande o interesse pelos pesquisadores na tentativa de aprimorar cada vez

mais este conhecimento.
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1.2 Metodologias de cultivo

As células, quando cultivadas in vitro, podem crescer e se multiplicar
em suspensdo, como € o caso das células-tronco neurais (MOLINA-HOLGADO
et al., 2007) ou aderidas em plasticos de cultivo, como no caso das células
obtidas a partir de ovario de hamster chinés, conhecidas como CHO (Chinese
hamster ovary) (SPEARMAN et al., 2005; LAI et al., 2003).

De acordo com a forma em que os cultivos sao realizados, estes podem
ser classificados como primarios, secundarios, explantes, ou de linhagens
celulares. Culturas celulares primarias sao provenientes de células que foram
diretamente obtidas a partir de um organismo, as quais, depois de
devidamente preparadas, sao diretamente cultivadas em uma placa de cultura
celular. Quando essas células sdao retiradas desta placa, através de uma
técnica denominada de repique celular, e colocadas em outra placa, se
estabelece uma nova cultura de células. Neste caso, apds este procedimento,
obtém-se uma cultura secundaria. Quando novamente o procedimento de
repique celular é repetido, se obtém uma cultura tercidria e assim
sucessivamente, até a senescéncia das mesmas. Fragmentos de tecidos ou
orgdos que, colocados em uma placa de cultivo, se aderem e mantém suas
células vivas durante alguns dias nessa condicdo, sao denominados de
explantes. Linhagens celulares sao tipos especificos de células que ja foram
“acostumadas” a viverem no ambiente in vitro e que, por isso, conseguem
sobreviver, se devidamente cultivadas, durante longos periodos de tempo.
Muitas dessas linhagens podem, inclusive, serem geneticamente alteradas,
para se adequarem melhor as condigdes in vitro. Diversas linhagens celulares
ja foram estabelecidas em laboratério, nas mais diversas areas de estudo.

Um fator importante para o sucesso na realizacdo de cultivos celulares
estad relacionado com o conhecimento das necessidades fisico-quimicas dos
diferentes tipos de células. No entanto, a compreensdao destas condicoes

sempre foi um dos grandes desafios para a realizacao da técnica.
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Variacbes no pH, na osmolaridade, concentracdo das substancias,
presenca ou auséncia de glicose, de fatores antioxidantes, fatores de
crescimento, entre outros, sdo alguns dos exemplos que podem alterar a
sobrevivéncia e o desenvolvimento celular in vitro (LEWINSKA et al., 2007).
CondicOes especificas de temperatura e quantidade de gases também precisam
ser consideradas para a realizacdao de um adequado cultivo celular (YASUNO et
al., 1981).

2 DESENVOLVIMENTO

Um dos primeiros grandes avancos clinicos obtidos gracas a técnica de
cultivo celular ocorreu nas décadas de 40 e 50, a qual possibilitou realizar a
producdo de extratos de virus purificados e, por conseqiiéncia, desenvolver e
otimizar a producdao de vacinas. O controle da poliomielite foi uma das
primeiras vacinas produzidas pelos pesquisadores John Franklin Enders,
Thomas Huckle Weller, e Frederick Chapman Robbins e obtidas devido aos
conhecimentos dessa técnica. Desde aquela época, até os dias atuais, o cultivo
celular ainda vem sendo utilizado para a producao de determinadas vacinas.
Em 2006, o Instituto de Tecnologia do Paranda, por exemplo, comecou a
produzir uma vacina anti-rabica para imunizar animais utilizando a técnica de
cultivo celular. Com ela tem sido possivel a obtencao de uma vacina mais pura
e capaz de induzir maior criagcao de anticorpos dos animas e, com isso, maior
protecao.

Gragas aos avancos no conhecimento da técnica de cultivo celular uma
verdadeira revolucdo bioldgica também ocorreu no final da década de 1970,
guando se conseguiu obter com sucesso, na Inglaterra, o primeiro bebé de
proveta do mundo. Quatro anos depois, a area veterinaria também deu um
grande passo em direcdo ao futuro e iniciou sua revolugdo biotecnoldgica, ao
conseguir obter o nascimento do primeiro bezerro a partir da técnica de cultivo
e fertilizacao in vitro de embrides (BRACKETT et al., 1982 apud FREITAS et al.,
2003).
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Desde o nascimento do primeiro animal através da fertilizacao in vitro e
do inicio das técnicas de transgenia, diferentes metodologias de maturagao in
vitro de odcitos, sua fertilizacdo por espermatozdides capacitados in vitro e o
cultivo em meio celular através de monocamadas ou meios definidos
evoluiram. Com isso, essa biotécnica tem possibilitado, além da producdo de
animais transgénicos, estudos de clonagem e da preservacao e multiplicacdo
de animais de excelente nivel genético (TRALDI et al., 2006).

Com os avancos de melhoramento genético, associados a técnica de
producdo in vitro de embrides, tém sido possivel selecionar caracteristicas de
grande interesse econémico e se multiplicar essas caracteristicas de forma
vertiginosa quando comparado a velocidade determinada pelos padroes
naturais de multiplicagao dos animais (monta natural).

Gragas a técnica de cultivo celular e fertilizacdo in vitro, associadas ao
melhoramento das técnicas de transfeccdo, muitos animais transgénicos
puderam ser criados (HAMMER et al., 1985; KRIMPENFORT et al., 1991;
WRIGHT et al., 1991; WALL ET al., 2005). A principal promessa no uso destes
animais geneticamente modificados sao pelo fato dos mesmos poderem ser
utilizados para producgao de substancias farmacolégicas. Com esta técnica é
possivel realizar alteracdes genéticas que alterem a quantidade ou a qualidade
de determinado produto animal. Além disso, cientistas também tém pensado
na realizacao da técnica de transgenia para a melhoria da qualidade de vida.
Por exemplo, com ela ja foi possivel produzir animais que ndo sintetizam o
glicidio lactose, o qual causa certo desconforto intestinal em pessoas que
possuem dificuldade para digerir essa substancia (JOST et al., 1999). A técnica
também ja permitiu aumentar a producdo de substancias com alto valor
financeiro e/ou nutricional, como por exemplo, a caseina do leite, importante
para a producao de queijos (BROPHY et al. 2003).

Com o0s avangos nessas areas de pesquisa, em 1996, foi realizado a
clonagem da ovelha Dolly a partir de células mamarias de uma ovelha adulta
com cerca de seis anos de idade. Essa técnica, realizada através da

transferéncia somatica de nlcleo, na cidade de Edimburgo, no interior da
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Escdcia, serviu para dar continuidade a essa revolucdo biotecnoldgica que vem
ocorrendo nos ultimos anos.

O cultivo celular tem contribuido também para a compreensao de como as
células utilizam os mecanismos de organizagao, estruturacdo e a organogénese
e, com isso, proporcionado uma maior compreensao sobre o que acontece com
a organizacao celular quando alguma destas formas de expressao falha. Além
disso, tem possibilitado criar maneiras de interferéncia nesses mecanismos, de
forma a prevenir e/ou curar determinadas doencgas. Muitas questdes referentes
as interacdes das células neurais entre si, seja neurbénio-neurdnio, ou ainda,
neurénio com célula glial, e o entendimento de como células tumorais
nervosas, especialmente glioblastomas, interagem com neurbnios e como
estes se comportam perante estas células tumorais ja puderam ser
respondidas através do emprego da técnica de cultivo celular (GOMES et al.,
2001; ABREU et al., 1995; GIESE et al., 1995). Esta metodologia também
possibilitou identificar fatores envolvidos na regulagao de diversos mecanismos
bioldgicos (FREIRE et al., 2004; SOUZA et al., 2004; DE SAMPAIO E SPOHR et
al., 2002; GOMES et al., 1999;), bem como tem permitido testar a eficacia de
novas drogas in vitro, como é o caso atual do uso das células-tronco
embrionarias (POUTON & HAYNES, 2005; AHUJA et al., 2007; THOMSON et al.,
2007).

Células de mamiferos mostraram ter potencial elevado como veiculo para
producdo de biofarmacos biologicamente ativos, muitos dos quais, devido a
complexidade da sua estrutura, ndao podem ser produzidos por outros tipos
celulares, como bactérias e leveduras. Estas células sdo as Unicas capazes de
sintetizar proteinas com todos os elementos pds-traducionais necessarios a sua
atividade bioldgica in vivo. Através da utilizagdo do cultivo de linhagens
celulares, a area de engenharia de proteinas tem produzido farmacos
fundamentais para o controle de diversas patologias. Estes normalmente sao
produzidos em grande escala através da realizacao de cultivos em bioreatores

(PRENTICE et al., 2007). Dentre os biofarmacos mais produzidos, encontra-se
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a insulina, interferon, o hormonio do crescimento e a eritropoetina (FOX et al.,
2005; BOUNEMRA-BEM et al., 1997).

A partir da década de 80, cultivos celulares, associados as técnicas de
engenharia genética, permitiram o desenvolvimento de células contendo genes
recombinantes e surgiu, a partir dai, a producdo de biofarmacos
recombinantes. As células mais comumente utilizadas na producao de
biofarmacos sdo as células CHO (SPEARMAN et al., 2005; LAI et al., 2003). O
gene da eritropoetina, por exemplo, foi clonado e transfectado em células
CHO, as quais, através do seu cultivo, sintetizam esse hormoénio, o qual é
importante para estimular a producao de hemacias. (FANDREY et al., 1992) O
fator inibidor de leucemia, conhecido como LIF, também vem sendo produzido
a partir das células CHO geneticamente modificas para maximizar a producdo
dessa substancia (MING-TANG et al., 2006). O LIF, por exemplo, é um fator
utilizado, entre outras coisas, para a manutencdo das células-tronco
embrionarias de camundongo em cultura.

Futuramente, o cultivo celular provavelmente também despontard como
uma grande ferramenta de aplicacao clinica através da realizacdo de terapias
celulares, tanto em animais, quanto na clinica humana, uma vez que podera
favorecer o tratamento de diversas doencas, muitas delas consideradas
incuraveis até o momento, incluindo distrofias musculares, lesbes medulares e
isquémicas, acidentes vasculares cerebrais, traumas cranianos, doencas
hepaticas, renais, auto-imunes, cegueira, cancer etc. Estas patologias
apresentam grande potencial regenerativo e, por esse motivo, poderao,
hipoteticamente, ser curadas através do uso associado das técnicas de cultivo
e terapia celular (GOYA et al., 2007; JOANNIDES & CHANDRAN, 2008).

E importante destacar que, dentre as vantagens da realizacdo de cultivos
celulares em pesquisa, estdao o controle preciso das culturas e a
homogeneidade das amostras obtidas. No entanto, alguns problemas existem
com relagcao a sua utilizacao. O principal deles é pelo fato de que a aplicacdo
dos conhecimentos obtidos in vitro nem sempre podem ser transferidos para o

modelo in vivo. Estes Ultimos, por serem mais complexos e por envolverem
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diferentes mecanismos desconhecidos e ndo controlados, acabam muitas vezes
apresentando uma resposta diferente da observada nas células cultivadas em
laboratdrio. Outra desvantagem diz respeito ao custo de producdao destes
tecidos in vitro, que é muito mais dispendioso do que a producdo do mesmo no
proprio animal. Também devido ao fato de que muitas células, quando
cultivadas em laboratoério, apresentarem alteracdes genéticas importantes,
como por exemplo, aneuploidia.

Ainda com relacdao aos aspectos econémicos, é importante ressaltar que,
embora os custos de producdo de tecidos in vitro sao caros, esta técnica se
torna viavel economicamente ao se pensar em testes toxicoldgicos, onde se
podem economizar substancias, uma vez que as quantidades requeridas sao
muito mais baixas. Eticamente, também é mais aceito pela sociedade e pelos
cientistas se realizar pesquisas in vitro do que em um modelo animal e/ou

humano.

3 CONSIDERAGOES FINAIS

O cultivo celular recebeu grande impulso por ter sido verificado que
poderia ser viabilizado sob condicdes artificiais. Por todo o potencial de
aplicacao que este representa para a espécie humana e animal, como pela sua
expressividade tanto para a ciéncia basica quanto para a aplicada, tem sido
muito difundido e utilizada em diversos modelos de pesquisa e de aplicacao
clinica, inclusive no Brasil.

Felizmente, diversos avancos relacionados a essa técnica ja foram
realizados e muitos estao em andamento. No entanto, ainda existe um longo
caminho a ser percorrido no intuito de se compreender melhor quais sao as
condicoes mais eficazes de se realizar esses cultivos, na tentativa de se
aperfeicoar cada vez mais as condicdes do mesmo.

No livro "Admiravel mundo novo”, uma ficcdo escrita por Aldous Huxley,
0os bebés eram cultivados em laboratério e, de acordo com os meios de cultivo

em que eram mantidos, podiam dar origem a pessoas com determinadas
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caracteristicas e finalidades especificas. Talvez chegara o dia em que os
cultivos celulares estarao tao avancados que a ficcao de Huxley venha a se

tornar realidade.
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