Cultivo de células



Cultivo de células

da teoria a bancada



Reitor
Vice-Reitora
Pré-Reitor PRPG

Ej Editora
UFPB

Diretor
Coordenadora de editoragao
Chefe de produgao

Conselho editorial

Conselho cientifico

Editora filiada a:

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
VALDINEY VELOSO GOUVEIA

LIANA FILGUEIRA ALBUQUERQUE
GUILHERME ATAIDE DIAS

EDITORA UFPB
NATANAEL ANTONIO DOS SANTOS
SAMELLA ARRUDA ARAUJO

JOSE AUGUSTO DOS SANTOS FILHO

Adailson Pereira de Souza (Ciéncias Agrarias)

Eliana Vasconcelos da Silva Esvael (Linguistica, Letras e Artes)
Fabiana Sena da Silva (Interdisciplinar)

Gisele Rocha Cortes (Ciéncias Sociais Aplicadas)

Ilda Antonieta Salata Toscano (Ciéncias Exatas e da Terra)
Luana Rodrigues de Almeida (Ciéncias da Satde)

Maria de Lourdes Barreto Gomes (Engenharias)

Maria Patricia Lopes Goldfarb (Ciéncias Humanas)

Maria Regina Vasconcelos Barbosa (Ciéncias Bioldgicas)

Maria Aurora Cuevas-Cerverd (Universidad Complutense Madrid/ES)
José Miguel de Abreu (UC/PT)

Joan Manuel Rodriguez Diaz (Universidade Técnica de Manabi/EC)
José Manuel Peixoto Caldas (USP/SP)

Leticia Palazzi Perez (Unesp/Marilia/SP)

Anete Roese (PUC Minas/MG)

Rosangela Rodrigues Borges (UNIFAL/MG)

Silvana Aparecida Borsetti Gregorio Vidotti (Unesp/Marilia/SP)
Leilah Santiago Bufrem (UFPR/PR)

Marta Maria Leone Lima (UNEB/BA)

Lia Machado Fiuza Fialho (UECE/CE)

Valdonilson Barbosa dos Santos (UFCG/PB)

NS=

Associagao Brasileira
das Editoras Universitarias



Juan Carlos Ramos Gongalves
Marianna Vieira Sobral
Organizadores

CULTIVO DE CELULAS
da teoria a bancada

Jodo Pessoa
Editora UFPB
2020



Projeto Grafico
Editoracao Eletronica
e Design da Capa

Ilustragao/capa

EDITORA UFPB

Direitos autorais 2020 - Editora UFPB

Efetuado o Depdsito Legal na Biblioteca Nacional, conforme a
Lein®10.994, de 14 de dezembro de 2004.

TODOS 0S DIREITOS RESERVADOS A EDITORA UFPB

E proibida a reproducao total ou parcial, de qualquer forma ou

por qualquer meio.

Aviolagao dos direitos autorais (Lei n® 9.610/1998)

é crime estabelecido no artigo 184 do Codigo Penal.

0 conteUdo desta publicagao é de inteira responsabilidade do autor.

Editora UFPB
Ménica Camara

Michele Holanda
Pixabay

Catalogagédo na fonte:
Biblioteca Central da Universidade Federal da Paraiba

C968 Cultivo de células: da teoria a bancada / Juan Carlos Ramos
Gongalves, Marianna Vieira Sobral (organizadores). - Jodo
Pessoa: Editora UFPB, 2020.

166 p.:il.

Recurso digital (5,88 MB)
Formato: PDF
Requisito do Sistema: Adobe Acrobat Reader

ISBN: 978-65-5942-027-8
1.Biologia celular e molecular. 2. Cultivo celular. 3. Cultura
celular. 4. Biosseguranca. 5. Criopreservacgéao. I. Gongalves, Juan

Carlos Ramos. Il. Sobral, Marianna Vieira. lll. Titulo.

UFPB/BC CDU 576+577.2

Livro aprovado para publicagao através do Edital N° 01/2020/Editora Universitaria/
UFPB - Programa de Publicagéo de E-books.

Cidade Universitaria, Campus |, Prédio da editora Universitaria, s/n
Jodo Pessoa-PB

CEP 58.051-970

http://www.editora.ufpb.br

E-mail: editora@ufpb.br.

Fone: (83) 3216.7147



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal da Paraiba e a todos qgue contribuiram,
direta ou indiretamente, para a viabilizacao desta obra.



APRESENTACAO

A evolucdo na area da biologia celular e molecular tem
proporcionado o desenvolvimento de técnicas e ferramentas cada
vez mais avancadas. O dominio das técnicas de cultivo de células
em laboratoério assume importancia crucial no avango do nosso
conhecimento acerca das funcdes celulares em nivel molecular,
celular e até mesmo nos eventos fisiopatoldgicos, alavancando o
avango na compreensao, diagnostico e tratamento das mais variadas
enfermidades,o que possibilita o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais eficientes e menos danosas.

Diversas publicacdes tém sido propostas, com o objetivo de
apresentar e difundir os fundamentos do cultivo celular adquiridos nas
Ultimas décadas, no entanto, ainda sdo escassos oU pouco acessiveis,
aqueles que conseguiram aliar a teoria a pratica de forma didatica e
com maior direcionamento a rotina diaria enfrentada no ambito do
laboratério de cultivo de células.

Portanto, esperamos com este trabalho, disponibilizar um guia
basico e, ao mesmo tempo, atualizado sobre as principais técnicas
envolvendo o cultivo celular e as rotinas determinantes para o bom
desempenho de um laboratério de cultura de células. Dessa forma,
a obra apresentada destina-se a um amplo pUblico, compreendido
por pesquisadores, profissionais e técnicos, além de estudantes de
graduacao e pés-graduacao,inseridos nas grandes areas das ciéncias
da saulde, bioldgicas, biotecnologia e areas correlatas.

Juan Carlos Ramos Goncalves
Marianna Vieira Sobral
Organizadores



As células de Henrietta agora vivem fora do corpo dela,
ha muito mais tempo do que jamais viveram dentro dele”.

Rebecca Skloot
(A vida Imortal de Henrietta Lacks)
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CAPITULO 1

FUNDAMENTOS
DO CULTIVO DE CELULAS

Daiana Karla Frade Silva
Rawny Galdino Gouveia
Micheline Freire Donato

1INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o cultivo celular, em especial de células
de mamiferos, constitui uma ferramenta importante utilizada nas
pesquisas bioldgicas e farmacéuticas para predizer o mecanismo
de acdo, o metabolismo e a toxicidade de farmacos e agentes
toxicos. Sabe-se que a célula é a unidade morfofisioldgica basica
dos seres vivos, com excec¢do dos virus. A célula eucariética (com
nUcleo organizado por proteinas histonas e delimitado pela membrana
nuclear, com organelas membranosas e citoesqueleto, dentre outras
particularidades) compreende o modelo bésico de “sistema vivo” para
os testes de substancias e o0 entendimento dos fendmenos fisioldgicos
no microambiente corpéreo.

O cultivo celular é uma técnica que permite manter e estudar o
comportamento de células vivas fora do organismo. Da-se por meio do
isolamento de células eucariéticas de um determinado tecido (animal
ou vegetal), da manutencéo da viabilidade e proliferacao dessas células
em um sistema in vitro constituido de nutrientes e fatores essenciais
a sobrevivéncia, sob condicdes controladas de temperatura, pH e
osmolaridade (BARBOSA et al., 2015).

Capa | Sumario | 10



Cultivo de células: da teoria a bancada

Neste capitulo, serdo abordados os aspectos fundamentais do
cultivo de células em laboratorio, ao descrever seu historico, o padrdo
de crescimento celular em laboratorio e possiveis aplicacdes médicas
e biotecnoldgicas da cultura celular.

2 CULTIVO DE CELULAS: BREVE HISTORICO

Historicamente, os primeiros indicios de cultivo celular datam
do final do século XIX, numa tentativa de manter células vivas da
placa neural de embrides de galinha em solugao salina por dias, feita
por Wilhelm Roux. Contudo, essa técnica teve o seu marco no iniciodo
século XX, com o pesquisador Ross Granville Harrison (1870-1959), um
bi6logo e anatomista estadunidense que, em 1907, buscando conhecer
o funcionamento do Sistema Nervoso, conseguiu demonstrar que as
fibras nervosas eram constituidas por células nervosas, tornando-se
pioneiro no estudo de tecidos fora do corpo de um animal. Para tal, ele
utilizou embrides de anfibios isolando pequenos fragmentos de tecido
e os cultivou em um meio fisiolégico nutritivo (linfafresca de sapo),
utilizando o método de “gota suspensa”, tendo o cuidado de manter
condi¢coes assépticas, acompanhando o experimento por meio de
observacgoes diarias em microscopio 6ptico. Os fragmentos de tecido
permaneceram vivos e cresceram por alguns dias, sendo este um
marco para a cultura de células, o que possibilitou Harrison provar sua
hipotese (RODRIGUES-HERNANDEZ et al.,, 2014). O que chamou atenc&o
nos experimentos de Harrison foi o desenvolvimento de uma técnica
com reprodutibilidade, e, por esses resultados, muitos pesquisadores
se interessaram e passaram a utilizar esse modelo experimental.

Pouco tempo depois, Montrose Burrows, em 1910, adaptou os
ensaios celulares em anfibios para tecidos sanguineos de animais de
sangue quente, usando coagulo de plasma de galinha em substituicao
a linfa. Dois anos depois, ele e Alexis Carrel (1873-1944), um médico e

Capa | Sumario | 1
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pesquisador francés, cultivaram tecidos embrionarios de caes adultos,
gatos, galinhas, ratos e cobaias, fazendo uso de plasma fresco de
cada organismo que estava sendo cultivado. Logo em seguida, Carrel
descobriu a importancia da renovacao constante dos nutrientes no meio
de cultivo, desenvolvendo ummodelo de cultivo de células cardiacas
de embrido de galinha, possivel de ser mantido por bastante tempo
em cultura, desde que mantidas as condicdes de assepsia. Além disso,
elaborou subculturas por amostras de tecidos em plasma fresco
gue foram mantidos em crescimento por alguns meses e, portanto,
desenvolveu a primeira linhagem celular (AMBROSE, 2019; RODRIGUES-
HERNANDEZ, et al., 2014).

Mas foi no inicio dos anos 1940 que a cultura de células se
expandiu a partir da producdo de um meio de cultura sintético para
células vegetais e animais, o0 que possibilitou o surgimento da primeira
linhagem celular, os fibroblastos, com adaptacdo ao crescimento
em meio de cultura (EARLE et al., 1943). Desse momento em diante,
em 1951, o biélogo e pesquisador americano George Otto Gey (1899-
1970) isolou células de cancer cervical da paciente Henrietta Lacks,
estabelecendo a linhagem celular Hela, que revolucionou pesquisas,
como no desenvolvimento da vacina Salk contra poliomielite. Mais
tarde, o uso dessa linhagem celular ajudou no descobrimento dos 46
cromossomos presentes nas células humanas, no desenvolvimento
de pesquisas de fertilizacao in vitro, além de estudos sobre a AIDS,
tuberculose e muitas outras doencgas, sendo amplamente utilizada no
mundo até hoje (SKLOOT, 2010; SHARRER, 2006).

Ainda na década de 1950, diferentes meios de cultura foram
sendo produzidos, como o “Meio 199", criado por Morgan, Morton e Parker;
0 meio essencial livre de proteinas, criado pelo grupo de Eagle (Minimum
Essential Medium Eagle ou MEM), e o “Meio de Eagle modificado por
Dulbecco” (Dulbecco’s Modified Eagle Medium ou DMEM), que adicionou
amino4cidos essenciais e ndo-essenciais (RODRIGUES-HERNANDEZ
et al,, 2014).

Capa | Sumaério | 12
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A partir de entdo, muitas descobertas foram feitas por
sucessivas décadas. Dentre estas pode-se destacar as primeiras
células hibridas de mamiferos, por Harris e Watkins (1965) utilizando
particulas virais para fazer uma mistura de células humanas com
camundongos (HARRIS et al., 1965). Em 1969, Augustin e Sato produziram
linhagens tumorais a partir de células nervosas de camundongos -
neuroblastoma, e isolaram clones eletricamente excitaveis. Ja em
1973 foram introduzidas amostras de DNA em células em culturade
mamifero, por Graham e van der Eb, sendo um marco importante
para a “engenharia de células” e biotecnologia. No inicio da década
de 1990, surge a American Type Culture Collection (ATCC), companhia
importante para a producao e comercializagao de linhagens celulares.
Também, ocorre o marco revolucionario para o cultivo de células de
mamiferos, no final do século XX, com a clonagem da ovelha Dolly,
por Wilmut, Schnieke e colaboradores (RODRIGUES-HERNANDEZ et
al., 2014; WILMUT et al., 1997).

3 0 CRESCIMENTO CELULAR EM LABORATORIO

Os avancgos ocorridos durante os estudos e pesquisas com
células em cultura permitiram um maior entendimento acerca das
propriedades e caracteristicas compartilhadas pela maioria dos tipos
celulares em crescimento no &mbito laboratorial.

Percebeu-se que muitos experimentos com células exigiam
gue estas se encontrem em um determinado grau de expansao das
células na garrafa de cultivo, denominado de confluéncia celular. Nesse
contexto, diferentes fatores podem interferir no crescimento celular,
incluindo a morfologia, a expressao proteica, a adaptacao a cultura
e as condigcdes do ambiente, além da disponibilidade de nutrientes e
substratos para o processo de proliferacao (VILELA et al., 2003).

Capa | Sumério | 13
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As células em cultura possuem um padrdo de crescimento
representado por uma curva sigmoidal (Figura 1), denominada curva
de crescimento (PERES; CURI, 2005). E essencial o conhecimento das
caracteristicas de crescimento da linhagem celular em manipulagao,
pois uma alteracao no crescimento da linhagem celular podera
indicar um problema significativo e afetar os resultados dos
experimentos realizados.

Figura 1-Curva de crescimento padrdo de células em cultura

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Na fase Lag as células apresentam um periodo de adaptacao a cultura;

na fase Log as células se encontram em um estado de proliferagdo exponencial;

na fase estacionaria ou Plateau hd uma diminui¢ao no crescimento celular; e na
fase de declinio ou morte celular, hd predominancia de células mortas.

A curva de crescimento de células em cultura é dividida nas
fases de crescimento descritas a seguir.

3.1 Fase Lag

As células apresentam um periodo de adaptacédo, no qual a
célula demora a se recuperar, juntamente com o tempo de aderéncia
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na garrafa de cultivo (para as células aderentes) e de disseminagao
celular (CREE, 2011). A duracdo dessa fase pode variar de acordo com
a linhagem celular.Nessa fase, ha producao de proteinas estruturais e
enzimas, com aumento na sintese de DNA, além de intensa atividade
metabdlica (PERES; CURI, 2005).

3.2 Fase Log

Também conhecida como fase logaritmica ou exponencial,
a fase log € o momento em que o nuUmero de células comeca a
aumentar exponencialmente, e se caracteriza por um processo no
qual a proliferacdo celular € maxima e constante. A populacao celular
nessa fase é considerada a mais viavel, a porcentagem de células que
podem estar ativas no ciclo celular é entre 90-100%, o que a torna a
fase ideal para estudos experimentais (ALVES et al., 2010).

3.3 Fase estacionaria ou Plateau

A fase estacionaria ou plateaué o periodo no qual a cultura
se torna mais densa e diminui ou interrompe a sua velocidade de
crescimento. Nessa fase, 0o nUmero de morte celular pode se tornar
proporcional ao nUmero de células novas, a atividade metabélica
decresce e as células se tornam mais susceptiveis a danos
(FRESHNEY, 2011).

3.4 Fase de declinio ou fase de morte celular

A fase de declinio ou morte celular é caracterizada pela reducéo
do nUmero de células viaveis e predominancia do nUmero de células
mortas. A morte das células nessa fase ndo se da devido a reducao
de nutrientes, mas em consequéncia da progressao natural do ciclo
celular (MERCK, 2018).
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4 APLICACOES MEDICAS E BIOTECNOLOGICAS
DA CULTURA CELULAR

Com o advento das técnicas modernas de biologia celular e
molecular, o cultivo de células de animais nos ensaios in vitro tornou-se
progressivamente uma ferramenta essencial para o avanco da ciéncia
e trouxe a solucao de muitos problemas na area da saude e medicina.
Ainda, varios avangos ocorreram nesses estudos, ndo se limitando ao
entendimento de determinada célula ou tecido, mas sim em diferentes
aplicacoes na area médica, como na pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos, de vacinas, da terapia génica, dos transplantes, entre
outros, contribuindo com a busca do conhecimento e tratamento de
diferentes doencas.

E compreensivel que, como qualquer outro modelo, existam
desvantagens na utilizacdo de experimentos com cultura de células,
uma vez que a proliferacao das células in vitro ocorre de maneira
diferente de in vivo, ja que o meio é sintético, modificado e favorece o
crescimento e espalhamento das células, ndo ocorrendo crescimento
tridimensional como no interior de um organismo, culminando também
nareducao da adesdo célula-célula e célula-matriz. No entanto, grande
parte dessas desvantagens foram minimizadas com o advento da
cultura de células em 3D, como serd discutido no Capitulo seguinte.

Apesar de tudo, os experimentos in vitro continuam sendo
bastante realizados em pesquisas no mundo inteiro, tendo em vista
gue apresentam muitas vantagens em seu Uso, pois sdo mais faceis de
controlar, apresentam amostras homogéneas, sdo mais econdmicos
do que os modelos in vivo e compreendem o principal modelo utilizado
como alternativa para substituir ou diminuir a utilizacao de animais
em diferentes pesquisas (ARANGO et al., 2013).

A partir da padronizacao das culturas de células, houve
uma revolugao tecnoldgica que compreende o desenvolvimento de
meios de cultura especificos, a manipulacao genética de linhagens
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celulares, o desenvolvimento de incubadoras cada vez mais sofisticadas
gue proporcionam a atmosfera desejada, o design de vacinas, o
desenvolvimento de novas superficies de adesao, andaimes 3D, e
robotizacdo (FRESHNEY, 2011).

Com o avanc¢o da Biologia Molecular, das técnicas em
Bioguimica de proteoma e peptidoma, e da Biologia Celular tornou-se
possivel a introducao de novas técnicas para producao de diferentes
linhagens. Além disso, atualmente € sintetizada uma série de produtos
bioterapéutico sem larga escala, que sdo produzidos para uso comercial
ou tecnologia aplicada e estudos clinicos ou de pesquisa.

Na pesquisa basica, podem ser citados estudos que envolvem
atividades intracelulares de transcricdo de DNA, sintese proteica
marcada com is6topos radioligantes ou fluorescéncia, metabolismo,
ensaios de proliferacao, senescéncia, ciclo celular; estudos com RNA;
transporte de proteinas, etc. Dessa forma a cultura de células vem
cada vez mais permear as areas de genémica e proteémica.

A cultura de células também tem sido indispensavel no estudo
da virologia, uma vez que 0s virus sobrevivem no interior das células,
e 0 uso de células de mamiferos torna-se entdo uma ferramenta
importante para a producao de vacinas - a exemplo da recente corrida
mundial para a descoberta de uma vacina para a Covid-19, e para a
producao de farmacos em biorreatores, tais como interferon, insulina,
hormonio do crescimento, etc.

Na Farmacologia e Toxicologia, varios estudos sao descritos
na literatura testando o efeito de diferentes drogas, as interagdes
farmaco-receptor, mutagénese, carcinogénese, dentre outros. Na
descoberta de drogas para o tratamento do cancer, em especial nas
culturas 3D, com ensaios de ancoragem, agregacao de células, etc. E
na engenharia de tecidos, onde encontra uma area em destaque para
a producao de organoides com o objetivo de transplantes, regeneracao
de tecido e desenvolvimento de matriz extracelular (YAO; ASAYAMA,
2017; RODRIGUES-HERNANDEZ et al., 2014).
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CAPITULO 2

TIPOS DE CULTURAS CELULARES

Daiana Karla Frade Silva
Micheline Freire Donato
Juan Carlos Ramos Gongalves

1INTRODUCAO

As células crescem em um ambiente artificial que contém um
substrato ou meio que fornece os nutrientes essenciais (aminoacidos,
carboidratos, vitaminas, minerais), fatores de crescimento, hormonios,
gases (CO, e 0,), e sob condigdes fisico-quimicas reguladas como pH,
pressao osmotica e temperatura. A maioria das células é dependente
de ancoragem e deve ser cultivada aderida a um substrato sélido ou
semissélido (cultura aderente ou em monocamada), enquanto outros
tipos celulares podem ser cultivadosde forma suspensaou flutuando
em meio de cultura (cultura em suspensao).

Por essas particularidades, é preciso conhecer os diferentes
tipos de culturas celulares para entender como devem ser mantidas,
bem como suas vantagens e desvantagens. No geral, o cultivo celular
refere-se a remocao de células de um tecido antes de seu crescimento,
para que haja um resultado favoravel ao seu desenvolvimento no
ambiente artificial. Podem ser removidas diretamente do tecido e
desagregadas por enzimas e de modo mecanico, desprendendo uma
célula das outras (cultura primaria), ou ainda, podem ser derivadas de
uma linhagem celular.

Neste capitulo, serdo abordados os principais tipos de culturas
de células, como cultura primaria, células em linhagem continua além
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das células transformadas. Ainda, serdo apresentados termos classicos,
como a cultura de células aderentes e em suspensdo, bem como serdo
discutidos métodos modernos como a cultura de células em 3D.

2 CULTURA PRIMARIA

A cultura primaria é obtida a partir da fragmentacao ou
dissociagao mecanica e/ou enzimatica de tecidos.Desse modo, as
células que sobrevivem ao processo de isolamento irdo apresentar
caracteristicas genotipicas e fenotipicas do seu tecido de origem,
inicialmente heterogéneas, sendo uma vantagem para investigacao
de um evento fisioldégico ou patoloégico que, em alguns casos, ocorre
especificamente naquele 6rgdo ou tecido de origem. Todavia, estas
células apresentam crescimento finito, uma vez que ndo sdo resistentes
a grandes periodos de tempo em cultura, sendo chamadas de células
primarias (FRESHNEY, 2010). Como exemplo, a cultura primaria de
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs), que é muito
utilizada para investigar eventos de citotoxicidade.

Outro modelo interessante de cultura primaria sdo as culturas
de células do sistema nervoso periférico, por exemplo, a cultura de
neurdnios do ganglio da raiz dorsal - DRG de roedores, para investigacéo
de eventos envolvidos na nocicepg¢ao ou testes com substancias
analgésicas e anestésicas (GONCALVES et al., 2013). Para avaliacdo do
sistema nervoso central (SNC) pode-se citar como exemplo a cultura
primaria de neurdnios piramidais de hipocampo de roedores, no intuito
de avaliar eventos de neurotoxicidade e excitotoxicidade promovida por
neurotransmissores excitatorios, tais como o L-glutamato (DONATO,
2014). Como exemplo de cultura primaria de células de tecido periférico
pode-se citar a cultura primaria de hepatocitos de rato, bastante
utilizada em experimentos envolvendo a avaliacao da toxicidade,
funcdes bioguimicas e metabolismo de drogas.
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Além destes, varios tipos de cultura primaria provenientes de
tecidos epiteliais, musculares, tumores, entre outros, estao descritos
na literatura, cabendo ao experimentador avaliar a mais adequada a
sua proposta de investigacado e condi¢cdes laboratoriais.

3 LINHAGENS CELULARES

As células somaticas saudaveis de mamiferos muito raramente
adquirem capacidade ilimitada de proliferacdo durante o cultivo.
Como caracteristica, apds certo numero de divisdes celulares, elas
param de crescer. Logo, pesquisadores, em busca de conduzirem suas
pesquisas utilizando as amostras de células de animais em sucessivos
experimentos, desenvolveram as linhagens celulares (YAO; ASAYAMA,
2017). Nesse contexto, véarias linhagens de diferentes tipos celulares
foram isoladas e estabelecidas por pesquisadores em todo o mundo
(ARANGO et al., 2013). A seguir, o Quadro 1 apresenta algumas das
principais linhagens utilizadas em ensaios bioldgicos.
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L?:l?j?aem Organismo Tecido de origem Doenga Propriedade
CHO Cricetulusgriseus ovario de hamster normal aderente
L929 Mus musculus fibroblasto normal aderente

RAW 264.7 Mus musculus tumor induzido leucemia murinade aderente

Abelson
Neuro-2a Mus musculus cérebro neuroblastoma aderente
A7r5 Rattusnorvegicus aorta toracica normal aderente
VERO Cercopithecusaethiops rins normal aderente
HEK-293 Homo sapiens rim embrionario normal aderente
MRC5 Homo sapiens pulmao normal aderente
Hela Homo sapiens cérvice adenocarcinoma aderente
Hep G2 Homo sapiens figado h:;ar?ci)r(]:gm?ar aderente
SK-MEL Homo sapiens pele melanoma aderente
MCF-7 Homo sapiens glandula mamaéria carcinoma ductal aderente

SH-SY5Y Homo sapiens medula 6ssea neuroblstoma aderente/suspensao

U-87 MG Homo sapiens cérebro glioblastoma aderente
K562 Homo sapiens medula 6ssea leucemiﬁa m‘e“’ide suspensao

cronica
HL-60 Homo sapiens sangue periférico leucemiaapgrLchg;ieLocitica suspensao
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O processo de morte celular controlada (apoptose) ocorre
normalmente em nossos tecidos, permitindo a constante renovacao
das células no organismo. Por conta disso, as células primarias nao
sobrevivem muito tempo em cultura, além de morrerem por nao se
adaptarem ao meio ou por conta dos traumas e do estresse oriundos
do processo de isolamento. Entretanto, algumas células irdo conseguir
sobreviver e proliferar mais rapidamente porque se adaptaram bem
ao meio de cultivo, se tornando predominantes no meio apés algumas
passagens. Estas células irdo formar linhagens celulares que, diferente
da cultura primaria, podem ser mantidas por longos periodos de tempo
(FRESHNEY, 2010).

A linhagem celular continua ou “imortalizada” exibe algumas
caracteristicas do seu tecido de origem, porém, possui alta capacidade
proliferativa e podem se dividir por um grande nUmero de vezes sem
perder as suas caracteristicas (células homogéneas), sendo possivel
a formacao de bancos de células a partir da sua criopreservacao
(VERTREES, 2009). Por conta disso, essas células sdo muito utilizadas
em pesquisas, como na producao de farmacos e vacinas. Como principal
exemplo pode-se citar a linhagem Hel a, proveniente de adenocarcinoma
cervical humano, que é considerada a primeira linhagem imortalizadada
historia e ainda hoje comumente utilizada em experimentos de avaliagao
de atividade antitumoral (Quadro 1).

As células transformadas sdo aquelas com caracteristicas
tumorais, que apresentam modificacdes que as tornam genética
e morfologicamente diferentes do tecido original, principalmente
por conta de alteragdes em genes que controlam a divisado celular,
provocando a proliferacao descontrolada. A transformacdao da célula
pode ocorrer por diferentes fatores, podendo ser induzida por virus,
substancias quimicas ou agentes fisicos. Um exemplo classico desse
tipo de linhagem é a HEK293 (Quadro 1), que foi originalmente gerada
pela transformacao de células normais do rim embrionario humano
(HEK) por fragmentos de DNA de adenovirus humano tipo 5 (Ad5). Esta
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linhagem é bastante utilizada em experimentos envolvendo a expressao
de proteinas recombinantes (FRESHNEY, 2010).

Atualmente, as linhagens celulares imortalizadas e
transformadas comumente sdo utilizadas como uma alternativa
interessante para compreender 0s processos farmacodindmicos, como
especificidade de drogas aos receptores e sinalizagao celular, além
de serem Uteis em ensaios de citotoxicidade utilizando compostos
naturais bioativos e derivados, medicamentos, compostos sintéticos
e nano compostos. Como exemplo, pode-se citar o uso das linhagens
SH-SY5Y e SK-MEL-28 (Quadro 1).

Alinhagem SH-SY5Y, frequentemente utilizada durante ensaios
de toxicidade in vitro de compostos que atuam no SNC (ARBO et al.,
2016), foi isolada a partir da biépsia de um paciente na década de 70
e, desde 1980, vem sendo utilizada como modelo de célula neuronal
(BIEDLER et al., 1973; JOSHI et al., 2006) por apresentar propriedades
bioguimicas e funcionais de células neuronais (XIE; HU; LI, 2010),e por
expressarem receptores de membrana celular do tipo colinérgico
muscarinico, subtipos M1e M2 (ADEM et al,, 1987), além de receptores
dopaminérgicos (XIE; HU; LI, 2010).

Por sua vez, a SK-MEL-28 é uma linhagem celular derivada
de melanoma, inicialmente obtida a partir de um linfonodo axilar de
um homem de 51 anos (CAREY et al., 1976; SANTOS et al., 2020). Em
particular, a SK-MEL-28 é uma linhagem estabelecida e amplamente
utilizada na avaliacao in vitro de drogas com atividade antimelanoma.
Essa linhagem expressa o gene mutante B-Raf (V600E) e o tipo selvagem
N-Ras, ambos capazes de formar tumores em camundongos nude
(XING et al., 2012).
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4 CELULAS ADERENTES E EM SUSPENSAO

Normalmente as linhagens celulares possuem, ao menos
inicialmente, caracteristicas similares aos seus tecidos de origem.
Desse modo, as linhagens provenientes de tecidos sélidos, como
células epiteliais, crescem em monocamadas de células aderentes
na superficie do local de cultivo, pois dependem de ancoragem para
se proliferarem (Figura 1). Por outro lado, as células em suspensao
ndo necessitam de interacao, sendo cultivadas em suspensao
no meio (Figura 2), uma vez que sdo, muitas vezes, derivadas de
células hematopoiéticas (FRESHNEY, 2010: FUNDACAO OSWALDO
CRUZ, 2010).

Figura 1-Exemplo de linhagem celular aderente. Linhagem SK-MEL-28 derivada
de melanoma humano, observada por microscopia 6ptica (400x)

Fonte: Acervo particular do autor
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Figura 2 - Exemplo de linhagem celular ndo aderente. Linhagem K562 derivada de
leucemia mieloide humana, observada por microscopia éptica (400x)

Fonte: Acervo particular do autor

Devido as diferencas entre estes tipos celulares, as garrafas de
cultura devem ser, preferencialmente, diferenciadas para as células
aderentes, pois possuem uma superficie capaz de atrair as células,
com carga negativa para permitir a ancoragem, sendo esta carga
importante para a producéao de proteinas de ades&o celular (FUNDACAOQ
OSWALDO CRUZ, 2010).

5 CULTIVO CELULAR TRIDIMENSIONAL (3D)

A cultura de células convencional envolve o crescimento das
células em superficies planas e s6lidas formando monocamadas em
formato bidimensional (2D). As células ficam aderidas a substratos
plasticos ou de vidro, e seus contatos com outras células s6 ocorrem
nas laterais (perifericamente). Ocorre também que os gradientes de
oxigénio e nutrientes ndo estao distribuidos fisiologicamente de forma
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uniforme, uma vez que um dos lados se encontra aderido a superficie
do substrato. Isso impede também que as células se amontoem umas
sobre as outras, o que as obrigam a assumirem uma morfologia em
monocamadas, o que ndo é natural para boa parte das células. De fato,
o cultivo de células em superficies planas de plastico ndo mimetiza o
modelo in vivo com fidedignidade.

Alguns estudos ja mostraram haver falhas na comprovagao da
eficacia e toxicidade de farmacos que se apresentaram promissores
guando testados em cultura 2D, mas falharam quando testados
posteriormente in vivo. Logo, uma alternativa préatica foi criar uma
terceira dimensao para a cultura de células, sendo esse o principio da
cultura 3D (ANTONI et al., 2015).

Os organismos vivos apresentam um arranjo tridimensional
de células com complexas interacdes célula-célula e um transporte
dindmico de nutrientes. No ambiente in vivo, as células sdo mantidas
num ambiente quimiotatico e com constante suplementacao de
nutrientes frescos e oxigénio, além de haver constante remocéao
de metabdlitos e residuos toxicos via sistema circulatorio. Por isso,
¢ importante que o ambiente da célula em cultura considere essa
organizacgao espacial (ABBQOT, 2003).

As culturas tridimensionais (3D) sdo modelos in vitro em que
células imortalizadas, células tronco ou explantes sdo inseridos em
uma matriz de hidrogel que mimetiza o ambiente in vivo(ANTONI
et al., 2015). Diversas vantagens e limitacdes nesse tipo de cultura
foram demonstradas em alguns estudos biolégicos e foram
resumidas no Quadro 2. Dentre as principais vantagens sobre a
cultura 2D, pode-sedestacar a preservacado das caracteristicas in
vivo e funcdes gerais da célula tais como: morfologia, proliferacao,
diferenciacao, migracao, expressao génica, sintese proteica, etc.
Como desvantagens, pode-se citar problemas de natureza técnica,
reprodutibilidade e dificuldade de controle das condi¢cdes de
temperatura e pH no ambiente da cultura (Quadro 2).
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Quadro 2: Cultura de células 3D: vantagens e limitagdes

Caracteristicas Propriedades

Vantagens Monitoramento do nUmero de células; Viabilidade;

Morfologia; Proliferacao; Diferenciacao; Resposta a
estimulos; Comunicagao célula a célula; Migracao
de células tumorais para os tecidos circundantes;
Invasao de células tumorais nos tecidos
circundantes; Polarizagao celular; Estimulacéao

por angiogénese; Evasao do sistema imunolégico;
Metabolismo de drogas; Expressao genética;
Sintese proteica; Funcdo geral da célula; Relevancia
do gendtipo fisioldgico; Relevancia fisioldgica do
fendtipo; Relevancia in vivo.

Limitagoes
Reprodutibilidade entre camadas biomiméticas;
Extracdo de todas as células para analise com
aumento de tamanho e tortuosidade; Criacao de
matrizes 3D; Capacidade para aumentar ou diminuir
um Unico formato 3D; Manuseio do processamento
pos-cultura; Imagem dependendo do tamanho da
camada, transparéncia do material e profundidade
no microscopio; Desempenho, sensibilidade e
compatibilidade com alto rendimento; Instrumentos
de triagem; Otimizacao para cultura de células
3D dos ensaios utilizados para determinar a
resposta a interacdo medicamentosa (viabilidade
celular dependente da dose, célula-célula/célula-
matriz interacdo, migracao celular); Controle das
condicdes de cultura (temperatura e pH).

Fonte: Adaptado de Antoniet al. (2015)
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Varios modelos de cultura em 3D podem ser citados, tais como
o0 estudo de todas as células de animais e organotipos de tecidos
explantados, células esferoides, cultura de microcarregadores e
modelos de engenharia de tecido (PAMPALONI et al., 2007). Apesar
dos avancos constantes na Ultima década, a cultura de células em
3D ainda necessita passar por aprimoramentos e acessibilidade até
gue possa ser estabelecida nos laboratorios de cultivo celular do
mundo inteiro.
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CAPITULO 3

0 LABORATORIO
DE CULTIVO CELULAR

Valgricia Matias de Sousa
Juan Carlos Ramos Gongalves

1INTRODUCAO

Um laboratério de cultivo de células e tecidos pode ser distinguido
facilmente dos demais, principalmente devido a sua necessidade
constante de manter um ambiente de assepsia suficiente para que nao
ocorram contaminagdes da cultura por microrganismos g, a0 mesmo
tempo, proteger ao maximo o manipulador de riscos bioldgicos.

A introducao de sistemas como cabines de fluxo laminar
simplificou bastante o problema corrente da assepsia durante a
pratica envolvendo o cultivo de células. No entanto, varios outros
equipamentos e requisitos minimos exigidos de boas praticas devem
ser adotados para o perfeito funcionamento de um laboratério
de cultivo celular (QUISEN; ANGELO, 2008). De fato, podem ser
considerados seis esquemas basicos, a saber: manuseio esteéril,
incubacao, preparacao, lavagem, esterilizacdo e armazenamento.
Para tanto, devem ser tomadas providéncias para preparacgao e
esterilizacdo, manuseio asséptico e outras atividades na area de
cultura, incluindo centrifugagao, contagem de células, microscopia,
incubacdo e armazenamento em temperatura ambiente, 4 °C, -20
°C e -196 °C (FRESHNEY, 2010).

Neste capitulo serdo delineados a infraestrutura minima de um
laboratorio de cultivo de células, a apresentacdo dos equipamentos
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essenciais, e, finalmente, sera fornecido um guia basico de boas praticas
da manipulacao de células e tecidos.

2 INFRAESTRUTURA LABORATORIAL

Ainfraestrutura laboratorial compreende um ambiente limpo e
asséptico, extremamente isolado do ambiente externo, com salas sem
janelas ou com janelas duplas, para evitar o risco de contaminacdes.
O laboratério devera possuir instalagdes adequadas e equipamentos
essenciais para o trabalho e manutengdo da cultura celular in vitro
(QUISEN; ANGELDO, 2008).

Para garantir a limpeza e assepsia do ambiente laboratorial,
deve-se reduzir o niUmero de pessoas em circulagao, evitando-se a
contaminacdo no laboratorio, e, em relacdo a estrutura, alguns critérios
devem ser estabelecidos:

» Asparedes e pisos devem ser projetados para facilitar a limpeza;

» Assalas ndo devem conter janelas, pois facilita a entrada da luz,
poeira, animais, levando ao risco de contaminacao;

» Asparedes devem ser brancas, para refletira luz e ailuminacao
ao ambiente;

» 0O controle da temperatura é essencial para manutengao do
ambiente favoravel ao trabalho.

Em relacdo a infraestrutura e divisdo do ambiente ou areas
laboratoriais, deve-se conter:

a. Area externa ou antessala: designada ao armazenamento de
pertences dos usuarios, como calcados, bolsas, dentre outros;
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b. Area de lavagem e esterilizagdo: ambiente destinado ao
descarte de meio de cultura e demais residuos, e também a
lavagem e autoclavagem de vidrarias e utensilios utilizados
nos experimentos. Esse ambiente deve possuir equipamentos
essenciais, como autoclave, lavador de pipetas, destilador,
geladeira. Além disso, deve conter pias grandes, bancadas,
armarios para armazenamento de materiais e vidrarias e estufas
de secagem;

c. Areade preparacio de solugdes e meio de cultura: esse ambiente
deve ser comum ao fluxo de pessoas e conter bancadas, armarios,
pia, geladeiras e freezers. Além de equipamentos como: pHmetro,
agitador magneético, balangas de precisao e analitica, essenciais
para o preparo de meios e solugdes;

d. Area para manipulagio asséptica: local exclusivamente
destinado a manutencao das culturas celulares e experimentos.
Esse ambiente possui uma cabine de fluxo laminar, onde sao
manipuladas as culturas.O local deve ser mantido com controle
de temperatura e umidade, sempre fechado e com circulagao
restrita ao pessoal do laboratério, para garantir um ambiente
asséptico e seqguro;

e. Almoxarifado: ambiente repleto de prateleiras ou estantes,
direcionado ao armazenamento de reagentes quimicos e materiais
utilizados na rotina laboratorial. Além disso, deve-se respeitar
as normas de segurancga inerentes aos produtos quimicos
armazenados, mantendo o controle de temperatura e umidade
(QUISEN; ANGELDO, 2008).

A Figura 1 apresenta, de forma ilustrativa, a infraestrutura

basica de um laboratério de cultura de células de pequeno-médio
porte, delimitando as areas principais e organiza¢ao dos equipamentos.

Capa | Sumario | 35



Cultivo de células: da teoria a bancada

Figura 1- Estrutura basica de um laboratério de cultivo de células
de médio porte

Fonte: Adaptado de Freshney (2010)
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3 EQUIPAMENTOS ESSENCIAIS

A necessidade de um equipamento a ser utilizado em um
laboratério de cultivo celular especifico é frequentemente subjetiva,
podendo variar de acordo com o tipo de trabalho pretendido,a economia
de tempo ou eficiéncia técnica, além da qualidade dos dados, capacidade
analitica, requisitos de amostra, o orcamento disponivel e o custo-
beneficio potencial, entre outros fatores (FRESHNEY, 2010; MERCK, 2018).

No entanto, alguns equipamentos em particular se fazem
essenciais para a realizacao de procedimentos envolvendo o cultivo
de células e na manutencao do ambiente asséptico em um laboratorio,
dentre estes, pode-se citar:

3.1 Cabines de fluxo laminar e segurancga bioldgica

As cabines de fluxo laminar e segurancga bioldgica foram
desenvolvidas com o objetivo de proporcionar um ambiente estéril
no laboratoério, que permita a manipulacao de forma segura de
materiais biolégicos e/ou estéreis, e ainda fornecer protecao
adequada ao manipulador contra riscos associados ao material
utilizado (MERCK, 2018).

Apesar de serem bastante semelhantes, tanto na aparéncia
quanto na funcao bésica, as cabines (ou capelas) de fluxo laminar e
as cabines de seguranca bioldgica possuem diferencas notaveis entre
si, cabendo ao manipulador avaliar qual o tipo mais adequado para a
suas necessidades.

As cabines de fluxo laminar promovem a recirculacao de 100%
do ar, criando dreas de trabalho estéreis para o manuseio de materiais
biolégicos que ndo podem sofrer contaminagdo do meio externo,
garantindo a protecao das amostras manipuladas. Estes equipamentos
sdo subdivididos em duas categorias: a) Fluxo laminar horizontal, que
realiza 100% da renovacgao do ar, direcionado de forma horizontal, e
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oferece protecdo apenas para os materiais a serem manipulados; b)
Fluxo laminar vertical que também produz 100% da recirculacao do ar,
direcionado verticalmente (de cima para baixo) oferecendo protecéo
tanto para o operador quanto para o ambiente contra possiveis agentes
contaminantes de risco.

J4 as cabines de seguranga bioldgica sao utilizadas para
promover a protecao tanto dos usuéarios quanto das amostras
manipuladas e do meio externo, de forma a renovar 100% do ar. Isso é
possivel devido a sua operacdo em pressao negativa, evitando a saida do
ar contaminado para o ambiente, diferentemente dos fluxos laminares.
E recomendada para a manipulacdo de substancias e materiais de baixo
e moderado risco biol6gico, ndo comportando o manuseio de produtos
téxicos ou volateis. As cabines de seguranca biolégica podem ser
subdivididas em trés categorias: a) Classe Il A1 promove a recirculagéo
de 70% do ar e renovacdo de 30%, despejando-os ja filtrados para o
interior do laboratorio; b) Classe Il A2 produz a recirculacao de 70% do
ar e arenovacao de 30%, no entanto, despejando o ar filtrado para a
area externa do ambiente laboratorial; c) Classe Il B2 promove 100% da
renovacao do ar, que por sua vez é conduzido para fora do laboratorio
por meio de um sistema de dutos semelhante ao tipo anterior.

3.2 INCUBADORA DE CO,

Embora as culturas possam ser incubadas e mantidas em cultura
de forma mais simples e de menor custo, as incubadoras de CO, sdo de
fato a alternativa mais comumente adotada em laboratérios. Apesar de
mais caras, sua facilidade de uso e controle da temperatura e tensao
de CO, justificam os gastos. Uma atmosfera controlada, geralmente
de 5% CO, a 37°C para a maioria das culturas, € alcangada usando-se
uma bandeja de umidificacao e controlando a tensdo gasosa com um
dispositivo de monitoramento de CO,, que extrai o ar da incubadora para
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uma camara especifica, determina a concentracao e injeta CO, puro
na incubadora para compensar qualquer deficiéncia. O ar é circulado
pela incubadora por convecgao natural ou usando um ventilador para
manter o nivel de CO, e a temperatura uniformes.

3.3 Centrifuga

Periodicamente, as suspensdes celulares requerem
centrifugacdo, seja para aumentar a concentragcao das células ou
para lavar um reagente, trocar meio, etc. Uma pequena centrifuga de
bancada, de preferéncia com frenagem controlada proporcionalmente,
¢ suficiente para a maioria dos propositos. Apesar de nao ser
necessaria, a refrigeracao pode ser uma boa alternativa para evitar o
superaguecimento das amostras de células durante as centrifugacoes.
A unidade de rotacao pode ser programada em RPM (rotagdes por
minuto) ou RCF (forga centrifuga relativa), também representada por
forga g, sendo esta Ultima mais adequada por ndo depender do tamanho
e inclinacao do rotor. Por exemplo, a maioria das células em cultura
sedimentam satisfatoriamente quando centrifugadas a uma velocidade
de 80 a 100 x g (FRESHNEY, 2010).

3.4 Micr

Um simples microscopio invertido é essencial no ambiente de
cultivo celular, para permitir a observagao das culturas regularmente,
detectar alterag6es morfologicas e a possibilidade de contaminagao
microbiolégica. Um microscopio com bom contraste de fase de longa
distancia de trabalho, obtido pelo conjunto condensador e objetiva,
também é crucial para compensar a espessura dos frascos de e
microplacas de plastico.
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3.5 Outros equipamentos

Além dos equipamentos descritos, varios outros também sao
considerados essenciais ou de grande importancia em um laboratério
de cultura celular, tais como hemocitdmetro (Camara de Neubauer) ou
contador automatizado de células, geladeira, freezer -20°C, cilindro de
CO,, botijaode N, (para o estoque de linhagens), purificador de dgua,
balancga analitica, pHmetro, autoclave, estufa de secagem, filtros de
esterilizacao, pipetas e pipetadores, vidrarias, materiais descartaveis
como tubos e garrafas de cultivo, etc. Os principais equipamentos
essenciais e suas respectivas fungdes encontram-se resumidos no
Quadro 1.

Quadro 1-Equipamentos essenciais em cultura de células

Item

Finalidade

Cabine de Fluxo laminar

Manutengao do ambiente asséptico

Microscopio invertido

Visualizagao e avaliagcdo das células em
cultura

Hemocitometro

Contagem de células

Geladeira

Armazenamento local de meios e reagentes

Freezer

Armazenamento a -20 °C de solugdes
instaveis, soro e reagentes

Centrifuga de bancada

Centrifugacao de células em cultura

Incubadora de CO2 Umida

Manutengdo das células em ambiente
controlado

Cilindro de CO2

Suprimento de CO, para a incubadora

Botijao de N,

Criopreservagao das linhagens celulares

Purificador de agua

Suprimento de dgua pura

Balanca

Pesagem de substancias quimicas

pHmetro

Medir o pH em meios preparados e reagentes

Estufa de secagem

Secagem de vidro e plastico
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Autoclave Esterilizacdo de liquidos e solugdes estaveis
Pia Lavagem do material utilizado
Filtros de esterilizacdo Esterilizacdo de solugdes termolabeis

Fonte: Adaptado de Freshney (2010)

4 BOAS PRATICAS EM LABORATORIO DE CULTIVO
CELULAR

0 ambiente de culturas celulares requer uma sequéncia de
normas e cuidados para reduzir ou evitar os riscos de contaminacao
para o manipulador e para a amostra, evitando o desperdicio de tempo,
reagentes, material biolégico e oneracdo de custo.

Os vetores de maior contaminac¢ao da cultura envolvem o
manipulador e o ambiente de trabalho, responséaveis por introduzir
contaminantes, como fungos, bactérias, entre outros. Tais
microrganismos podem contaminar uma cultura isoladamente, ou
disseminar-se, infectando de forma abrangente a sala de cultura e
diversos experimentos em analise.

Neste contexto, com o intuito de minimizar os riscos de
contaminacgao, algumas medidas de boas praticas de manipulac¢ao
devem ser introduzidas:

» Higienizacdo das maos do manipulador com agua e sabdo
antisséptico, ou aplicacdo de alcool em gel ou liquido a 70%;

« Paramentacdo adequada do manipulador, com o uso de
equipamentos de protecao individual (EPIs), tais como, touca,
mascara, jaleco descartavel, propés e luvas. Caso se faga a opcgao
de uso de um jaleco de tecido para a cultura de células, este
devera permanecer exclusivamente no ambiente, sem uso externo;
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» Realizar a limpeza do ambiente de trabalho, como bancadas,
microscopios e cabine de fluxo com papel embebido em alcool 70%;

» Limpar o material necessario para experimento com alcool 70%,
antes de levar ao fluxo;

« Ligara luz ultravioleta (UV) do fluxo por 15-20 min;

» Higienizar as maos com alcool 70% para retirar as garrafas da
estufa de cultivo celular (estufa de COZ). para observacgao das
culturas sob microscopio 6ptico, antes da manipulacao, a fim
de observar a presenca de possiveis contaminantes (bactéria
e/ou fungos) na cultura;

« Ao final do experimento, higienizar todas garrafas com alcool
70% antes de devolvé-las a estufa;

» Realizar a antissepsia das bancadas, microscopios e cabine de
fluxo laminar com papel embebido de alcool 70% para garantir
um ambiente asséptico na sala de cultura.

0 ambiente da sala de cultura deve ser limpo uma ou duas
vezes por semana com pano embebido com solugdo desinfetante
bactericida e antifungica ou lisoférmio, realizando a limpeza
adequada e desinfec¢cdo do ambiente e superficies que possivelmente
estao contaminadas com material biolégico ou microrganismos
potencialmente infectantes.

Os equipamentos devem ser lavados com agua e sabao e/
ou higienizados com alcool 70%; a agua da estufa e banho-maria
devera ser trocada, e a limpeza realizada periodicamente; além de
realizar a limpeza do filtro do ar-condicionado a cada trés meses
(CURI; PERES, 2005).
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CAPITULO 4

PRINCIPIOS
DE BIOSSEGURANCA

Ana Paula Gomes Moura Farias
Juan Carlos Ramos Gongalves

1INTRODUCAO

Desde a década de 70, a construcao do conhecimento em
biosseguranga tem sido adotada pela comunidade cientifica, iniciando-
se uma ampla discussao acerca dos impactos da engenharia genética
na sociedade. A partir de entdo, com a evolucao crescente dos conceitos
associados, o termo biosseguranga tem evoluido em conjunto com as
descobertas e avancos cientificos, e assim, vem sofrendo alteracdes
em seus fundamentos.

Atualmente, entende-se por biossegurancga o conjunto de
acdes voltadas para a prevencdo e minimizacdo de riscos inerentes as
atividades de pesquisa, producao, ensino, desenvolvimento tecnolégico
e prestacdo de servigos, visando a saude do homem, dos animais, a
preservacao do meio ambiente e a qualidade dos resultados (SILVA,
2017). Caracteriza-se, portanto, como um termo bastante amplo e
complexo, que abrange diversas areas do conhecimento.

Especificamente, a rotina diaria de um laborat6rio de cultivo de
células demanda a realizacao de atividades de risco biol6gico iminente,
nao apenas aos pesquisadores envolvidos como também ao meio ambiente
em gue este encontra-se inserido. Dessa forma, o presente capitulo
propde-se a apresentar e discutir as nogdes basicas de biosseguranca e
relaciona-las as praticas de cultivo celular.

Capa | Sumario | 44



Cultivo de células: da teoria a bancada

2 BIOSSEGURANGA: FUNDAMENTOS BASICOS

O objetivo principal da biosseguranca em um laboratério de
cultura de células é criar um ambiente de trabalho onde se promova
a contencdo do risco de exposi¢cdo a agentes potencialmente nocivos
ao manipulador, ao material manipulado e ao meio ambiente, de modo
que este risco seja minimizado ou eliminado (DA SILVEIRA, 2019).

Segundo a NR 32 (que segue as diretrizes internacionais para
classificacdo dos agentes bioldgicos para o trabalho em laboratérios)
tais agentes bioldgicos humanos e animais sao divididos em quatro
classes, de 1 a 4, segundo os seguintes critérios: patogenicidade,
alteracdo genética ou recombinacao génica, viruléncia, modo de
transmissao, endemicidade, estabilidade, concentracao e volume,
origem do agente bioldgico, consequéncias epidemioldgicas,
disponibilidade de medidas profilaticas e de tratamento eficaz, fatores
referentes ao trabalhador.

Classe de risco 1: baixo risco individual para o trabalhador e para
a coletividade, com baixa probabilidade de causar doenca ao ser
humano.

Classe de risco 2: risco individual moderado para o trabalhador e
com baixa probabilidade de disseminacao para a coletividade. Podem
causar doencas ao ser humano, para as quais existem meios eficazes
de profilaxia ou tratamento.

Classe derisco 3: risco individual elevado para o trabalhador e com
probabilidade de disseminacao para a coletividade. Podem causar
doencas e infecgbes graves ao ser humano, para as quais nem sempre
existem meios eficazes de profilaxia ou tratamento.

Classe de risco 4:risco individual elevado para o trabalhador e com
probabilidade elevada de disseminacao para a coletividade. Apresenta
grande poder de transmissibilidade de um individuo a outro. Podem
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causar doencas graves ao ser humano, para as quais nao existem
meios eficazes de profilaxia ou tratamento.

Em funcédo do tipo de risco a que os trabalhadores estao
expostos, o nivel de biosseguranca exigido para o laboratério também
€ subdivido em quatro niveis.

Quadro 1- Caracterizacao dos niveis de seguranca biolégica (OMS)

Normas para a manipulagdo de agentes biolégicos

Nivel de gue representam baixo risco individual e para a
Biossegurang¢a comunidade. E o nivel de biosseguranga necessario
1-NB1: ao trabalho que envolva material biol6gico que

contenha agentes biolégicos da classe de risco 1.

Normas para a manipulagao de agentes biol6gicos

Nivel de gue representam risco individual moderado e
Biosseguranga risco limitado para a comunidade. E o nivel de
2-NB2: biosseguranca exigido para o trabalho com agentes

biologicos da classe de risco 2.

Normas para a manipulacao de agentes biol6gicos

Nivel de gue representam elevado risco individual e risco
Biosseguranga limitado para a comunidade. E aplicavel aos locais
3-NB3: onde forem desenvolvidos trabalhos com material

biol6gico da classe de risco 3.

Normas para a manipulacao de agentes bioldgicos

Nivel de gue representam elevado risco individual e
Biosseguranca elevado risco para a comunidade. Este nivel de
4 - NBA4: contencdo deve ser usado sempre que o trabalho

envolver material bioldgico da classe de risco 4.

Capa | Sumario | 46



Cultivo de células: da teoria a bancada

Como em qualquer atividade laboratorial, antes do inicio do
cultivo celular, deve-se planejar o trabalho a ser realizado de modo a
executa-lo com seguranca. Para promover seguranga é imprescindivel
gue as pessoas que atuam em laboratorios de cultura de células sejam
conscientizadas a respeito dos potenciais riscos, como também devem
ser treinadas para efetuarem as praticas e técnicas fundamentais
para o manuseio seguro dos materiais e fluidos bioldgicos (TEIXEIRA;
VALLE, 2010).

Além do risco biolégico, um laboratorio de cultivo celular
possui risco quimico, com a utilizagao de agentes quimicos, no geral,
como corantes toxicos (azul de tripan, MTT), DMSO, quimioterapicos,
e risco fisico, com agentes fisicos como radiacdes (luz ultravioleta),
frio (nitrogénio liquido) e calor (autoclave) (ALVES et al., 2010). O
experimentador deve sempre ficar atento aos quadros de aviso no
ambiente de trabalho e documentos descritivos de substancias e meios,
gue contenham o simbolo universal de biossegurancga e risco biolégico
(Figura1).

Figura 1- Simbolo universal de biosseguranga e risco biologico

Fonte: Acervo particular do autor.
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Dentre as medidas de seguranca para garantir um ambiente de
trabalho seguro com cultura de células, destacam-se os Equipamentos
de Protecdo Individual (EPI), que sdo considerados elementos de
contengao primaria que podem reduzir a exposicao individual a agentes
potencialmente perigosos assim como proteger o material manipulado
de potenciais contaminacoes (DA SILVEIRA, 2019).

A higienizagado das maos deve anteceder o uso dos EPIs com
0 objetivo de remover as células descamativas, sujidades, pelos,
oleosidade e a microbiota da pele, interrompendo a transmissao pelo
contato, além de prevenir as infeccdes cruzadas. Por isso, todos os
profissionais de laboratério devem adotar essa pratica, para tanto, deve
lavar as maos até a parte anterior do antebrago com agua e sabao,
preferencialmente antisséptico, e devem retirar anéis, reldgios, e demais
adornos (PAULA et al., 2017).

3 EPIS NA CULTURA DE CELULAS

A seguir serdo descritos os principais EPIs de uso comum em
um laboratoério de cultivo celular.

3.1Luvas

As luvas sao utilizadas para proteger as maos e o material
manejado, seu uso é obrigatorio na manipulagao de qualquer material
biolégico ou produto quimico. Sao fabricadas em diferentes materiais
para atender as atividades laboratoriais.

a. Luva de procedimento (descartavel): Sao colocadas apos a
higienizacdo das maos, deve-se realizar assepsia das luvas com
alcool 70% apos calga-las e sempre que necessario durante o
desenvolvimento das atividades e devem ser descartadas ao
término (Figura 2A).
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Figura 2 - Tipos de luvas. A) Luvas descartaveis comuns.

B) Luva de borracha antiderrapante. C) Luva de fio de Kevlar tricotado.

D) Luva criogénica impermeavel

Fonte: Acervo particular do autor.

b. Luva de borracha antiderrapante: As luvas de borracha grossas

sdo usadas para manipulagdo de residuos, lavagem de material
ou para procedimentos de limpeza em geral. Essas luvas podem
ser reutilizadas depois de higienizadas (Figura 2B).

Luvas resistentes a temperaturas altas e baixas: S3o utilizadas
na manipulacdo de materiais submetidos a aguecimentos
ou congelamentos. Utilizadas, por exemplo, no processo de
autoclavagem de material e na criopreservacao das células.
Como exemplo, pode-se citar as luvas de fio de Kevlar tricotado,
qgue protegem o experimentador durante a realiza¢ao de trabalhos
a temperaturas até 250 °C (Figura 2C). J4 as luvas criogénicas
impermeaveis sdo utilizadas em temperaturas baixas de até -196
°C (Figura 2D).
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3.2 Mascaras

As mascaras sdo EPIs projetadas para ajudar a prevenir a
contaminacdo do ambiente de trabalho ou o material manipulado
com as particulas de saliva ou muco, geradas pelo pesquisador,
evitando-se também a contaminac¢do do manipulador com material
biolégico e substancias quimicas. O uso das méascaras (Figura 3)
auxilia na prevencao, por exemplo, da propagacao de bactérias
como Mycoplasmaspp, consideradas um dos grandes vildes da
cultura celular, sendo responsaveis por frequentes contaminacgoes
(SHLOMO; KORNSPAN, 2012), evitando que atinjam as células, meios,
reagentes e equipamentos. Dividemse em dois tipos principais: as
mascaras cirirgicas, que sdo sempre descartaveis (Figura 3A), e
as mascaras de protecao respiratéria propriamente ditas (também
designadas "respiradores”) (Figura 5-B).

a. Mascara cirdrgica: é um equipamento médico hospitalar
descartavel que limita a transmissao de agentes infecciosos por
goticulas, ndo protegendo de agentes infecciosos transmitidos
por via aerea, ou seja, presentes em particulas de dimensoées
iguais ou inferiores a 5uym. Sdo projetadas, portanto, para ajudar a
prevenir a contaminac¢ao do ambiente de trabalho ou da amostra
com as particulas grandes (exemplo: saliva e muco).

b. Respiradores: também designada “méascara de protecao
respiratoria” sao constituidas por uma peca facial e por um
elemento filtrante. Nos modelos autofiltrantes, a peca facial é
composta pelo préprio material filtrante — Peca Facial Filtrante -
(PFF). Seguem abaixo as classificagdes dos filtros e para quais
contaminantes sdo recomendados:

PFF1/ P1: Poeiras e/ou Névoas (aerossois mecanicamente
gerados)
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PFF2 / P2: Fumos (aerossois termicamente gerados) e/ou
Agentes Bioldgicos

PFF3 / P3: Particulados altamente téxicos (LT<0,05 mg/
m?) e/ou de toxidez desconhecida.

Figura 3 - Méascara descartavel (A) e mascara N95(PFF2) (B).

Fonte: Acervo particular do autor.

3.3 Jaleco (avental)

O jaleco ou avental € uma vestimenta de protecdo que deve ser
separado para uso exclusivo dentro da sala de cultura. Tem a funcao
de minimizar a exposicdo dos pesquisadores e do meio ambiente a
materiais perigosos associados as células cultivadas, enquanto protege
simultaneamente as culturas celulares de contaminagoées. Deve ser
lavado com frequéncia e esterilizado com ldmpada UV antes do uso.

3.4 Touca

O gorro ou touca tem a funcao de proteger os cabelos de
aerossois e salpicos durante a manipulacdo como também evitar
contaminacao da cultura com queda de fios de cabelo.
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3.5 Propé

O propé é para protecdo dos calgados para trabalhar em
areas estéreis como no laboratorio de cultura de células, podendo
ser substituidos por sapatos de plastico de facil higienizagao de uso
exclusivo dentro do laboratério.

3.6 Protetores faciais

Os o6culos de seguranca e os protetores faciais tipo escudo
(shield) (Figura 4) sdo usados para proteger os olhos e o rosto em todas
as atividades que possam produzir salpicos, respingos e aerossois,
assim como possivel projecao de estilhacos pela quebra de materiais
contaminados com substancias quimicas ou material bioldgico.

Figura 4 - Oculos (A) e protetor facial tipo shield (B)

Fonte: Acervo particular do autor.

4 TECNICAS DE CONTROLE DE CONTAMINAGOES

De fato, as infeccdes microbiolégicas representam o principal
problema para a manutencgao das células in vitro. Agentes infecciosos,
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como bactérias e fungos, sao téxicos para as células eucaridticas
e, por fim, levam a morte celular. Além disso, mesmo niveis baixos
de contaminacao podem produzir resultados anormais e levar a
interpretacdes cientificas erradas (SEGERITZ; VALLIER, 2017).

Entdo, além do uso dos EPIs, faz-se necessario manter o
ambiente do laborat6rio de cultura de células o mais asséptico possivel,
uma vez que o ar atmosférico carrega microparticulas de natureza
potencialmente infecciosa, sendo assim, a cabine de seguranca
biolégica é o equipamento de protecdo coletiva (EPC) crucial para
restringir a contaminacao das células cultivadas pelos aerossois nao
estéreis e os componentes transportados pelo ar.

4.1 Cabine de Segurancga Biologica (CSB)

As cabines de seguranca biolégica (CSBs) sdo equipamentos
com sistemas de filtracao de ar que protegem o profissional, o material
gue esta sendo manipulado e o ambiente laboratorial dos aerossois
potencialmente infectantes. As CSBs tém filtros de alta eficiéncia, sendo
mais utilizado atualmente o filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air)
gue apresenta uma eficiéncia de filtracao de 99,93% para particulas
de 0,3 um de didmetro, chamadas de MPPS (Maximum Penetration
Particulate Size) (BRASIL, 2010).

Os sistemas de filtracdo das CSBs sdo de acordo com o tipo
de microrganismo ou produto que vai ser manipulado em cada cabine,
podendo esse filtro ser mais ou menos complexo para atender
a necessidade de trabalho de cada laboratério.Por isto, elas sao
classificadas em trés tipos: Classe |, Classe I, subdivididas em Al,
A2 e B2 (Tabela 1) e Classe lll, sendo a de classe Il a mais utilizada na
cultura de células (Figura 5).
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Figura 5 - Cabine de seguranca bioldgica classe Il tipo Al

Fonte: Acervo particular do autor.

Tabela1-Comparacao entre as CSBs de Classe Il

Tipo
Classe ll

Tipo A1

Classe ll
Tipo A2

Classe ll
Tipo B2

Padrao de fluxo
do ar

70% de ar recirculado
através de filtro HEPA.

30% de ar exaurido para o
ambiente interno através
de filtro HEPA.

70% de ar recirculado
através de filtro HEPA.

30% de ar exaurido para o
ambiente externo através
defiltro HEPA.
Nenhuma recirculagéo
de ar.

100% de ar exaurido
através de filtros HEPA
e tubulacao rigida para o
ambiente externo.

Radionucleotideos /
Substancias Quimicas

Nao

Sim
(Niveis baixos /

baixa volatilidade-toxicidade)

Sim

Risco
Bioldgico
(classes)

1e?2

1,2e3

1,2e3
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As instrucdes para utilizacdo das CSBs devem ser bem
descritas nos Protocolos Operacionais Padrao (POP) e seguidos a
risca (BRASIL, 2010). Dessa forma, algumas recomendacodes sdo
indispensaveis, como:

» Ao ligar a cabine, esperar o fluxo de ar estabilizar e, entao, se
inicia o processo de descontaminacao da superficie da area de
trabalho com é&lcool 70%;

» Pulverizar as paredes e superficie de trabalho com o alcool 70%
com cuidado para nao atingir o filtro e nem os terminais elétricos
da lAmpada fluorescente e a ldmpada Ultravioleta (UV);

» Na&o colocar a cabeca dentro da cabine, limpar as paredes de cima
para baixo e a mesa de trabalho de tras para frente, seguindo o
fluxo da exaustao e evitando trazer a contaminagdo removida
na sua direcao;

» Todo material que entrard na CSB também precisa ser pulverizado
com alcool 70%, mantendo o menor nuUmero possivel de itens e
evitando qualquer obstrugdo ao fluxo de ar, verificando sempre
se as grelhas estao totalmente desbloqueadas;

« Por fim, liga-se a luz UV como método secundario de
descontaminacdo por 15 a 20 minutos, lembrando que a luz
UV ndo penetra em materiais, agindo somente na superficie,
entdo, materiais com embalagens de fabrica ou do processo de
autoclavagao devem ser abertos dentro da cabine e expostos
parareceberaluz UV.

Uma atencdo especial deve ser dada a utilizacdo da ldmpada
UV, pois a intensidade da mesma é afetada pela distancia da
superficie a ser descontaminada e pelo acUmulo de sujidades em
sua superficie. Portanto, &€ necessario limpar apés cada utilizacao
e ndo tocar a lAmpada com as maos sem luvas, pois o éleo natural
da pele pode criar uma barreira para a luz. Durante o periodo em
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gue a ldmpada UV estiver ligada é aconselhavel que ninguém
permaneca no ambiente, a menos que a abertura frontal da cabine
esteja fechada (BRASIL, 2010).

Apds desligar a lampada UV, a cabine estara pronta para receber
as células, sendo agora a cabine um ambiente asséptico. E importante
ajustar a altura da cadeira, fazendo com que o rosto do pesquisador
fique acima da abertura frontal, posicionar os bracos dentro da cabine
e esperar alguns segundos para que ocorra a estabilizacao do fluxo de
ar e aremocao de particulas contaminantes que sao introduzidas junto
com os bracos. E importante executar as atividades dentro da cabine
evitando movimentos bruscos e o movimento de introduzir e retirar os
bracos da cabine deve ser cuidadoso para nao interferir no fluxo de ar.

Ao término das atividades dentro da CSB deve-se pulverizar
alcool 70% novamente nas garrafas de cultura que voltarao para
incubadora de CO,, segregar o que vai para descarte de material
contaminado, e o que vai para lavagem/autoclavacao, cobrindo o
recipiente de descarte antes de serem retirados. E necessario proceder
a descontaminacdo da CSB ap6s o uso (SEGERITZ; VALLIER, 2017).

5 LIMPEZA, DESINFECCAO E ESTERILIZACAO

Toda superficie da érea de trabalho do laboratério de cultura de
células incluindo bancadas, pisos e paredes necessitam de limpeza
e desinfeccao regular. Utiliza-se para tanto, solucdo de hipoclorito
(Agua sanitéaria comercial, 2% a 5% de cloro) diluindo-se 5 mL de
solucdo de hipoclorito em um litro de dgua. Por ser um agente oxidante,
o hipoclorito age sobre os constituintes da membrana, levando os
microrganismos a morte. Outro aliado indispensavel no processo de
desinfeccdo é o alcool etilico a 70%, um excelente desinfetante por
suas propriedades desidratante e desnaturante de proteinas, sendo
esse feito responsavel por sua agdo antimicrobiana. Lembrando que
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o material de limpeza deve ser exclusivo da sala de cultura (ALVES;
GUIMARAES, 2010).

Também é essencial manter todas as outras superficies que
entram em contato com as garrafas de cultura de células, meios e
suplementos limpos e desinfectados, isso inclui todos os equipamentos
como incubadora de CO,, centrifuga, microscopio, banho-maria,
geladeira e freezer.

A desinfeccdo dos equipamentos deve ser realizada
semanalmente com alcool 70% como o microscopio, balanca e
centrifuga, mas ha equipamentos que exige uma limpeza prévia com
agua e detergente neutro para remocao de sujidades para posterior
desinfeccdo com alcool 70%, como é o caso do banho-maria e
incubadora de CO, (SALVATORI, 2013).

Aincubadora de CO, e o banho-maria sao os equipamentos
mais favoraveis para a proliferacdo de microrganismos, porém, seu
material em inox favorece esse protocolo de limpeza e desinfeccao.
Para tanto, as garrafas de cultura da incubadora sdo removidas para
dentro da cabine de seguranca previamente limpa, ficando a incubadora
livre para uma completa limpeza e descontaminacédo (CELIK-UZUNER;
UZUNER, 2017).

5.1 Limpeza e desinfec¢ao da Incubadora de CO2

» Retirardaincubadora todas as partes removiveis, como estantes,
hastes e bandeja, e lavar com agua e sabao neutro;

« Em caso especifico de derramamento de meio com células
nas estantes ou no caso de contaminacao recente, fazer uma
descontaminacdo com hipoclorito ou detergente especifico;

» Enxaguar com agua abundante;

» Enxugar com papel toalha;
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» Desinfectar com alcool 70%;

« Adguadabandeja deve ser previamente preparada (dgua destilada
autoclavada e acrescida de dodecil sulfato de sédio- SDS);

» Finalizar a descontaminacgdo com a luz ultravioleta;

» Aparteinternadaincubadora deve ser desinfectada com alcool 70%.

5.2 Limpeza e desinfec¢cao do banho-maria

« Esvaziar o banho e lavar com 4gua edetergente neutro;
» Enxugar;
« Passar alcool 70%;

« Encher o banho-maria com &gua destilada (pode-se colocar um
pouco de hipoclorito na 4gua do banho-maria).

5.3 Esterilizacao (Autoclavacao)

Todos 0s materiais utilizados no laboratério de cultura de células,
desde vidrarias, tubos e ponteiras, devem ser estéreis. Primeiramente,
0 material passa pelo processamento de limpeza e desinfeccgao.

A esterilizacao é o processo de destruicao ou eliminacao total
de todos os microrganismos na forma vegetativa e esporulada, por
meio do uso de agentes fisicos ou quimicos (MCDONNELL, 2017).

Em laboratorios de cultura de células a forma mais utilizada é
por meios fisicos, o calor Umido e 0 seco, sendo a esterilizacao por calor
Umido a autoclavacao, que é o processo que oferece maior seguranca
e economia.

Na autoclavacao, a esterilizacao é feita por vapor saturado sob
pressdo de 1atmosfera, a uma temperatura de 121 °C. O processo leva
em média 15 minutos, dependendo do material. E um método indicado
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para a esterilizacdo de materiais termorresistentes. E realizada com
um equipamento denominado autoclave, semelhante a uma grande
panela de pressao.

Antes de ser autoclavado, o material deve ser higienizado
(BACHA; PONSANO, 2005), conforme descrito a seguir:

* Imergir em solugdo de dgua, hipoclorito e detergente neutro;
« Enxaguar abundantemente;

» |mergir em solucdo de dgua e detergente enzimatico;

» Enxaguar abundantemente;

» |mergir em agua destilada;

» Secar em estufa de secagem.

Apo6s esses procedimentos, o material devera estar pronto para
ser autoclavado (BRASIL, 2010), conforme os passos a seguir:

» Todos os materiais precisam estar acondicionados em recipientes
com aberturas para facilitar a retirada do ar e permitir a
penetracdo do calor;

« Embalar o material com papel cirurgico ou Kraft e fita adesiva
termossensivel,

« |dentificar e datar:

» Na&o encher a autoclave até o maximo, &€ importante deixar espacgo
para a circulagao do vapor. Distribuir o materialde modo a garantir
acirculacdo do vapor. A autoclavacao perde a eficiéncia se o vapor
ndo atingir todos os materiais. Com a cAmara muito carregada a
penetracdo do calor ser inadequada e parte da carga ndo sera
esterilizada;

Capa | Sumério | 59



Cultivo de células: da teoria a bancada

« Sempre conferir o nivel de agua, pois, se estiver abaixo da
resisténcia, a autoclave pode ser danificada.

» Fechar e selar atampa;
» Ligar no maximo e, quando comegar a sair vapor, fechar a valvula;
» Esperar a temperatura atingir 121°C;

« Uma vez nessa temperatura, mudar para o médio e deixar 15
minutos;

» Apo6s o periodo, desligar a autoclave e abrir a valvula para o vapor
sair;

» S0 abrir a tampa depois que o mandmetro estiver no zero;

« Retirar o material com luvas resistentes ao calor.

e Colocar na estufa de secagem;

» Guardar em recipiente fechado.

Faz-se necessario realizar monitoramento da esterilizacdo com
testes biolégicos para verificar a eficiéncia do processo de esterilizacao.
Os indicadores bioldgicos sdo representados por tiras de celulose, meios
de cultura ou outros veiculos, impregnados geralmente por esporos
bacterianos como B. stearothermophylus (JORGE, 2002).

Para a realizacdo de testes biolégicos, deve-se:

» Colocar os envelopes contendo os esporos na autoclave, em
diferentes locais, inclusive dentro de caixas e pacotes.
» Submeter ao procedimento de esterilizagado adequado.

» Aseguir, abrir os envelopes, retirar assepticamente a tira de papel
contendo esporos com auxilio de uma pinga esterilizada e colocar
no interior de tubos com meio de cultura (TrypticSoyBroth).
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» Incubara 37° C por 48 horas, deixando na estufa por até oito dias
para confirmagdo. Observar crescimento de microrganismos;
guando positivo, fazer esfregaco, corar pelo Gram e observar na
microscopia presenca de bacilos Gram-positivos esporulados.

5.4 Controle microbiolagico

O controle microbiolégico deve ser realizado ndo apenas no
processo de autoclavacdo, mas em todo o ambiente do laboratorio para
o cultivo de células. O monitoramento microbiol6gico da sala, bem como
das cabines de seguranca bioldgica, deve ser realizado pela pesquisa de
microrganismos, como fungos e bactérias. Um procedimento rotineiro
indicado para controle ambiental € o método de exposicao de placas
com meios nutritivos dgar caseina de soja (trypticasesoyagar-TSA) e
agar sabouraud 4% de glicose (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Embora as bactérias possam ser detectadas como pequenas
particulas com baixa ampliagdo ao microscopio, suas formas distintas
sdo geralmente detectadas com maior ampliacao. E, embora cepas
bacterianas como E. coli possam ser descobertas facilmente devido
ao seu tamanho (~ 2 uM) e a mobilidade induzida por flagelos, outras
cepas como Mycoplasma spp. sdo de tamanho menor (<1 uM), iméveis e,
portanto, ndo tao facilmente detectaveis. Como resultado, as infecgoes
por Mycoplasma podem passar despercebidas por um longo periodo
de tempo e, geralmente, sé se tornam aparentes devido a diminuigao
da qualidade das células cultivadas. Isso pode se manifestar como
proliferacdo celular reduzida e morte celular (SEGERITZ; VALLIER, 2017).

Para monitorar as culturas de células em busca de possiveis
infeccoes porMycoplasma, é aconselhavel testar rotineiramente as
culturas quanto a sua presenca, uma vez que é muito facil esse tipo
de contaminacao, pois eles se encontram na via respiratéria humana.
Para detectar micoplasmas, pode-se utilizar o teste de coloracao
fluorescente Hoescht 33258, que cora DNA, assim, ao observar uma
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cultura contaminada em microscopia de fluorescéncia & possivel
visualizar o nicleo da célula e o seu contorno (ALVES; GUIMARAES, 2010).
Pode-se também identificar a contaminacdo usando reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), ensaio de imunoabsorcao enzimatica (ELISA) ou
imunocoloragao (DREXLER; UPHOFF, 2002). Outro desafio é a presenca
de contaminantes virais, mas que também pode serconfirmado com
PCR, ELISA, imunohistoquimica, ou microscopia eletronica (SEGERITZ;
VALLIER, 2017; MERTEN,2002).
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CAPITULO 5

MEIOS DE CULTIVO CELULAR

Valgricia Matias de Sousa
Juan Carlos Ramos Gongalves

1INTRODUCAO

Para que as células crescam e se mantenham em cultura é
necessario que sejam disponibilizados meios nutritivos, capazes de
simular as condi¢cdes ideais para um determinado tipo celular. Muitas
vezes, estes meios requerem suplementacdo com outras substancias
e devem ser constantemente renovados, de modo a fornecerem 0s
nutrientes adequados, bem como garantir condicdes de assepsia
suficientes, evitando-se contaminacoes.

Neste capitulo, serdo fornecidos elementos teoricos e praticos,
de modo a permitir uma melhor compreensao acerca dos principais
meios de cultura de células utilizados na rotina laboratorial.

2 COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

As células animais isoladas de tecidos vivos e as células
de linhagem podem crescer in vitro quando sdo suplementadas de
nutrientes e estimulos essenciais para o seu crescimento, proliferacao
e sobrevivéncia. Esse ambiente artificial propicio para as células é
chamado de cultura celular, intrinsicamente controlado por pardmetros
fisico-quimicos como temperatura, pH, oxigénio, gas carbonico (COZ)
e umidade.
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Os nutrientes necessarios para o crescimento, divisao e
multiplicacao celular sao fornecidos por um veiculo liquido chamado
de meio de cultura. Este veiculo nutricional é composto por diversos
componentes, dentre estes: sais inorganicos, vitaminas, aminoacidos
essenciais e nao essenciais, proteinas, glicose, antibidticos e um
indicador de pH, sendo necessaria uma composicao especifica para
as diferentes linhagens celulares dependendo da demanda nutricional
e energética de cada uma delas (Quadro 1) (MOLINARO; CAPUTO;
AMENDOEIRA, 2009).

Quadro 1- Componentes basicos dos meios de cultura

Sais Vitaminas Aminoacidos Proteinas Outros
NaCl Biotina Arginina Penicilina
) . Insulina

KCl Colina Cistina

) Estreptomicina
. Transferrina
NaHZPOA Folato Glutamina

Glicose
o ) . Fatores
NaHCO, Nicotinamida Isoleucina especificos Vermelho de
CaCl, Tiamina Leucina do ) fenol
crescimento
MgCl, Riboflavina  Triptofano Soro fetal

Os meios de cultura celular podem ser classificados em meio
completo e incompleto. A denominagao de meio completo é designada
pela presenca do elemento soro, que o difere do meio incompleto. Este
elemento é rico em fatores de crescimento que induzem a proliferacao,
e fatores de adesdo que sdo responsaveis pela adesdo celular ao
substrato e que levam a sustentabilidade das células.

Os soros mais utilizados na complementacao dos meios sé@o
provenientes de bezerro bovino (BCS) ou bovino fetal (SBF), sendo
este Ultimo geralmente mais enriquecido em fatores de crescimento
e, portanto, mais adequado para a maior parte das culturas celulares.
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A suplementacao de componentes adicionais no meio de
cultura, como os tampdes HEPES (acido etanosulfonico 4-2 hidroxietil
piperazina-1)e bicarbonato de sodio (NaHCO,), ou de fontes energéticas
como piruvato de sddio e glicose, além de insulina bovina, dentre outros,
sao condicionados as necessidades nutricionais de cada linhagem
celular especifica, o que por sua vez, esta atrelado ao metabolismo e
funcao celular caracteristicos (Tabela 1) (FRESHNEY, 2011).

Tabela 1. Exemplos da suplementagdo de meios para algumas linhagens
celulares especificas

Linhagens L929 OVCAR-3 PC-3 Hela
e meios
Componentes RPMI -1640 RPMI -1640 F-12K DMEM
adicionais Tradicional Modificado alta glicose
Bicarbonato de sddio 2049/L 159/L ---- 3,79/L
HEPES 309/L 2,49/L ---- 2049/L
Glicose ---- 2549/L ---- ----
10 mL
Piruvato de sodio - (estoque ---- —
[10 mM])
Insulina bovina ---- 10 mg/L ---- ----
Soro Fetal Bovino (SBF) 10% 20% 10% 10%
Solugao de antibidticos
(penicilina/ 1% 1% 1% 1%
eestreptomicina)
0,
Solugao de aminoacidos ---- —--- 1% (500 UL/ 50 -
mL de meio)

Legenda: RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute;
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium;
F-12K: Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium.
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3 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Os meios de culturas utilizados na rotina para a manutencéao e
o crescimento de células eucaridticas sao, em sua grande maioria, de
natureza quimica complexa, sujeitos, portanto, as variacdes de natureza
fisico-quimica, tais como pH, temperatura, tensdo gasosa de oxigénio
(0,), gés carbonico (CO,) e umidade.

Qualquer variacao nos fatores fisico-quimicos pode interferir
no crescimento celular, devendo o manipulador estar sempre atento
as variagoes nestes parametros. A seguir, serdo apresentados
alguns dos principais fatores fisico-quimicos relacionados aos
meios de cultivo.

3.1pH

O pH ideal para o crescimento da maioria das células em cultura
pode variar em torno de pH 7,4 a pH 7,7, de acordo com o tipo celular
especifico. Majoritariamente, as linhagens celulares desenvolvem-se
saudavelmente em pH 7,4, e as células transformadas crescem bem
entre pH 7,0 a pH 7,4 (YAO; ASAYAMA, 2017).

Com o intuito de facilitar a analise visivel do pH no microambiente
da cultura celular ideal, faz-se necessario o uso de um indicador de
pH adicionado ao meio de cultura, como o vermelho de fenol. Este
indicador, em pH 7,4, reflete uma coloracao vermelho claro, em pH
7,0 exibe uma cor alaranjada, ja em pH 6,5 apresenta-se amarelo, g,
com o aumento do pH para 7,8, o indicador reflete uma coloracao
vermelho escuro/roxa. A vantagem de utilizar o indicador ¢é a facilidade
de avaliacao de alteracdes no meio, e a desvantagem esta na percepcgao
da cor que é subjetiva (FRESHNEY, 2011).
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3.2 Tamponamento

Os sistemas-tampéao, ou tampodes, sdo frequentemente
utilizados na rotina laboratorial, uma vez que servem para evitar a
variacgdo significativa do pH na faixa ideal do meio, quando expostos a
diferentes condi¢bes inerentes da cultura celular, como a variagao nas
concentragdes de CO,, metabolitos, etc. Dentre os principais tampoes
utilizados em grande parte das culturas, pode-se citar o bicarbonato
de sodio (NaHCO,) e o HEPES (C,H ;N.0,S).

O bicarbonato de sédio € um tamp&o inorganico que possui
capacidade fraca de tamponamento, mas é amplamente utilizado
por apresentar baixa toxicidade, baixo custo e beneficio nutricional
para a cultura. Além disso, esse sistema de tamponamento ocorre
naturalmente no corpo humano e outros animais, melhor se aproximando
das condicdes fisioldgicas.

Por sua vez, 0o HEPES é um agente organico zwitterionico (dupla
polaridade) que possui maior tamponamento, porém, € mais téxico e
de alto custo, quando comparado ao bicarbonato de sddio, devendo
ser utilizado com maior cautela (FRESHNEY, 2011).

3.3 Concentragao de CO2

A maioria dos laboratérios de cultura de células possui uma
incubadora de dioxido de carbono (CO,) umidificada em 5% de CO,, no
entanto, nem sempre é 6bvio o motivo pelo qual as culturas precisam
dessa quantidade de CQO,.

Inicialmente, & importante ressaltar que o CO, ndo & um requisito
metabdlico para as culturas celulares e tecidos de animais. O objetivo do
uso desse gas esta envolvido na formacao do acido carbdnico (HZCO3),
por meio das reacdes de tamponamento do sistema bicarbonato,
utilizado no controle do pH. Dessa forma, a quantidade de NaHCO, no
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meio € o que na verdade determina a quantidade de CO, que deve ser
usada para manter o pH da cultura (Figura 1).

Figura 1-Variacdes na coloragdo do meio DMEM em fungao do pH
e da concentragéo de CO,

Fonte: Acervo particular do autor.

3.4 Controle de qualidade da agua

A 4dgua é o componente primordial utilizado na preparacao
dos meios e solugoes. O controle de qualidade da dgua é essencial
para evitar a contaminacgao por diferentes compostos organicos e
microrganismos, em virtude da facilidade desse veiculo em reter
impurezas que venham a influenciar no crescimento das células in vitro.
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A dgua utilizada em cultura celular passa por um processo
de filtracdo com carvao ativado, colunas de troca i6nica e filtros
revestidos de acetato de celulose, que produzem a agua ultrapura
proveniente de um ciclo do sistema de purificagdo. A vantagem deste
processo é a reducao do risco de possiveis contaminagdes, no entanto
trata-se de um sistema de alto custo e que requer manutencao
frequente, sendo esta a desvantagem na producdo (MOLINARO;
CAPUTO; AMENDOEIRA, 2009).

4 PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA

A seguir, para fins ilustrativos, sera descrito como exemplo
pratico a preparacdo do meio RPMI - 1640 (Tabela 2).

Tabela 2 -Preparo de 1L de meio RPMI - 1640

COMPONENTES QUANTIDADES
HEPES 309/L
Bicarbonato de sédio 204g/L

RPMI - 1640 1frasco em p6
Agua g.sp. 1L

NaOH Se necessario

HCl Se necessario

4.1 Protocolo de preparacao

a) Pesar o HEPES e o bicarbonato de sadio;
b) Depositar o volume de 1L de 4gua ultrapura em uma proveta;

c) Em um béquer de 1L, adicionar parte do volume de dgua reservado
800 ml);
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d) Colocar o béquer com o volume de 4gua em um agitador magnético
e adicionar lentamente todo o conteUdo do frasco de meio RPMI 1640:;

e) Apds a dissolucdo do meio, acrescentar os tampodes: HEPES e
bicarbonato de s6dio. Manter sob agitacao, até que ambos sejam
dissolvidos totalmente;

f)Ainda sob agitacao, ajustar o pH para 7,2, adicionando solugdes
especificas (NaOH ou HCL);

g) Completar o volume com &gua para 1L;

h) Ligar o fluxo laminar e colocar todos os materiais estéreis

necessarios para a filtracdo do meio. Ligar a ldmpada UV por 15
minutos;

i) Levar o béquer (contendo o meio preparado) para o fluxo laminar
previamente estéril;

j) Instalar a bomba a vacuo ao sistema de filtracao estéril;

k) Apos o término da filtracdo, deve-se adicionar 1% da solucdo de

antibioticos (penicilina/eestreptomicina) ao meio (10 ml da solugao
a cada 1L de meio RPMI).Homogeneizar;

1) Realizar o teste de esterilidade do meio filtrado na incubadora de
células por 24 horas.

4.2 Filtragao do meio

O processo de filtragcdo para substancias organicas ou labeis,

como o0 meio de cultura, consiste em um sistema de filtracao por
membranas de acetato de celulose com porosidade menor que 0,22
um. Em virtude dessas substancias serem facilmente degradadas
na presenca do calor, sdo consideradas labeis ao processo de
autoclavagem. No entanto, o aparato utilizado no sistema de filtragcao
@ anteriormente autoclavado para garantir esterilidade e seguranca
N0 Processo.
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Dessa forma, o processo de filtragdo consiste na passagem
do liquido (meio) pela membrana (0,22 um) impedindo a passagem
de microrganismo, e garantindo a esterilidade e eficiéncia do
procedimento. Em seguida, o material filtrado é analisado por meio
do teste de esterilidade por incubacédo do liguido em um tubo conico
de polipropileno estéril tipo Falcon, levado diretamente a estufa de
COzva 37 °C, com a tampa semiaberta. Apds 24 horas uma aliquota é
analisada no microscopio, e, sendo descartado indicio de contaminacéo,
o meio filtrado podera ser utilizado com seguranca.

0 meio é filtrado sem suplementacao, como soro bovino
fetal (SBF) ou solugao de aminoécidos, para evitar a perda desses
componentes nutritivos no processo de filtracao. Dessa forma, o meio
devera ser aliquotado e suplementado conforme a necessidade de uso
(MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2009).
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CAPITULO 6

CRIOPRESERVAGAO

Thais Mangeon Honorato Lisboa
Marianna Vieira Sobral

1 INTRODUCAO

A utilizacao de células em cultura por longos periodos de
tempo acabam induzindo alteracdes fenotipicas, uma vez que,
durante os processos de imortalizagcdo que ocorrem durante varias
geracgdes celulares, hd uma grande probabilidade de ocorrerem
alteracdes demasiadas em seu DNA. Dessa forma, faz-se necessario
induzir o processo de congelamento celular, para que as células
diminuam ou mesmo atrasem o surgimento de eventuais alteragdes
gue poderiam ocorrer quando em cultura.

Neste capitulo, serdo introduzidos os fundamentos da
criopreservacao de células animais, além de fornecer em detalhes
protocolos demonstrativos e ilustrados de técnicas de congelamento
e descongelamento de células utilizadas na rotina de um laborat6rio
de cultivo celular.
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2 CRIOPRESERVACAO: DA TEORIA A BANCADA

A criopreservacdo é uma técnica empregada no cultivo
celular que utiliza baixas temperaturas para armazenar células. A
preservacao do estoque de células em temperaturas abaixo de -130
°C permite o armazenamento de células a longo prazo por periodos
de pelo menos duas a trés décadas (GURRUCHAGA et al., 2018). A
temperatura muito baixa utilizada na criopreservacgao (-196 °C)
interrompe a atividade biolégica, preserva o DNA celular e impede
a morte celular, de modo a conservar a capacidade proliferativa
da célula (PERES; CURI, 2005). E importante que o congelamento
seja feito em células com poucas passagens para preservar as
caracteristicas celulares (CREE, 2011).

2.1 Congelamento

Células em cultura geralmente sao congeladas em nitrogénio
liquido. O congelamento deve ser um processo lento, em geral,
sugere-se a reducdo de 1 °C por minuto (PEGG, 2007). A reducéao
vagarosa da temperatura promove a solidificacdo da dgua presente
no meio, e 0 aumento da for¢ga osmaética causa um efluxo de 4gua das
células, essa agua congela no exterior, deixando a célula desidratada
(GURRUCHAGA et al., 2018; ALVES: GUIMARAES, 2010). Um resfriamento
lento é necessario para permitir o efluxo suficiente de agua, e assim
minimizar a probabilidade de formacgao de gelo intracelular (PEGG,
2007). Esse processo é necessario, pois a formacao de cristais
dentro da célula pode levar ao rompimento da membrana celular, g,
consequentemente, @ morte celular (Figura 1).
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Figura1- Processos de congelamento lento e rapido, seguido de
descongelamento (Descong.)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: O processo de congelamento envolve a redugao gradual
de temperatura que pode ser realizada de forma lenta (congelamento lento) ou
rapida (congelamento rapido). No processo de congelamento lento a vagarosa
reducdo de temperatura promove o congelamento da dgua presente no meio
extracelular, o que permite que a agua do meio intracelular saia da célula pelo
processo de osmose, e a medida que a agua sai ela congela no meio extracelular.
No processo de congelamento rapido ocorre
o congelamento da dgua no meio extracelular e intracelular, formando cristais
dentro da célula que levam a dano na membrana celular
e posterior morte da célula.

Utilizando esse processo de congelamento lento obtém-se maior
viabilidade celular do que no processo de congelamento rapido, no qual
as células sjo transferidas diretamente para o nitrogénio liquido (ALVES:;
GUIMARAES, 2010). Além disso, também s&o usados crioprotetores, que
protegem a membrana das células dos cristais formados. O agente
crioprotetor comumente utilizado é o dimetilsulféxido (DMS0), mas o
glicerol também é uma alternativa (GURRUCHAGA et al., 2018; PERES;
CURI, 2005; ALVES:; GUIMARAES, 2010).
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Os processos de congelamento e descongelamento é o mesmo
para células em suspensao ou de adesao. Segue uma metodologia
simplificada para o congelamento de linhagens celulares (Figura 2).

» Transferir as células para um tubo conico de polipropileno estéril
tipo Falcon (se as células forem aderentes deve ser realizado o
processo de tripsinizacéao, e, ap6s 5-10 minutos, inativar a tripsina
com meio de cultura e transferir as células para o tubo cdnico
de polipropileno estéril tipo Falcon).

« Centrifugar a 500 x g por 5 minutos a 25°C.

» Descartar o sobrenadante e ressuspender as células em meio
de cultura completo (10% de Soro Bovino Fetal - SBF + 1% de
penicilina/estreptomicina. O volume de meio dependera do
tamanho do precipitado formado: geralmente 1 mL de meio para
um precipitado celular pequeno).

» Realizar coloragdo com azul de Tripan e contagem em camara
de Neubauer para avaliar a viabilidade celular (ver Capitulo 8).

» Se acultura apresentar > 90% de células viaveis, seguir o
procedimento de congelamento.

« Transferir 950 yL da suspenséo celular para um tubo criogénico
e adicionar 50 yL de DMSO por gotejamento (5% de DMSO).

« Homogeneizar rapidamente e vedar o tubo criogénico com filme
de alta aderéncia utilizado para vedacéo (Parafilm M).

« Transferir para o congelador (-20 °C), onde o criotubo deve
permanecer por 20 a 30 minutos.

« Transferir o criotubo para o freezer -80 °C.
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» No dia seguinte, transferir o criotubo para um container de
nitrogénio liquido, onde os criotubos devem ser mantidos imersos
na fase liquida no nitrogénio.

Figura 2 - Metodologia para congelamento de células

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Para o processo de congelamento, as células devem ser centrifugadas,
em seguida,ressuspensas em meio de cultura completo e avaliada a viabilidade
celular. Posteriormente, as células devem ser transferidas para tubo criogénico

e 0 DMSO adicionado por gotejamento, o tubo criogénico deve ser transferido
para o congelador por 30 minutos e, em seguida, transferido para o freezer -80
°C. Ap6s 24 horas, o tubo criogénico deve ser armazenado em nitrogénio liquido.
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2.2 Descongelamento

O descongelamento das células € um processo simples,
porém importante, que requer a mesma atengao que o processo de
congelamento. Apesar do congelamento lento e do uso de agentes
crioprotetores durante o congelamento, o processo de criopreservacao
¢ danoso para as células e o crescimento de células ap6s o
descongelamento é lento. Portanto, apds o descongelamento, as células
devem ser cultivadas em meio de cultura com uma concentracao de
soro bovino fetal maior que a usual (20%) até que se recuperem (ALVES;
GUIMARAES, 2010;: PERES; CURI, 2005).

Para minimizar a perda de células, o processo de
descongelamento deve ser realizado com cuidado e rapidamente
(PERES; CURI, 2005). As etapas do descongelamento que devem ser
levadas em consideracao para garantir uma criopreservacao bem-
sucedida serdo resumidas e discutidas a seguir (Figura 3).

» Retirar o tubo criogénico do container de nitrogénio liquido e
colocar em gelo.

« Dentro do fluxo laminar, deixar descongelar (ndo totalmente) em
temperatura ambiente, e transferir rapidamente o contetdo celular
para um tubo cénico de polipropileno estéril tipo Falconcontendo
10-20 mL de meio de cultura completo (adicionado de 10% de SBF
e 1% de penicilina/estreptomicina).

» Centrifugar a 500 x g por b minutos a 25 °C.

» Descartar o sobrenadante e ressuspender em meio de cultura
completo (20% de SBF e 1% de penicilina/estreptomicina). Essas
duas Ultimas etapas tém como objetivo eliminar o crioprotetor
do meio celular.
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» Realizar coloragdo com azul de Tripan e contagem em camara
de Neubauer para avaliar a viabilidade celular (ver Capitulo 8).

» Transferir a suspensao celular para uma garrafa de cultivo celular.

+ Manter em incubadora de CO,pararecuperagao das células.

Figura 3 - Metodologia para descongelamento de células

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: O processo de descongelamento deve ser iniciado com a retirada
do tubo criogénico do nitrogénio liquido, em seguida, as células devem ser
ressuspensas em meio de cultura completo. Ap6s centrifugacao, as células
devem ser novamente ressuspensas em meio de cultura completo
para avaliacdo da viabilidade celular, seguida de transferéncia
para a garrafa de cultivo celular.
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CAPITULO 7

PROPAGAGAO DAS CULTURAS

Thais Mangeon Honorato Lisboa
Marianna Vieira Sobral

1 INTRODUCAO

O processo de propagacao celular visa evitar a morte nos
cultivos, pois as células geralmente param de se dividir em alta
densidade devido a varios fatores, dentre estes, o aglomerado
celular e 0 esgotamento de fatores de crescimento, a exaustao de
nutrientes no meio, a inibicdo do crescimento por contato, 0 excesso
de metabolitos secretados para o meio e a acidificagcdo do meio
(PERES; CURI, 2005).

Caso a quantidade de células na garrafa de cultivo celular
exceda o limite de confluéncia adequado, ndo havera o crescimento
normal da suspensao celular ou da monocamada (células aderentes),
e, consequentemente, as células entrardo em seguida na fase de
morte. Por isso, é necessario realizar o procedimento de repique
para, periodicamente, retirar células do cultivo e manté-las com o
crescimento ideal, ou seja, em fase log (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Neste capitulo serdo descritos os procedimentos basicos para
a propagacao das culturas celulares, incluindo protocolos ilustrativos
e detalhados dos processos envolvendo a troca de meio, repiques e
passagens celulares.
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2 TROCA DE MEIO, REPIQUE E PASSAGENS

Para a manutencdo de cultura de linhagens celulares é
necessario observar a densidade de células (confluéncia para células
aderentes) e seu aspecto geral (FRESHNEY, 2011). Normalmente,
esse procedimento é realizado em microscopio éptico invertido com
contraste de fase. E essencial familiarizar-se com o ciclo celular de
crescimento de cada linhagem celular, uma vez que, diferentes tipos
celulares e também células em diferentes fases se comportam de
maneira distinta em relacao a proliferacao, atividade enzimatica,
glicélise, respiragao, etc.

As culturas de células aderentes devem ser mantidas com
confluéncia entre 80-90% (subconfluéncia), enquanto que as células em
suspensao sdo utilizadas em concentragdes entre 1x10°a 1x10¢ células/
mL, isso porque, antes de atingirem esse limiar, as células devem ser
repicadas (PURDIE; POURREYRON; SOUTH, 2011; HELGALSON; MILLER,
2004; PERES; CURI, 2005).

Caso a densidade ou confluéncia celular ndo estejam préximas
a seu limiar é necessario apenas que o meio de cultura seja substituido
periodicamente (a cada 48 horas aproximadamente) (PERES; CURI,
2005). Alguns fatores podem indicar a necessidade de troca do meio de
cultura, como: queda no pH (para < 6,5), alta concentracao de células,
tipo celular e modificagdo da morfologia celular (FRESHNEY, 2011).
Nesse contexto, a troca do meio ira garantir o ambiente adequado para
o crescimento e funcdo celulares.

2.1 Troca de meio de cultura

A troca de meio de cultura &€ um procedimento simples e rapido
gue envolve as seguintes etapas para células aderentes:

» Remover o meio de cultura da garrafa de cultivo celular.
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Lavar a garrafa de cultura com Tampéo Fosfato Salino (PBS).

Ressuspender as células em novo meio de cultura.

No caso das células em suspensao, esse procedimento pode
ser realizado apenas por adicdo de novo meio de cultura e diluicao do
numero de células, sem remover o meio de cultura ja existente.

2.2 Repique

O procedimento de repigue inicia-se com a observacao
do aspecto e confluéncia das células em microscopio. Existem
procedimentos diferentes para o inicio do repigue em linhagens
aderentes e em suspensao, 0s quais estao descritos abaixo.

a) Para linhagens em suspensao:

As linhagens em suspensdo devem ser cuidadosamente
homogeneizadas com a pipeta, para desagrupar as células em
grumos, e seu conteUdo deve ser transferido para um tubo conico
de polipropileno estéril tipo Falcon.

b) Para linhagens aderentes:

Remover o meio de cultura da garrafa de cultivo celular.

Lavar a cultura com PBS para remover os residuos de meio de
cultura.

Incubar a cultura com tripsina em incubadora de CO, por 5-10
minutos (esse tempo varia de acordo com o tipo celular), a qual age
digerindo e clivando as proteinas de adesao das células. Geralmente,
a tripsina utilizada é a tripsina-EDTA (0,25%), pois o EDTA (4cido
etilenodiamino tetra-acético )adicionado a solugéo (protocolo
descrito no apéndice) atua como um agente quelante que neutraliza
os ions calcio e magnésio, que estariam favorecendo as ligagdes
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peptidicas nas quais a tripsina atua (PERES; CURI, 2005). Sendo
assim, a remocao desses ions aumenta a atividade enzimatica da
tripsina. O volume de tripsina-EDTA (0,25%) varia de acordo com
o tamanho do frasco de cultura, porém, geralmente, é utilizado 2
mL da solucédo para garrafas grandes (250 mL, 75 cm?) e TmL para
garrafas pequenas (50 mL, 25 cm?).

» |nativar a tripsina com meio de cultura especifico para o
tipo celular, adicionado de 10% de SBF e 1% de penicilina/
estreptomicina, e transferir para um tubo conico de polipropileno
estéril tipo Falcon. As proteinas do soro irdo bloguear a agcdo da
tripsina, uma vez que a tripsina cliva as proteinas do soro, que
competem com as moléculas de adesdo das células (Figura 1).

Figura 1-Tripsinizacao de células aderentes em cultura celular

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Para trispsinizacao, as células aderentes devem ser incubadas
com a tripsina por 5-10 minutos em incubadora de CO, (37°Ceb%de COZ). Em
seguida,meio de cultura completo deve ser adicionado a garrafa de cultivo para
bloguear a agdo da tripsina.

As etapas seguintes sdo comuns para células aderentes e em
suspensao, apos as etapas descritas anteriormente (Figura 2):
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« Centrifugar a 500 x g por b minutos a 25 °C.

« Descartar o sobrenadante e ressuspender as células em meio
de cultura suplementado (10% de SBF e 1% de penicilina/
estreptomicina).

» Realizar coloragdo com azul de Tripan e contagem em camara
de Neubauer (ver Capitulo 8).

» Ajustar a concentracao celular de acordo com a linhagem
utilizada.

« Transferir as células para garrafa de cultivo.

Figura 2 - Metodologia para repique de células

Fonte: Acervo particular do autor

Legenda: Para o processo de repique da cultura, as células devem ser

centrifugadas, em seguida, ressupensas em meio de cultura completo.

Posteriormente, deve ser realizado o ajuste da concentracdo celular e
transferéncia para garrafa de cultura.
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2.3 Passagens celulares

O numero de passagens € um fator importante que deve
ser monitorado durante a manutencao de linhagens celulares, pois
influencia na proliferacao celular e também na expressao de proteinas.
Isso ocorre devido a alteracdes na expressao génica ou silenciamento
de genes que podem acontecer espontaneamente, modificando o
fenotipo celular (ALVES; GUIMARAES, 2010; PERES; CURI, 2005).

Portanto, é importante controlar o nUmero de passagens de
uma linhagem celular visando a reprodutibilidade dos resultados
experimentais. O nUmero de passagens que garante a manutencao
das caracteristicas fenotipicas da célula pode variar de acordo com
a linhagem e nao existe um limite definido, mas, em geral, varia entre
70 e 80 passagens (PERES; CURI, 2005).
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CAPITULO 8

CONTAGEM DE CELULAS

Rawny Galdino Gouveia
Marianna Vieira Sobral

1 INTRODUCAO

A contagem de células é um procedimento basico e fundamental
para a pesquisa cientifica que utiliza células em cultura para o
desenvolvimento de protocolos experimentais. Esse procedimento
permite estimar a taxa de crescimento das células na garrafa de cultivo,
avaliar a viabilidade celular e as condigdes de crescimento, além de
direcionar o planejamento dos possiveis experimentos nos quais as
células serdo utilizadas (MACLEQD, 2004).

Neste capitulo, serdo descritos em detalhes os procedimentos
necessarios para a contagem manual de células por hemocitdmetro,
um dos métodos mais utilizados pelos laboratérios de cultivo celular,
por possuir melhor custo beneficio.

2 CONTAGEM DE CELULAS: DA TEORIA A BANCADA

Uma das formas mais comuns de estimar o numero de células
€ por meio da contagem ao microscopio utilizando uma camara de
Neubauer, que também é conhecida como hemocitémetro ou cadmara
de contagem (LUCARINI; SILVA: BIANCHI, 2004; ALVES et al., 2010).

Existem procedimentos diferentes para a etapa inicial da
contagem de células em linhagens aderentes e em suspensao, 0s
guais estdo descritos a seguir.
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a) Preparagao das células em suspensao:

As linhagens em suspensdo devem ser cuidadosamente
homogeneizadas com a pipeta, para desagrupar as células em
grumos, e seu conteldo deve ser transferido para um tubo conico
de polipropileno estéril tipo Falcon.

b) Preparacgao das células aderentes:

Remover o meio de cultura da garrafa de cultivo celular.

Incubar a cultura com tripsina em incubadora de CO, [Ovolumeda
tripsina-EDTA (0,25%) varia de acordo com o tamanho do frasco
de cultura, porém, geralmente, é utilizado 2 mL da solucéo para
garrafas grandes (250 mL, 75 cm?) e 1 mL para garrafas pequenas
(50 mL, 25 cm?)], por 5-10 minutos. Esse tempo varia de acordo com
o tipo celular, e deve ser monitorado observando-se ao microscopio
se as células foram removidas da superficie da garrafa.

Inativar a tripsina com meio de cultura especifico para o tipo
celular, adicionado de 10% de soro bovinofetal (SBF), e transferir
para um tubo cdnico de polipropileno estéril tipo Falcon. O
processo de tripsinizagdoesta descrito no capitulo 7.

Ap0s essas etapas, 0s passos seguintes sdo comuns tanto para
células aderentes quanto em suspenséo.

Centrifugar a 500 x g por 5 minutos a 25 °C.

Descartar o sobrenadante e ressuspender as células em meio de
cultura completo (10% de SBF + 1% de penicilina/estreptomicina.O
volume dependerd do tamanho do precipitado formado,
geralmente 1 mL de meio para um precipitado celular pequeno).
Nesse processo é necessaria uma boa homogeneizagao para que
as células figuem completamente desagrupadas.
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» Realizar coloragdo com azul de Tripan e contagem em camara
de Neubauver.

2.1 A camara de Neubavuer e a contagem de células

A camara de Neubauer é uma ldmina de microscopia diferente
de uma ldmina normal, uma vez que existe uma camara gravada no
vidro, sendo que cada lamina contém geralmente duas cAmaras iguais.

Ao lado da cAdmara existem dois suportes onde a laminula é
posicionada, permitindo um espaco entre a laminula e a cdmara de
0,1 mm (Figura 1). Assim, quando se coloca uma solucdo de células
na camara e a laminula é posicionada, & conhecida a profundidade da
solucao, sendo possivel determinar o nUmero de células contido na
solucao (LUCARINI; SILVA; BIANCHI, 2004).

Figura 1- A Camara de Neubauer

Fonte: SPLAB (2020)

Legenda: Foto da camara de Neubauer espelhada tradicional,
onde é possivel observar as cadmaras gravadas no vidro
(as duas partes mais escuras no centro).
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Por sua vez, a grade de contagem que compde a cdmara de
Neubauer possui 3 mm? e a area de contagem de cada cdmara é
composta de nove quadrantes grandes, sendo cada um de area igual a
Tmm?(ALVES et al., 2010). Cada quadrante é subdividido em quadrados
de 0,25 mm? de &rea, e o central é subdividido até ter drea igual a
0,0025 mm? (Figura 2).

Figura 2 - Quadrantes da cdmara de Neubauer

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: A) Quadrantes da camara de Neubauer. Em “a” observa-se o quadrante
central e em “b" observam-se os quadrantes externos. B) Sentido utilizado no
guadrante para a realizagao da contagem de células.

Para a realizacao da contagem de células na camara de
Neubauer deve-se realizar um procedimento de coloracdo das células
com o azul de Tripan. Este corante é utilizado para diferenciar células
viaveis, nas quais o corante ndo consegue permanecer no citoplasma,
das células danificadas que sao coradas em azul (ver Capitulo 10).

Os seguintes passos devem ser seguidos para a contagem de
células em camara de Neubauer (Figura 3):

» Volumes iguais da suspensao celular e da solugao do azul de
Tripan a 0,4% (10 a 20 pL) devem ser homogeneizados em um
microtubo cénico de prolipropileno estéril tipo Eppendorf.
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« Deixar a mistura descansar de 2 a 3 minutos em temperatura
ambiente (periodos mais longos levardo a morte celular e a
contagem de viabilidade reduzida).

« Antes de usar, lavar o hemocitdmetro com etanol a 70% (v/v) e
deixar secar.

« Lavar uma laminula com etanol a 70% (v/v), deixar secar e aplica-
la em cima da cdmara de contagem do hemocitometro.

» Aplicar 10 pL da mistura de azul de Tripan/células na borda da
camara entre a laminula e a ranhura em forma de V na camara.
Permita que a suspenséo de células seja puxada para a camara
por acao capilar.

» Colocar o hemocitémetro na mesa/platina de um microscopio
Optico para a contagem das células (objetiva 10x).

« Contar o nUmero de células vidveis (ndo coradas com o azul de
Tripan) e n&o viaveis (coradas em azul) nos quatro quadrantes
externos (A, B, C e D) da cdmara de Neubauer. Fazer a média
dos quatro quadrantes e multiplicar por 10%(fator da cdmara)
para obter o nUmero de células por mL na amostra aplicada ao
hemocitometro.

» Multiplicar por dois (2) para levar em consideracéo a diluicdo 1:1da
suspensao de células no azul de Tripan e multiplicar por qualquer
diluicao na preparacdo original da amostra da suspenséao celular,
conforme a seguinte equacao:

(A+B+C+D)
4

x 10* x FD = n° células/mL

Onde: A, B, C e D representam os quadrantes externos da camara
de Neubauer e FD o fator de diluigao utilizado.
Obs.: Em uma diluicdo 1o FD = 2.

Para o calculo do numero de células viaveis, deve entrar na
férmula a contagem média dos quatro quadrantes apenas das células
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ndo coradas em azul. Portanto, a porcentagem de células ndo coradas
representa a porcentagem de células viaveisna suspensao, de acordo
com a seguinte férmula:

Figura 3 - Contagem de células em camara de Neubauer utilizando o ensaio de
exclusao do azul de Tripan

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Apos centrifugacado, uma mistura do azul de tripan e das células
ressuspensas (1:1) deve ser aplicada ao hemocitdmetro para contagem em
camara de Neubauer utilizando microscépio éptico.
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CAPITULO 9

CONTAMINANTES DA CULTURA CELULAR

Ana Luiza de Oliveira Lopes
Juan Carlos Ramos Gongalves
Marianna Vieira Sobral

1INTRODUCAO

0 trabalho com cultivos celulares exige uma série de cuidados
gue objetivam reduzir os riscos de contaminacao. As técnicas assépticas
reduzem a probabilidade de infec¢ao por microrganismos, desse modo,
é importante que sejam mantidas a todo momento (ALVES; GUIMARAES,
2010; FREEDMAN et al., 2015). Ainda, é necessério que a contaminacao
seja mantida a um minimo possivel para evitar interferéncia nos
resultados dos experimentos que comprometam sua reprodutibilidade
e confiabilidade.

Conhecer os principais agentes contaminantes presentes no
ambiente em que um laboratério de cultivo de células esté inserido
¢ tdo importante quanto o dominio das técnicas de cultivo celular.
Portanto, neste capitulo, serdo abordados os tipos mais comuns de
contaminacdes que ocorrem em uma cultura de células.

2 AGENTES CONTAMINANTES

Diferentes tipos de contaminacées podem acontecer
durante o cultivo celular, a saber, contaminacao biolégica, quimica
ou cruzada. Os principais contaminantes biolégicos das culturas
celulares sdo virus, fungos e bactérias (incluindo micoplasmas,
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acholeplasmas e micobactérias) (MAHMOOD; ALI, 2017). Os
contaminantes quimicos preocupantes incluem as endotoxinas
das bactérias gram negativas, detergentes residuais, radicais livres,
metais pesados e fixadores residuais (BAUST et al., 2017). Por fim,
a contaminacao cruzada indica contaminacao entre diferentes
linhagens celulares (ROUTRAY et al., 2016).

2.1 Fontes de contaminantes no laboratorio

Na maioria dos laborat6rios de pesquisa as principais fontes
de microrganismos sdo aquelas que acompanham os usuarios do
laboratorio. Aerossois gerados ao falar, espirrar e tossir podem carregar
quantidades significativas de contaminates (BATES; WERNERSPACH,
2018).

As roupas também podem abrigar e transportar uma variedade
de microrganismos, por isso, é crucial a existéncia de uma antessala
de paramentacao, além do uso de equipamentos de protecao individual
(EPIs) (PHILIPPEOS et al., 2012).

Meios de cultura, soro bovinofetal, reagentes e materiais
plasticos podem ser fontes importantes de contaminantes, por isso,
¢ fundamental usar materiais estéreis e sempre realizar assepsia
dos frascos com alcool 70% (v/v) antes da introducédo na cabine de
seguranca bioldgica (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Além dessas precaucoes, a sala de cultura deve ser limpa
com frequéncia para reduzir as particulas de poeira no chao e nos
equipamentos, incluindo banho-maria, geladeira e microscopio.
Estufas mal limpas e mantidas de forma incorreta podem servir
como “um lar" para diversos contaminantes (BATES; WERNERSPACH,
2018; PHILIPPEOQS et al., 2012).
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3 CONTAMINANTES BIOLOGICOS

A contaminacao biolégica constitui um dos problemas mais
comuns em laboratorios. Nesse caso, a contaminacdo é introduzida
por meio de técnicas assépticas improprias, materiais esterilizados
inadequadamente (pipetas, frascos de cultura, tubos, etc.) ou reagentes
contaminados (tampdes, meios de cultura, tripsina, etc.) (GIBCO, 2016;
LANGDON, 2012). Esses contaminantes também sdo chamados de
agentes adventicios, visto que eles ndo surgem da prépria cultura
celular e sim de fontes extrinsecas a cultura (BAUST et al., 2017).

Alguns desses agentes adventicios podem ser patogénicos
para seres humanos, e sua presenca deve ser eliminada de linhagens
celulares em cultivo, assim como de qualquer cultura utilizada na
fabricacdo de produtos biolégicos ou destinados ao uso humano ou
animal. O termo agente adventicio ndo se aplica a virus end6genos ou
latentes que sdo intrinsecos a linhagem celular (sendo codificados
no genoma celular e expressos em condigdes normais ou sob certas
condicoes de inducao pela célula) (LANGDON, 2012).

3.1 Contaminacao por bactérias

As bactérias sdo organismos procariontes com tamanho
variando entre 2-5 ym, apresentam alta capacidade de proliferacao
e, Na maioria das vezes, conseguem crescer em quaisquer condicoes.
Elas estdo presentes no ar, nas superficies, no trato digestivo humano
e em outros locais (ALVES; GUIMARAES, 2010).

A contaminacao bacteriana em uma cultura de células
eucariontes é facilmente detectada macro e microscopicamente,
uma vez que se observa turvagcdo do meio de cultura, acompanhada
de mudanca no pH, tornando o meio acido, além de morte das células
devido a competi¢cdo por nutrientes do meio de cultura. Além disso,
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bactérias em cultura assemelham-se a “granulos de areia” sobre as
linhagens de células eucariontes (Figura 1).

Figura 1- Culturas de células eucariontes
contaminadas por bactérias

Fonte: A) Acervo particular do autor.
B) Adaptado de Handling Solutions (2020)

Legenda: A) Turvagdo do meio de cultivo, sinal macroscopico caracteristico de
contaminacao bacteriana. B) Presencga de bastonetes nas células aderentes,
observadas por microscopia de contraste de fase, 400x.

0 contaminante biolégico mais grave e disseminado de todos
€ 0 micoplasma, uma bactéria que ndo apresenta parede celular e se
caracteriza como 0 menor organismo de replicacao celular que infecta
as células com maior frequéncia (PHILIPPEOS et al., 2012). Os aerossois
contaminados por micoplasmas juntamente com técnicas assépticas
inadequadas constituem a maior fonte de disseminacao de bactérias
em culturas celulares (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Por causa do seu tamanho (menos de 1 ym), 0s micoplasmas
sdo dificeis de serem detectados, ademais, a depender da célula
infectada e da espécie de micoplasma, a infec¢cdo pode passar
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macroscopicamente despercebida ja que ndo ocorre turvacao do
meio (ALVES; GUIMARAES, 2010).

Com o passar do tempo, as células que apresentam infecc¢do
cronica por micoplasma comecam a manifestar taxas reduzidas de
proliferacao celular, alterag6es metabolicas e aglutinagao em culturas
de suspensado. A Unica maneira garantida de detectar a contaminacao
por essa bactéria é utilizando periodicamente técnicas de fluorescéncia
(Figura 2), hibridagdo de DNA, PCR (reagdo em cadeia da polimerase)
ou técnicas microbioldgicas (CREE et al., 2011; GIBCO, 2016).

Figura 2 - Fotomicrografia de micosplasmas em células aderentes

Fonte: Gibco (2016)

Legenda: A) Fotomicrografia de cultura de micoplasma.
B) e C) Células infectadas por micoplasmas.
As células foram tratadas com o kit MycoFluor™ da Invitrogen™.
As imagens foram obtidas utilizando uma excitacao
de 365 nm com lente objetiva Plan Neofluar™.

3.2 Contaminacao por fungos

Fungos sdo microrganismos unicelulares (formas
leveduriformes) ou multicelulares (formas filamentosas) que
pertecem ao reino Fungi. Seu tamanho varia de 2-10 um de didmetro
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até varios centimetros de comprimento. Quando ocorre contaminagao
por fungos em cultivo de células eucariontes é possivel observar
macroscopicamente a turvacdo do meio de cultivo, assim como a
formagao de coldnias isoladas na placa(HANDLING SOLUTIONS, 2020).
Do ponto de vista microscopico é possivel identificar as estruturas
fungicas que parasitam a garrafa (GIBCO, 2016).

a. Contaminagao por fungos leveduriformes

Leveduras sao estruturas unicelulares, com tamanho que varia
de alguns micrémetros até 40um. Microscopicamente, as leveduras
apresentam-se como particulas ovoides ou esféricas individuais que
podem brotar de particulas menores (Figura 3).

Figura 3 - Presenca de leveduras em cultura de células
aderentes (cinza escuro)

Fonte: Handling Solutions, 2020.

Legenda: Imagem em microscopio de contraste de fases (400x)
mostrando células aderentes contaminadas com leveduras
(pequenas estruturas em cinza claro)
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b. Contaminacao por fungos filamentosos

Os fungos filamentosos crescem como filamentos
multicelulares formando as hifas, cujo tamanho pode variar de alguns
micrometros até centimetros. Uma rede conectada de hifas contém
nucleos geneticamente idénticos, e sdo denominadas como colénia
ou micélio (GIBCO, 2016). Geralmente s&do os esporos fungicos que
contaminam uma garrafa de cultura e utilizam-na para se desenvolver
(Figura 4).

Figura 4 - Presenca de fungos filamentosos em garrafa de cultivo celular (50x)

Fonte: Handling Solutions, 2020.

3.3 Contaminacao por virus

Assim como 0s micoplasmas, 0s virus ndo fornecem pistas
visuais para a sua presenca; eles nao alteram o pH do meio de cultura
nem promovem a turbidez do meio. Como 0s virus usam seu hospedeiro
para replicacdo, os medicamentos usados para bloguear os virus
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também podem ser toxicos para as células que estdo sendo cultivadas
(BATES; WERNERSPACH, 2018).

Esses agentes sao extremamente dificeis de serem detectados
em culturas celulares, e o uso de células infectadas com virus representa
um risco sério a saude para todos que frequentam o laboratorio.
Infecgdes virais podem ser detectadas por microscopia eletrénica,
ensaios de ELISA ou pela técnica de PCR (ALVES; GUIMARAES, 2010).
Nesse contexto, a presencga de retrovirus (especialmente HIV ou
HTLV) nas linhagens celulares humanas primarias deve ser sempre
considerada ao manusear tais culturas celulares (BAUST et al., 2017).

4 CONTAMINAGCAO CRUZADA

Em todas as ocasides, uma célula que € mantida em laboratério
enfrenta o risco de contaminagao com outra célula, particularmente as
linhagens celulares de crescimento rapido e continuo. O primeiro caso
de contaminacdo cruzada na cultura de células foi relatado na década
de 1950 e, desde entdo, a contaminacao cruzada continua sendo um
problema preocupante nos laboratoérios de cultura de células, pois a
contaminacao de uma linhagem celular com outra linhagem celular ndo
¢ facilmente detectavel como a contaminacao bacteriana ou fungica
(ROUTRAY et al., 2016).

O Comité Internacional de Autenticacao de Linhagem
Celular(ICLAC) relata que cerca de 500 linhagens celulares
eucarioticas documentadas estdo contaminadas com células de
outras linhagens (ICLAC, 2019). Um caso comum de contaminagao
cruzada, e de facil identificacao, é a presenca de células Hela
(linhagem de adenocarcinoma de colo do Utero humano), que forma
colénias de células arredondadas, em fibroblastos humanos normais,
com a forma orbital (Figura 5).
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Figura 5 - Fibroblastos humanos normais contaminados
com a linhagem Hel a (setas). Microscopia dptica (400x)

Fonte: Adaptado de Routray et al. (2016)

5 CONTAMINANTES QUIMICOS

Os contaminantes quimicos sdo derivados do manuseio ou
uso inadequado de reagentes e da cultura de células. Deve-se utilizar
substancias proprias para cultura de células e com alto grau de pureza
(GIBCO, 2016).

A 4dgua é componente essencial na preparacdo de meios e
solugdes, porém, constitui uma fonte potencial de impurezas que podem
afetar o crescimento de culturas in vitro. Para evitar contaminac¢ao por
compostos organicos volateis, que permanecem apoés a destilacdo e
gue inibem o crescimento das culturas, deve-se utilizar 4gua ultrapura,
gue consiste num sistema de purificagao por filtragdo com carvao
ativado, colunas de trocaidnica e filtros de acetato de celulose (ALVES;
GUIMARAES, 2010).

Por fim, &€ importante ressaltar que a ocorréncia de contaminagao
guimica é atenuada por meio da adesao as melhores praticas de
manuseio de todos 0s materiais em uUso, assim como por evitar o uso
de solventes volateis nas incubadoras celulares.
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CAPITULO 10

INTRODUCAO A AVALIACAO
DA VIABILIDADE CELULAR

Camyla Caroliny Neves de Andrade
Marianna Vieira Sobral

1INTRODUCAO

A determinacdo da viabilidade celular € uma etapa
imprescindivel na avaliagcdo e triagem de novos compostos candidatos
a farmacos, bem como na selecdo de suspensdes celulares contendo
um maior nUmero de células viaveis antes da realizacao de ensaios
especificos. Além disso, o0 dominio destas técnicas basicas é
fundamental para as mais diversas areas, desde a pesquisa basica
até as areas aplicadas em salde, biotecnologia, indUstria, etc.

Neste capitulo serdo descritas as etapas comuns de preparacao
da cultura celular e tratamento com as amostras teste, de forma
pratica e detalhada, visando a realizacdo de testes de viabilidade
celular como o ensaio de exclusao do azul de Tripan. Nos préximos
capitulos, serdo apresentados os testes mais comumente utilizados
em laboratorios de cultivo celular.

2 PREPARO E TRATAMENTO DAS CELULAS

As etapas iniciais para a determinacao da viabilidade celular
por meio de ensaios especificos consistem na preparagao prévia da
cultura celular e exposicao das células as amostras teste, que serdo
investigadas quanto as suas atividades farmacolodgicas. A seguir, estdo
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descritas as etapas comuns (Figura 1) de preparagao da cultura e
tratamento com as amostras teste.

« Centrifugar as células em cultura (aderentes ou em
suspenséao), seguindo-se o protocolo descrito no Capitulo 7.

» Proceder com o protocolo de contagem de células do
Capitulo 8. As células devem encontrar-se com alta
viabilidade (>90%).

» Ajustaraconcentracao e incubar as células em microplacas de
cultura de 96 pocos (plagueamento celular),100 pL da suspensao
celular por poco. Sugerimos 3x10°células/mL para linhagens
aderentes e 5x10° células/mL para linhagens em suspensao.

» Paracélulas aderentes, incubar a placa em estufa (5%C02, 37
°C) por 24h, periodo necessario para a aderéncia das células
as placas. Esta etapa ndo é necessaria para células em
suspensao.

» Adicionar 100 pL da amostra teste, previamente dissolvida
em DMSO (ou em solvente similar indicado), nas diferentes
concentragdes a serem testadas.

» |Incubar as placas em estufa (5%002, 37 °C) em diferentes
intervalos de tempos (como, por exemplo, de 24a 72h) para
observar a cinética de citotoxicidade da amostra teste.

» Apo6s o periodo de incubacao, proceder com a execucao das
metodologias especificas para avaliacdo da citotoxicidade
e viabilidade celular.
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Figura 1- Metodologia para plagueamento celular
e tratamento com as amostras teste

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Apds o preparo da suspenséo celular, deve-se adicionar 100 yL desta
suspensao na placa e incubé-la por 24 h (para células aderentes).
Em seguida, adicionar 100 yL da amostra teste dissolvida em DMSO
nas diferentes concentragdes e incubar a placa por um periodo
de 24, 48 e/ou 72 h. Decorrido o tempo de incubacao,
proceder com o0s ensaios de citotoxicidade.

3 ENSAIO DE EXCLUSAO DO AZUL DE TRIPAN

A avaliacdo da viabilidade celular por meio do ensaio de exclusao
do azul de Tripan foi a primeira metodologia proposta na literatura e
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vem sendo realizada ha mais de um século. E considerada uma técnica
padrdo para a avaliacao da viabilidade celular, e continua sendo a mais
utilizada (PICCININI et al., 2017; CHAN: RICE; QIU, 2020).

3.1 Fundamentac¢ao do ensaio

0 azul de Tripan (C,,H,,N,0,,S,) (Figura 2) € um corante
diazoderivado da toluidina e solUvel em agua. Foi descoberto em 1904
por Paul Ehrlich para o tratamento da tripanossomiase africana e
utilizado pela primeira vez na oftalmologia para fins de diagnéstico para
marcar a cérnea e a conjuntiva (PICCININI et al., 2017; BROCKMANN

et al., 2018).

Figura 2 - Estrutura quimica do azul de Tripan

Fonte: Acervo particular do autor.

Quando a membrana celular estd integra, esta ndo permite a
entrada de diversos compostos quimicos, inclusive o azul de Tripan.
Assim, o azul de Tripan é uma molécula que ndo consegue atravessar
a membrana semipermeavel das células vivas. Portanto, ele s6 é
absorvido por células com a membrana comprometida, ou seja, por
células mortas ou que estejam em processo de morte celular, cuja
membrana comecgou a se romper (CROWLEY et al., 2016a; PICCININI et
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al., 2017). Sendo assim, esse corante é frequentemente utilizado para
marcar e distinguir células vivas de células mortas (SINUMOL et al.,
2019) (Figura 3).

Figura 3 - Fundamento do ensaio de exclusdo do azul de Tripan

Fonte: Autoria propria.

Nesse ensaio, a viabilidade celular é avaliada indiretamente
por meio da observacao da integridade da membrana celular. Apds
penetrar na célula, o azul de Tripan liga-se a proteinas intracelulares
e, em campo claro, as células mortas encontram-se coradas em azul
(células em apoptose ou em necrose ndo sao diferenciadas), ja as
células vivas permanecem com a coloragdo inalterada (PICCININI et
al,, 2017). Com isso, torna-se possivel avaliar a viabilidade celular por
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meio da quantificacdo das células mortas ou em processo de morte
celular coradas com o azul de Tripan.

As células coradas com o azul de Tripan podem ser observadas
com o auxilio de microscopio 6ptico de campo claro de baixa resolucao,
tornando este ensaio acessivel a maioria dos laboratérios de pesquisa
(CROWLEY et al., 2016). O procedimento de coloracdo das células
acontece rapidamente,podendo ser analisadas em pouquissimo tempo,
0 que facilita sua realizacao em combinagado com outros ensaios de
morte celular (CROWLEY et al,, 2016).

O ensaio de exclusao do azul de Tripan apresenta algumas
desvantagens, tais como: janela de tempo de contagem limitada,
pois 0 azul de Tripan exerce um efeito téxico nas células apos um
curto periodo de exposicao, o que limita o tempo de contagem apos a
coloracdao; e contagens imprecisas, pois existe uma grande quantidade
de falsos positivos, ou seja, “células mortas” que sofreram algum dano
a sua membrana, e falsos negativos, células que iniciaram a apoptose,
porém ainda possuem a membrana integra (PICCININI et al., 2017;
CHAN: RICE; QIU, 2020).Ainda assim, o azul de Tripan continua sendo
o corante mais utilizado para avaliar a viabilidade celular, pois, apesar
de apresentar desvantagens, possui inUmeras vantagens, como por
exemplo, a rapidez na execucao do procedimento experimental, a
facilidade na utilizacao, o baixo custo e a analise pode ser realizada
com microscépio 6ptico de campo claro, acessivel a praticamente todos
os laboratorios de pesquisa, além de poder ser contabilizado também
por meio de contadores automaticos.Sendo assim, esse método é
consideradoum método de referéncia para a avaliagcio da viabilidade
celular (CHAN; RICE; QIU, 2020).

0 produto azul de Tripan possui risco biolégico associado como
agente carcinogénico, portanto, deve ser manipulado seguindo-se 0s
procedimentos de biosseguranca descritos no Capitulo 4.
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3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Material

A seguir, estdo elencados os materiais necessarios para a
realizagao do ensaio de exclusao do azul de Tripan:

- (Capela de segurancga biolégica ou fluxo laminar;

» Cultura celular;

« Solucao tampéo fosfato (PBS) estéril;

« Solucdo de azul de Tripan a 0,4% (armazenado em frasco &mbar);
o (CAmara de Neubauer (hemocitometro) e laminula;

« Centrifuga refrigerada;

» Tubo cdnico de polipropileno estéril tipo Falcon:

» Microtubo cdnico de prolipropileno estéril tipo Eppendorf;
» Microscopio 6ptico;

» Kit de micropipetas e ponteiras de volumes variados;

« Etanola 70% (v/v):

« Contador digital ou analdgico (opcional).

3.2.2 Protocolo

0 protocolo experimental detalhado para a contagem de células
em camara de Neubauer utilizando como método o ensaio de exclusao
do azul de Tripan encontra-se descrito no Capitulo 8.

Resumidamente, o corante azul de Tripan e a suspensao celular
devem ser homogeneizados na proporgao 1:1, e a mistura aplicada ao
hemocitémetro para a contagem de células utilizando microscépio
Optico. As células coradas em azul sdo consideradas nao viaveis
(Figura 4).
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Figura 4 - Células HepG2 viaveis (setas pretas) e nao viaveis (setas brancas)
marcadas com o azul de Tripan. Escala: 50 Om

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2012)
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CAPITULO 11

ENSAIO DE CAPTAGAO
DO VERMELHO NEUTRO

Camyla Caroliny Neves de Andrade
Marianna Vieira Sobral

1INTRODUCAO

0 vermelho neutro (VN) é um dos corantes mais empregados
em pesquisas e exames meédicos. Ele pode ser utilizado como
corante histolégico, indicador de pH e, principalmente, por ser
considerado também um corante vital, é bastante utilizado na
avaliacdo da viabilidade celular em ensaios de citotoxicidade de
diversos compostos quimicos (PATHROSE et al., 2017; NABLO et al.,
2019; VAHEDI et al., 2018).

Neste capitulo serdo introduzidos os principios fundamentais
do uso do VN em cultivo de células, apresentando-se um protocolo
detalhado de sua utilizacdo visando ensaios de avaliacao de
viabilidade celular.

2 FUNDAMENTAGAO DO ENSAIO

0 ensaio de captacdo do vermelho neutro é baseado na capacidade
das células viaveis de incorporar e reter o VN no interior dos lisossomos
(MELLO et al., 2020).

0 vermelho neutro (VN) (cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-
2-metilfenazina) é um corante catidnico eurodina, solUvel em &gua,
pertencente a classe de corantes com estrutura fundamental fenazina.
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Estruturalmente, possui formula C H,,CIN,, sendo formado por dois
anéis fenil, que se encontram ligados por um composto heterociclico
contendo dois &tomos de nitrogénio (fenazina) (Figura 1) (ATES et al.,
2017; GEORGE et al., 2014; VAHEDI et al., 2018).

Sua captacao depende da capacidade da célula de manter
gradientes de pH, por meio da producao de ATP. Em pH fisioldgico, o
VN é fracamente catidnico e entra nas células por meio de difusdo

passiva ndo idnica.

Figura 1- Estrutura quimica do vermelho neutro

Fonte: Acervo particular do autor.

Ao penetrar na célula, o VN ird se acumular nos lisossomos,
onde se liga por meio de ligagdes eletrostaticas hidrofobicas a matriz
anidnica e/ou a grupos fosfato. No interior dos lisossomos ha um
gradiente de prétons que mantém um pH menor que o do citoplasma
(pH lisossdmico < pH citoplasmaético), com isso, 0 VN recebe um préton
e fica carregado e retido no interior dos lisossomos (Figura 2) (ATES et
al., 2017; BULGARELLI et al., 2018; REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008;
LEMOS, 2018; SOUZA et al., 2011; BAYDYUK et al., 2019).
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Figura 2 - Fundamento do ensaio de marcacgao
com vermelho neutro.

Fonte: Autoria propria.

Legenda: O vermelho neutro, um corante fracamente catidnico, penetra nas
células por difusao passiva ndo idnica e se acumula no interior dos lisossomaos,
ligando-se por meio de ligagdes eletrostaticas hidrofobicas a matriz aniénica e/

ou aos grupos fosfato. Devido ao gradiente de prétons
gue mantém o pH lisossémico inferior ao pH citoplasmatico, o VN recebe
um proéton, ficando carregado e retido no interior dos lisossomos.

Compostos citotéxicos podem causar alteragdes na superficie
das células ou na membrana lisossomal, resultando em uma diminuicao
na captacao e retencdo do vermelho neutro, devido a reducdo da
eficiéncia da bomba de préotons (H*-ATPase), com consequente
diminuicao do gradiente de protons e elevacao do pH no interior dos
lisossomos, resultando na desprotonacgado do VN, o qual ndo é mais retido
nos lisossomos. Dessa forma, o ensaio de captacao de VN possibilita a
avaliacao da integridade da membrana lisossomal e sua capacidade
para reter o corante, permitindo a diferenciagao entre células viaveis
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e células mortas (ATES et al,, 2017; REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008;
SOUZA et al., 2011).

A viabilidade celular é quantificada por espectrofotometria
apoOs a extracao do corante acumulado no interior das células
utilizando uma solucdo alcodlica acidificada, sendo a quantidade
de corante incorporado diretamente proporcional a quantidade de
células vidveis (PEREZ et al., 2017; NABLO et al., 2019). Portanto, a
reducdo na viabilidade celular é expressa como uma reducao da
captacao do VN apos a exposicao a amostra em teste, representando
assim uma estimativa sensivel da integridade celular e da inibigao
do crescimento (MANNERSTROM et al.,, 2017). Adicionalmente,
pesquisas mostram que algumas células, a exemplo das células
cancerigenas, possuem uma absorcao diferenciada de vermelho
neutro em comparagao com células normais, o que possibilita uma
distincao entre elas (VAHEDI et al., 2018).

O VN é capaz de induzir toxicidade aguda quando ingerido,
podendo causar irritacdes na pele e mucosas (olho, pele, trato
respiratério). Além disso, possui risco biolégico associado como
agente carcinogénico, portanto, deve ser manipulado seguindo-se 0s
procedimentos de biosseguranca descritos no Capitulo 4.

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Material

A seguir, estdo elencados os materiais necessarios para
realizacdo do ensaio do VN:

» Capela de seguranca biologica ou fluxo laminar;
» Culturacelular,;
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« Vermelho neutro (cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-
metil-fenazina);

» Solucao tampéao fosfato (PBS) estéril;

» Meio de cultura adequado e suplementado;
« Acido acético glacial;

« Etanol absoluto (96%);

» Microscopio optico invertido;

* Incubadora de CO,;

» Centrifuga refrigerada;

» Espectrofotémetro com comprimentos de onda de excitagao
e emissao de 530 e 645 nm, respectivamente;

» Agitador para microplacas;

» Microplaca de 96 pocos;

» Tubos conicos de polipropileno estéril tipo Falcon (50 mL);
« Pipeta multicanal (preferencialmente) e ponteiras.

3.2 Protocolo

A seguir, detalha-se o protocolo para a realizacdo do ensaio do
VN (Figura 3):

» Preparar uma solucao de trabalho de vermelho neutro de 40
ug mL' (protocolo descrito no apéndice) e incubar overnight,
a 37°C.

» Proceder com o protocolo de “preparo e tratamento das
células para ensaios de citotoxicidade”, conforme descrito
no Capitulo 10.

« Aspirar ou descartar o meio das células.
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Centrifugar o meio vermelho neutro por 10 min a 600 x g para
remover quaisquer cristais de corante precipitados.

Obs.: Colocar o meio vermelho neutro em um reservatorio.
Fazer isso com cuidado para ndo ressuspender os cristais
na parte inferior do tubo.

Adicionar 100 pL de meio vermelho neutro a cada poco da
placa. Incubar a placa por 2 horas nas condi¢des de cultura
apropriadas.

Obs.: Avaliar as placas em um microscaépio invertido para
verificar a possivel precipitacdo do vermelho neutro.

Retirar o meio vermelho neutro. Lavar as células com 150 pyL
de PBS, em seguida, descartar. Adicionar 150 yL da solugao
descorante de vermelho neutro (protocolo descrito no
apéndice) em cada pogo.

Agitar a placa rapidamente em um agitador de microplacas
por pelo menos 10 minutos ou até que o vermelho neutro
seja extraido das células e forme uma solugcdo homogénea.

Realizar a leitura da absorbéancia a 540 nm em um
espectrofotdbmetro de leitor de microplacas, utilizando espacos
em branco que ndo contenham células como referéncia.
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Figura 3 - Metodologia para o ensaio de captacéao
do vermelho neutro

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Apds incubacdo com a amostra teste deve-se remover o meio presente
na placa. Em seguida, adicionar 100 yL da solugao de vermelho neutro (40 pg mL
") e incubar a placa por 2 horas. Decorrido o tempo de incubacéo, a placa deve ser
lavada com 150 yL de PBS, seguida da adicao de 150 yL da solucao descorante
de vermelho neutro. Posteriormente, deve-se manter a placa em agitagao por 10
minutos e realizar a leitura da absorbancia em espectrofotémetro.
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CAPITULO 12

ENSAIO DE REDUGAO DO MTT

Rafael Carlos Ferreira
Marianna Vieira Sobral

1INTRODUCAO

0 ensaio de reducao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) € um método colorimétrico que mede
indiretamente a citotoxicidade, proliferacao ou viabilidade celular. Este
teste foi inicialmente proposto por Mosmann (1983), sendo considerado
até os dias de hoje como um dos ensaios mais utilizados no mundo
inteiro, devido ao seu bom custo beneficio.

Neste capitulo serdo apresentados os fundamentos do teste do
MTT bem como a descri¢cao detalhada de um protocolo de execugao
desta técnica.

2 FUNDAMENTAGAO DO ENSAIO

O MTT é um sal de cor amarela e solUvel em dgua (KUMAR;
NAGARAJAN; UCHIL, 2018). Por ter uma carga residual positiva, essa
molécula é permedvel as membranas celulares (STEPANENKO;
DMITRENK, 2015) e, no interior das células viaveis, o MTT é reduzido aos
cristais de formazan, de cor pUrpura, insolUveis em agua, apos clivagem
do anel tetrazélio mediada por enzimas, tais como as desidrogenases
mitocondriais (Figura 1).
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Figura 1-Reacao de reducado do MTT.
A linha pontilhada na estrutura do MTT formazan
indica o local de clivagem no anel tetrazolio

Fonte: Mittal et al. (2017)

Uma vez solubilizado, o produto formado (formazan) pode ser
guantificado por espectrofotdmetro e sua intensidade colorimétrica
¢ diretamente proporcional ao nUmero de células vidveis (MOSMANN,
1983; SURIN et al., 2017; PASCUA-MAESTRO et al., 2018). A figura 2
demonstra a fundamentacao do ensaio do MTT em nivel celular.
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Figura 2 - Fundamento do ensaio de reducao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT)

Fonte: Autoria propria.

Legenda: O MTT é um sal de cor amarela permeavel as membranas celulares.
A acdo enzimatica de oxidoredutases, como as desidrogenases mitocondriais,
em células metabolicamente ativas, reduz o MTT aos cristais
de formazan, de cor pUrpura.
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Nesse ensaio sdo utilizadas células em fase logaritmica
de crescimento que podem ser incubadas com a amostra teste
por um periodo de 24 -72 h, a 37°C em uma atmosfera umidificada
com CO, a 5%. Ao final do periodo de incubagao, a solugdo de MTT
¢ adicionada a cada poco, e a placa é incubada por um periodo de
3-4 h, para reducdo do MTT ao formazan (MOSMANN, 1983; ALLEY et
al., 1988; PIETERS et al., 1990; HAYON et al., 2003; KUMAR; NAGARAJAN;
UCHIL, 2018; BARROS et al., 2020; TOKAY et al., 2020).

0 formazan deve ser solubilizado para a leitura da absorbancia.
Para isso, diversos agentes podem ser usados, tais como o etanol,
o lauril sulfato de s6dio (SDS) e o dimetilsulfoxido (DMSO) (TADA et
al., 1986: BAHUGUNA et al., 2017). A quantificacao do formazan pode
ser determinada por leitura em comprimento de onda de 570 nm
em leitor de placas de multiplos pogos (leitor de ELISA) (MARKS et
al., 1992; KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018), estando linearmente
associado a atividade enzimatica e ao nUmero de células viaveis.
Assim, a alta intensidade da cor pUrpura indica maior viabilidade
celular, enquanto a diminuicao da intensidade da cor pUrpura significa
o numero reduzido de células viaveis e, portanto, a citotoxicidade da
amostra teste (BAHUGUNA et al., 2017).

Os valores obtidos da leitura da densidade 6ptica das células
submetidas ao tratamento com a amostra teste sdo comparados com
os valores de densidade 6ptica das células controle nao tratadas e 0s
resultados sdo apresentados como porcentagem de sobrevivéncia
celular (HAYON et al., 2003). Vale ressaltar que diferentes linhagens
celulares apresentam diferentes taxas de producéao de formazan
(MARKS et al., 1992).

Esse teste é um dos mais utilizados para a avaliacao da
citotoxicidade de novos candidatos a farmacos antitumorais
(SLIWKA et al,, 2016: LIN et al,, 2019; LI et al,, 2020; ZHU et al., 2020),
apresentando significativa sensibilidade (FOTAKIS; TIMBRELL, 2006),
rapidez (CIAPETTI et al., 1993), precisdo e acessibilidade técnica, o
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gue proporciona um alto rendimento na avaliacdo da citotoxicidade
de novas amostras (HAYON et al., 2003).

Contudo, algumas desvantagens tém sido observadas no
uso desse ensaio. Por exemplo, pode haver uma diminuicao na
producao de formazan mesmo em células viaveis, ap6s modificacao
da composicdo do meio de cultura, como por diminui¢cado na
concentracao de D-glicose, NADH ou NADPH. Além disso, tem sido
observado que células em estagios iniciais de apoptose com a
atividade mitocondrial intacta reduzem o MTT ao formazan, o que
pode interferir na legitimidade dos resultados (VISTICA et al., 1991;
VAN DE LOOSDRECHT et al., 1995; HAYON et al., 2003).

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Material

A seguir, estdo elencados os materiais necessarios para
realizacao do ensaio do MTT:

» Microplaca de 96 pocos;

» Micropipetas e ponteiras de diferentes volumes;

« Centrifuga refrigerada;

» Leitor de microplacas;

» Agitador de microplacas;

« Dimetilsulfoxido (DMSO0);

« Meio de cultivo celular;

« Solucdo de MTT (5 mg/mL em PBS);

« Solugao SDS/HCL 0,01 N.

Capa | Sumario | 127



Cultivo de células: da teoria a bancada

3.2 Protocolo

A seguir, detalha-se o protocolo para a realizacdo do ensaio do
MTT (Figura 3):

» Proceder com o protocolo de “preparo e tratamento das células
para ensaios de citotoxicidade”, conforme descrito no Capitulo
10. Decorrido o periodo de incubacdo com as amostras teste (24
- 72 h), centrifugar a placa (5 min, 500 x g, 25 °C).

» Remover 110 yL do sobrenadante e, ao abrigo de luz, adicionar 10
uL da solugdo de MTT previamente preparada (5 mg/mL em PBS,
protocolo descrito no apéndice).

» 0bs.: Proceder com cuidado para néo ressuspender as células
nesta etapa.

* Incubar as placas em estufa (5% CO,, 37 °C) por 3-4h.

« Adicionar 100 yL/poco da solugdo de SDS/HCL (protocolo descrito
no apéndice).

» Ao abrigo de luz, agitar a placa overnight.

» Realizar leitura da absorbancia a 570 nm em um espectrofotdmetro
de leitor de microplacas.
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Figura 3 - Metodologia para o ensaio de reducao do brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazoélio (MTT)

Fonte: Acervo particular do autor

Legenda: Apés incubagdo com a substancia teste, a placa deve ser centrifugada
e, em seguida, deve-se remover parte do sobrenadante. Posteriormente, o
MTT deve ser adicionado e a placa incubada por 3-4 h. Decorrido o tempo de
incubacdo, deve-se adicionar o SDS/HCI, seguido de agitacao da placa overnight.
Posteriormente, deve-se realizar a leitura da absorbancia em espectrofotémetro

Capa | Sumario | 129



Cultivo de células: da teoria a bancada

REFERENCIAS

ALLEY, M. C., SCUDERIO, D. A, MONKS, A, HURSEY, M. L.,
CZERWINSKY, M. J, FINE, D. L., ABBOTT, B. J,, MAYQ, J. G.,
SHOEMAKER, R. H.; BOYD, M. R. Feasibility of drug screening with
panels of human tumor cell lines using a microculture tetrazolium
assay, Cancer Research, 48, 589-601, 1988.

BAHUGUNA, A.; KHAN, |.; BAJPAI V.K,; KANG, S.C. MTT assay to
evaluate the cytotoxic potential of a drug. Bangladesh Journal of
Pharmacology, v. 12, n. 2, 2017.

BARROS, A. B.; MOURA, A. F.; SILVA, D. A;; OLIVEIRA, T. M.; BARRETO,
F.S; RIBEIRO, W. L. C.; ALVES, A. P.N. N.; ARAUIO, A. )., MORAES
FILHO, M. 0;; ILES, B.; MEDEIRQS, J. V. R.; MARINHO-FILHOQ, J. D. B
Evaluation of antitumor potential of cashew gum extracted from
Anacardium occidentale Linn. International Journal of Biological
Macromolecules, 2020.

CIAPETTI, G. CENNI, E.; PRATELLI, L.; PIZZOFERRATO, A. In
vitro evaluation of cell/ biomaterial interaction by MTT assay.
Biomaterials, v. 14, n. 5, p. 359-364, 1993.

FOTAKIS, G.; TIMBRELL, J. A. In vitro cytotoxicity assays: comparison
of LDH, neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines
following exposure to cadmium chloride. Toxicology letters, v. 160,
n. 2, p.171-177, 2006.

HAYON, T.; DVILANSKY, A.; SHPILBERG, 0.; NATHAN, I. Appraisal
of the MTT-based assay as a useful tool for predicting drug
chemosensitivity in leukemia. Leukemia & lymphoma, v. 44, n. 11,
p.1957-1962, 2003.

KUMAR, P.; NAGARAJAN, A.; UCHIL, P. D. Analysis of cell viability by
the MTT assay. Cold Spring Harbor Protocols, v. 2018, n. 6, p. pdb. prot
095505, 2018.

Capa | Sumario | 130



Cultivo de células: da teoria a bancada

LAKSHYA MITTAL, VISHAK RAMAN, IGNACIO G. CAMARILLO, RAII
SUNDARARAIJAN. Electrical Pulse-Mediated Veliparib for Effective
Treatment of Triple Negative Breast Cancer: An in vitro Model Study.
Int. J. Curr. Res. Aca. Rev. 2017; 5(3): 53-64.

LI, Y,;LLY,; LI, D, LI, K.; QUAN, Z.; WANG, Z.; SUN, Z. Repositioning of
Hypoglycemic Drug Linagliptin for Cancer Treatment. Frontiers in
Pharmacology, v. 11, p. 187, 2020.

LIN, X;JIA, Y.; DONG, X.; SHEN, J.; JIN, Y.; LI, Y.; WANG, F.; ANENBERG,
E..ZHOU, J.: ZHU, J.: CHEN, X.; XIE, XIE, Y. Diplatin, a novel low toxicity
and less resistance anti-lung cancer platinum complex activates
cell death in tumors via a ROS/JNK/p53 dependent pathway.
Frontiers in Pharmacology, v. 10, p. 982, 2019.

MARKS, D. C.; BELOV, L., DAVEY, M. W.; DAVEY, R. A,; KIDMAN, A. D.
The MTT cell viability assay for cytotoxicity testing in multidrug
resistant human leukemic cells. Leukemia Research, v. 16, n. 12,
p. 1165-1173,1992.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and
survival: Application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal
of Immunological Methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-63, 1983.

PASCUA-MAESTRO, R.; CORRALIZA-GOMEZ, M., DIEZ-HERMANDO, S.,
PEREZ-SEGURADQ, C., GANFORNINA, M. D.; SANCHEZ, D. The MTT-
formazan assay: Complementary technical approaches and in vivo
validation in Drosophila larvae. Acta histochemica, v. 120, n. 3,

p. 179-186, 2018.

PIETERS, R., LOONEN, A.H., HUISMANS, D.R., BROEKMAN, G..,
DRIVEN, M. W. J, HENENBROK, M. W.,, HAHLEN, K.; VEERMAN, A. J. P.
In vitro drug sensitivity of cells from children with leukemia using
the MTT assay with improved culture conditions. Blood, v. 76, n. 11,
p. 2327-2336,1990.

SLIWKA, L.; WIKTORSKA, K.; SUCHOCKI, P; MILCZAREK, M.;
MIELCZAREK, S.; LUBELSKA, K.; CIERPIAL, T.; tYZWA, P.;

Capa | Sumario | 131



Cultivo de células: da teoria a bancada

KIELBASINSKI, P.; JAROMIN, A.; FLIS, A.; CHILMONCZYK, Z. The
comparison of MTT and CVS assays for the assessment of
anticancer agent interactions. PloS One, v. 11, n. 5, 2016.

STEPANENKO, A. A;; DMITRENKQO, V. V. Pitfalls of the MTT assay:
Direct and off-target effects of inhibitors can result in over/
underestimation of cell viability. Gene, v. 574, n. 2, p. 193-203, 2015.

SURIN, A. M.; SHARIPOV, R. R.; KRASIL'NIKOVA, |. A.; BOYARKIN, D.

P.; LISINA, 0.Y.; GORBACHEVA, L. R.; AVETISYAN, A. V;PINELIS, V. G.
Disruption of functional activity of mitochondria during MTT assay of
viability of cultured neurons. Biochemistry (Moscow), v. 82, n. 6,

p. 737-749, 2017.

TADA, H.; SHIHO, 0.; KUROSHIMA K. |.; KOYAMA, M.; TSUKAMQOTO,
K. An improved colorimetric assay for interleukin 2. Journal of
Immunological Methods, 93(2), 157-165, 1986.

TOKAY, E.; GUNGOR, T.; HACIOGLU, N.; ONDER, F. C.; GULHAN,
U.G.;TOK, T.T.; CELIK, A.; AY, M. KOCKAR, F. Prodrugs for
nitroreductase-based cancer therapy-3: Antitumor activity of the
novel dinitroaniline prodrugs/Ssap-NtrB enzyme suicide gene
system: Synthesis, in vitro and in silico evaluation in prostate cancer.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 187, p. 111937, 2020.

VAN DE LOOSDRECHT, A., OSSENKOPPELE, G.J.,, BEELEN, R.H.J,,
DRAGER, AM. AND LANGENHUIJSEN, M.M. Apoptosis in tumor
necrosis factor-dependent, monocyte-mediated leukemic cell
death: a functional, morphologic and flow cytometric analysis.
Experimental Hematology, 21, p. 1628-1639, 1995.

VISTICA, D.T.; SKEHAN, P.; SCUDIERO, D.; MONKS, A; PITTMAN, A,
BOYD, M.R. Tetrazolium-based assay for cellular viability: a critical
examination of selected parameters affecting formazan production.
CancerResearch, 51, p. 2515-2520, 1991.

Capa | Sumario | 132



CAPITULO 13

ENSAIO DA SULFORODAMINA B

Sdmia Sousa Duarte
Rafael Carlos Ferreira
Juan Carlos Ramos Gongalves

1INTRODUCAO

0 ensaio da Sulforodamina B foi descrito em 1990 por Skehan
e colaboradores (SKEHAN et al., 1990) e permanece como um dos
principais métodos utilizados atualmente na triagem citotoxica in
vitro de novos compostos (GUPTA et al,, 2017; TENG et al., 2018; RAUT
et al,, 2018; SAADULLAH et al., 2020). Esta técnica possui bom custo
beneficio, podendo ser realizada pela maioria dos laboratérios de cultivo
de células.

Neste capitulo, serdo demonstrados os fundamentos do ensaio
de avaliacao da viabilidade celular pela Sulforodamina B (SRB), bem
COmMOo um passo a passo ilustrativo a respeito desta técnica.

2 FUNDAMENTAGAO DO ENSAIO

0 método colorimétrico descrito tem como principio a utilizacao
da Sulforodamina B (C,H,,N,0.S,), também conhecida por vermelho
Kiton 620. Trata-se de um corante aminoxanteno aniénico (Figura 1)
de coloracdo avermelhada, que, sob condi¢des ligeiramente acidas, é
capaz de se ligar estequiometricamente aos residuos de aminodacidos
bésicos presentes nos constituintes proteicos das células (KUETE;

KARAOSMANOGLU; SIVAS, 2017).
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Figura 1- Estrutura quimica da Sulforodamina B

Fonte: Acervo particular do autor.

Apés a ligacao com a SRB,as proteinas celulares sao
extraidas em meio basico e a quantidade de corante ligado as
células coradas pode ser estimada por espectrofotometria (Figura
2), sendo diretamente proporcional @ massa celular e, portanto,
ao numero de células presentes na amostra avaliada (ORELLANA:;
KASINSKI, 2016). Assim, este ensaio mensura o conteUdo proteico
celular, que é um parametro utilizado para inferir indiretamente a
proliferacdo celular, bem como a citotoxicidade de um composto
(VICHAI; KIRTIKARA, 2006).
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Figura 2 - Fundamento do ensaio da Sulforodamina B (SRB)

Fonte: Acervo particular do autor.

De maneira geral, o protocolo deste ensaio consiste na
preparacao e tratamento prévio das células com as amostras teste,
seguido pela fixacao celular com 4cido tricloroacético, coloracao
com SRB e remocao do excesso de corante nio ligado por meio de
lavagens sucessivas das placas tratadas. Finalmente, o corante
ligado é solubilizado em condicdes basicas e a absorbancia da SRB
€ mensurada através de um espectrofotdmetro (SKEHAN et al., 1990;
VICHAI; KIRTIKARA, 2006; ORELLANA; KASINSKI, 2016).

A SRB é usualmente comparada a outras metodologias
utilizadas para avaliacao da citotoxicidade celular, tais com o MTT
(RUBINSTEIN et al., 1990; KEEPERS et al., 1991; VAN TONDER; JOUBERT;
CROMARTY, 2015), apresentando algumas vantagens em comparacao a
esta técnica, entre elas: o baixo custo (VOIGT, 2005); a possibilidade de
triagem de drogas em larga escala (VOIGT, 2005); e a maior sensibilidade,
reprodutibilidade e rapidez (HOUGHTON et al., 2007).

Além dessas vantagens, a coloracdo com SRB raramente sofre
interferéncia de fatores externos, fornecendo uma maior confiabilidade
dos resultados obtidos. Em contrapartida, como mencionado no Capitulo
12, a conversdo do MTT a formazan pode ser influenciada por outros
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fatores que ndo sejam decorrentes da exposicao celular as drogas,
havendo a possibilidade da obtenc¢ao de resultados nao fidedignos
(VICHALI; KIRTIKARA, 2006; VAN TONDER; JOUBERT; CROMARTY, 2015).

Porém, algumas desvantagens também podem ser observadas
com o uso do ensaio da SRB, incluindo: a menor sensibilidade em
células ndo aderentes (VAN TONDER; JOUBERT; CROMARTY, 2015); a
necessidade de sucessivas etapas de lavagens das células tratadas
(VICHAI; KIRTIKARA, 2006); e 0 uso de 4cido tricloroacético para fixacéo
celular, que se nao utilizado corretamente pode produzir artefatos nas
amostras, alterando os dados (KUETE; KARAOSMANOGLU; SIVAS, 2017).

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Material

A seguir, estao elencados os materiais necessarios para a
realizacao do ensaio da sulforodamina B:

» Microplaca de 96 pocos;

» Micropipetas e ponteiras de diferentes volumes;
» Leitor de microplacas;

« Acido tricloroacético (TCA) a 20 %;

« Agua destilada;

« Sulforodamina B (SRB) a 0,1%;

« Acido acético a 1%:;

« Tris Base a 10 mM.
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3.2 Protocolo

A seguir, detalha-se o protocolo para a realizacado do ensaio da
sulforodamina B (Figura 3):

« Plaqguear as células e incubar por 24 h (conforme descrito
no Capitulo 10).

» Fixar as células do grupo controle negativo com 100 pL de
TCA a 20%, 4 °C,por 30 min.

* Nos demais pocos, adicionar 200 uL da amostra teste ou
droga padrdo em diferentes concentragoes, em triplicata.

* Incubar a placa em estufa (5% CO,, 37 °C) por 48 h.
» Fixar as células com TCA a 20%, 4 °C,por 30 min.

» Lavar os pogos com agua destilada e deixar a placa secar a
temperatura ambiente.

« Adicionar 50 yL de SRB a 0,1% em acido acético a 1%, por
30 min.

« Lavar os pocos com acido acético 1% (4 x).
» Deixar a placa secar a temperatura ambiente.

« Adicionar 100 pL de Tris Base (10 mM), para solubilizagao da
SRB incorporada.

» Realizar leitura da absorbéancia a 540 nm em um
espectrofotémetro de leitor de microplacas.
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Figura 3 - Metodologia para o ensaio da sulforodamina B (SRB)

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Ap6s incubacdo por 24 h, as células do grupo controle negativo
devem ser fixadas com TCA a 20%. Em seguida, a amostra teste e a droga
padrdo devem ser adicionadas aos poc¢os restantes, seguido da exposi¢cao por
48 h em incubadora de CO,. Decorrido este periodo, deve-se fixar as células
tratadas (TCA a 20%), seguido da lavagem com &gua destilada e secagem
a temperatura ambiente. Posteriormente, deve-se adicionar a SRB e, em
seguida, incubar a placa por 30 minutos. Apés esse periodo, 0s pogos devem
ser lavados com acido acético, seguido da secagem a temperatura ambiente.
Por fim, deve-se adicionar a cada pogo o Tris Base e realizar a leitura da
absorbéancia em espectrofotémetro (540 nm).
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CAPITULO 14

ENSAIO DO IODETO DE PROPIDEO

Sdmia Sousa Duarte
Juan Carlos Ramos Gongalves

1INTRODUCAO

Ha varios anos foi demonstrado que a perda da capacidade de
transporte e da integridade fisica da membrana plasmatica é uma das
caracteristicas tipicas presentes em células mortas, o que permite
diferencia-las das células viaveis (DARZYNKIEWICZ; LI; GONG, 1994;
HORAN; KAPPLER, 1977).

A marcacdo com iodeto de propideo é utilizada principalmente
com o objetivo de mensurar a viabilidade celular, relacionada com a
diminuicdo da permeabilidade de membrana plasmatica, possibilitando
inferir indiretamente o potencial de drogas com atividade citotéxica
(DENGLER et al., 1995; WROBEL et al., 1996)which can be performed
in microtiter plates using a fluorescence plate scanner. The method
is based on the binding of propidium iodide (PI.

Portanto, este capitulo tem como objetivo apresentar a técnica
de incorporacdo do iodeto de propideo, para fins de determinacéao
da viabilidade celular. Para tanto, sera apresentado um protocolo
detalhando o passo a passo desta técnica de grande importéancia.
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2 FUNDAMENTACAO DO ENSAIO

O iodeto de propideo (C,,H,,I,N,) (Figura 1) € uma molécula
fluorescente capaz de se ligar aos acidos nucleicos (principalmente
DNA), intercalando-se entre pequenas sequéncias de bases nucleotidicas

(MULLEN, 2004).

Figura 1-Estrutura quimica do iodeto de propideo

Fonte: Acervo particular do autor.

De maneira similar a metodologia aplicada com o corante
azul de Tripan (Capitulo 10), o ensaio de incorporacao do iodeto de
propideo tem como fundamento a capacidade de células vidveis serem
impermeaveis a esta sonda, que naturalmente é excluida quando em
contato com a membrana plasmatica integra. Em contrapartida, células
ndo viaveis ou em processo de morte celular apresentam perda da
integridade da membrana, permitindo a entrada do corante, que se
intercala ao DNA marcando-o e emitindo alta fluorescéncia no espectro
vermelho (617 nm) quando excitado por um laser (CROWLEY et al.,
2016a; YANG; XIANG; XU, 2015). Portanto, com o uso desta molécula
fluorescente é possivel distinguir seletivamente as células mortas em
amostras por meio do principio de captacao e exclusdo do IP (Figura 2).
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Figura 2 - Fundamento do ensaio do iodeto de propideo

Fonte: Autoria propria.

Legenda: O iodeto de propideo € uma molécula fluorescente
que permite avaliar a viabilidade a partir do principio da integridade da
membrana celular. Ele é excluido ao entrar em contato
com a membrana plasmatica intacta de células viaveis.
Em contrapartida, transpde a membrana rompida de células
nado viaveis ou em processo de morte celular, intercalando
em seus acidos nucleicos e emitindo alta fluorescéncia,
0 que permite distinguir seletivamente as células mortas.

Afluorescéncia emitida € avaliada por meio de diferentes técnicas,
tais como microscopia de epifluorescéncia, microscopia confocal de
varredura a laser, espectrofluorimetria ou por citometria de fluxo. Esta
Ultima técnica apresenta uma série de vantagens por fornecer uma
analise precisa, automatizada, rapida e de um maior nUmero de células
por experimento. Dependendo do modelo do equipamento utilizado, os
lasers e fotodetectores dos citdmetros de fluxo permitem a leitura das
células coradas com IP em comprimentos de onda que variam entre
300-600 nm de excitacdo e 600-700 nm de emissdo (CROWLEY et al,
2016a; FRESHNEY, 2010).
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O IP pode ser utilizado em associacdo com outros fluorocromos,
0 que permite mensurar parametros adicionais em uma populacao
celular além da viabilidade celular, tais como a diferenciacao entre os
diferentes estagios da apoptose, um tipo de morte celular (CROWLEY
et al., 2016b; PIETKIEWICZ; SCHMIDT; LAVRIK, 2015; RICCARDI;
NICOLETTI, 2006).

Devido a propriedade de interagir com acidos nucleicos o IP
também ¢ aplicado em anélises do ciclo celular, permitindo diferenciar as
fases do ciclo a partir da correlacdo entre a intensidade de fluorescéncia
celular com a quantificacao do contetdo de DNA (KRISHAN, 1975; MULLEN,
2004; POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004; SANTOS et al,, 2018; SILVA
et al, 2019). Neste caso, as amostras celulares devem ser previamente
preparadas com protocolos especiais, que incluem a utilizagao de agentes
que permeabilizam a membrana celular (facilitando a entrada do IP na
célula), além do tratamento com enzimas que degradam o RNA, permitindo
que a marcacao com o IP seja especifica para o DNA (DARZYNKIEWICZ;
BEDNER; SMOLEWSKI, 2001).

O IP é um composto potencialmente cancerigeno, portanto,
deve ser manipulado cuidadosamente, utilizando-se medidas de
biosseguranca apropriadas descritas no Capitulo 4.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Material

A seguir, estdo elencados os materiais necessarios para
realizacao do ensaio do IP:

» Cabine de fluxo laminar ou de seguranca bioldgica;
» Centrifuga refrigerada;

» Solucao de PBS estéril;
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» Meio de cultura suplementado;

» lodeto de Propideo (solucdo estoque a 1 mg/mL, protocolo descrito
no apéndice);

» Microplaca de 24 pocos;

» Tubos para citometria;

» Micropipetas e ponteiras de diferentes volumes;

« Citdmetro de fluxo (ou microscopio de fluorescéncia/confocal
ou fluorimetro).

3.2 Protocolo

A seguir, detalha-se o protocolo para a realizacao do ensaio
do IP (Figura 3):

» Proceder com o protocolo de “preparo e tratamento das células
para ensaios de citotoxicidade”, conforme descrito no Capitulo 10.

» 0Obs.: Para este ensaio recomenda-se utilizar uma concentracdo
de plagueamento (1x10¢ células/mL) e volume final da suspensdo
celular (500 ulL/poco) distintos.

« Decorrido o periodo de incubac¢do com as amostras teste (24
-72h), centrifugar a placa (5 min, 500 x g, 25 °C) e descartar o
sobrenadante.

» Lavar e ressuspender as células em PBS estéril. Transferir o
conteldo para tubos de citometria (ou l&minas de microscopia).

» 0Obs.:Aincubagdo das células em PBS + albumina sérica bovina
(0,5%) por 30 min pode ser utilizada na recuperacdo da integridade
de membrana.

« Adicionar 5 pL da solucgéo estoque de IP (1 mg/mL) em 500 pL
da suspenséo celular (a concentragéao final sera de 10 yg/mL).
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» Incubar as amostras por 15 min, a 25 °C, protegidas da luz.
» Obs.: 0P é fotossensivel e o contato com a luz poderd inviabilizar
a leitura.

» Realizar aleituraem 600-700 nm utilizando-se filtros adequados.

Figura 3 - Metodologia do ensaio do iodeto de propideo

Fonte: Acervo particular do autor.

Legenda: Apos incubagdo com a substancia teste, a placa deve ser centrifugada e
0 sobrenadante removido. Em seguida, ressuspender as células em PBS e transferir
a suspensao para tubos de citometria ou ldminas de microscopia. Adicionar o iodeto

de propideo (IP) e incubar as amostras por 15 min, a 25 °C, no escuro. A leitura deve

ser realizada em 600 -700 nm, utilizando filtros/equipamentos adequados.
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APENDICE

1 PREPARACAO DE TAMPAO FOSFATO SALINO (PBS)

Material

1. 8gde Cloreto de Sodio (NaCl)

2. 0,2 gde Cloreto de Potassio (KCL)

3. 144 g de Fosfato Dissodico (Na,HPO,,

4. 0,24 g de Fosfato Monopotéassico (KHZPOA)

Procedimento

Pesar todos os produtos

Dissolver em 800 mL de dgua destilada
Ajustar o pH para 7,4

Completar 1L com agua destilada

vk w iR

Filtrar e autoclavar
2 PREPARACAO DE SOLUCAO DE AZUL DE TRIPAN (4%)

Material

1. Azulde Tripan
2. PBS

Procedimento

1. Pesar 0,49 de Azul de Tripan
2. Diluirem 10 mL de PBS
3. Filtrar a solucao
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3 SOLUGAO ESTOQUE DO VERMELHO NEUTRO (4 MG ML)

Material

1. Corante vermelho neutro;
2. Solucdo tampéo fosfato (PBS) estéril;

3. Papel aluminio.

Procedimento

1. Pesar 40 mg de corante vermelho neutro:

2. Em fluxo laminar, dissolver o corante vermelho neutro pesado em 10
mL de PBS autoclavado;

3. Armazenar até 2 meses em temperatura ambiente (20-30 °C)
protegida da luz por papel aluminio.

4 SOLUGAO DE VERMELHO NEUTRO (40 0G ML")

Material

1. Solucao de estoque do vermelho neutro (4 mg mL-1);
2. Meio de cultura suplementado;

3. Tubo de centrifugacéo tipo falcon esteéril.

Procedimento

1. Em tubos de centrifugacdo e em condigdes estéreis, diluir 1:100 da
solugdo estoque de vermelho neutro com meio de cultura, ou seja, 12
mL de meio mais 0,12 mL da solucao estoque por placa;

2. Incubar durante a noite a 37 °C.

0BS.: 0 meio vermelho neutro deve ser preparado no dia anterior
a0 uso.
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5 SOLUCAO DESCORANTE PARA O TESTE DO VERMELHO NEUTRO
(50% DE ETANOL 96%, 49% DE AGUA DEIONIZADA E 1% ACIDO
ACETICO GLACIAL)

Material

1. Agua deionizada:
2. Acido acético glacial;
3. Etanola 96%;

Procedimento

1. Preparar 10 mL de agua, 10 mL de etanol 96% e 0,2 mL de acido
acético glacial.

6 SOLUGAO DE MTT (5 MG/ML)

Material

1. Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT);
2. Solucédo tampéo fosfato (PBS) estéril;
3. Papel aluminio.

Procedimento

1. Pesar50mgde MTT;

2. Em fluxo laminar, dissolver o MTT pesado em 10 mL de PBS
autoclavado;

3. Homogenizar bem;

4. Sugestdo: Aliquotar o volume preparado em aliquotas de 1 mL em
eppendorfs, envolvidos em papel aluminio para evitar a incidéncia
de luz (o MTT é fotossensivel).

5. Congelar.
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7 PREPARAGAO SDS/HCL 0,01N

Material

1. Agua destilada;
2. Acido cloridrico (HCL) a 37%:
3. Dodecil sulfato de sodio (SDS);

Procedimento

1. Adicionar 200 pyL de HCLl a 37% a 180 mL de agua destilada, sob
agitacao;

2. Para evitar a formagdo de espuma, adicionar lentamente 20 g de
SDS a preparacgédo de agua destilada/HCL;

3. Apoés total dissolugcdo do SDS, adicionar dgua g.s.p 200 mL.

8 PREPARAGAO DA SOLUGAO DE TRIPSINA - EDTA (0,25%)

Material
1. Tripsina (0,25 %):

2. EDTA (0,04 %),
3. Solucdo tampao fosfato (PBS) estéril;

Procedimento

1. Pesar atripsina (0,25 g) e 0 EDTA (0,04 g);

2. Em fluxo laminar, dissolver os reagentes pesados em 100 mL de
PBS estéril (OBS.: o volume final pode ser alterado conforme as
necessidades experimentais, seguindo a proporc¢ao anteriormente
indicada);
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Homogeneizar bem;
Filtrar a solucdo através de um filtro (0,22 pm) acoplado & seringa;

Sugestdo: A solugcdo deve ser aliquotada em pequenos
volumes (exemplo: 1 mL) em microtubos do tipo eppendorf.
Preferencialmente, este reagente ndo deve ser descongelado
e congelado novamente, pois este processo pode alterar sua
atividade;

Armazenar no freezer (-20 °C).

9 PREPARACAO DA SOLUCAO DE IODETO DE PROPIDEO (1 MG/ML)

Material

1.

lodeto de propideo (IP):

2. Agua destilada ou milli-Q;
3. Papel aluminio
Procedimento

6. Pesar10 mgde IP;

7. Em fluxo laminar, acrescentar 10 mL de agua destilada ou milli-Q

(concentracdo final: 1 mg/mL);

Homogeneizar bem e aliqguotar em pequenos volumes, em
microtubos tipo eppendorf envolvidos com papel aluminio
(aproximadamente 100 yL/eppendorf);

Obs.: Preferencialmente, este reagente ndo deve ser descongelado
e congelado novamente, pois este processo pode alterar sua
atividade. Proteger da luz envolvendo os eppendorfs com papel
aluminio, pois o IP é fotossensivel.

Armazenar no freezer (-20 °C).
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GLOSSARIO

Absorbancia - Também chamada de absorvancia, é a capacidade
intrinseca dos materiais em absorver radiagées em frequéncia
especifica, usualmente empregada na analise da concentracao
de solucgodes.

Autoclavacao - Processo de esterilizagcao feita por vapor saturado
sob pressao de 1ATM, a 121 °C, destinado a esterilizacdo de materiais
termorresistentes.

Azulde Tripan - Corante diazoderivado da toluidinae solUvel em agua,
utilizado em ensaios de avaliagcado da viabilidade de células.

Biosseguranc¢a - Conjunto de agbes voltadas para a prevengao e
minimizac¢ao de riscos inerentes as atividades de pesquisa, producao,
ensino, desenvolvimento tecnol6gico e prestacao de servigos, visando
a saude do homem, dos animais, a preservacao do meio ambiente e a
gualidade dos resultados.

Cabine de segurang¢a bioldgica - Equipamento que promove um
ambiente asséptico promovendo a protegcdo tanto dos usuarios
guanto das amostras manipuladas e do meio externo, de forma a
renovar 100% do ar, por operar em pressao negativa.

Cabines de fluxo laminar - Equipamento promove um ambiente
asseéptico, por recirculacao de 100% do ar, criando areas de trabalho
estéreis para o0 manuseio de materiais biol6gicos que ndo podem
sofrer contaminacdo do meio externo, garantindo a protecao das
amostras manipuladas.

Camara de Neubauer - Também conhecida como hemocitémetro,
trata-se uma ladmina de microscopia que contém uma camara
padronizada para a contagem manual de células.
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Células aderentes - Crescem em monocamadas de na superficie do
local de cultivo, dependentes de ancoragem para se proliferarem.

Células em suspensao - Geralmente derivadas de células
hematopoiéticas, crescem em suspensao no meio de cultivo.

Células imortalizadas - Células derivadas da linhagem continua que
podem se dividir por um grande nimero de vezes sem perder as suas
caracteristicas.

Células primarias - Células derivadas da cultura primaria com
crescimento finito.

Células transformadas - Células com caracteristicas tumorais,
devido a transformacdo de genes que controlam a divisdo celular,
provocando a proliferacdo descontrolada. S&o morfologicamente
diferentes do tecido original.

Citometria de fluxo - Técnica utilizada para contar, examinar e
classificar particulas microscopicas suspensas em meio ligquido
em fluxo.

Confluéncia - Quantidade de células em crescimento, também
conhecido como densidade celular. Geralmente expresso em %.

Criopreservacgao - Técnica empregada no cultivo celular que utiliza
baixas temperaturas (menor que -130 °C)visando o armazenamento e
estoque de linhagens celulares.

Crioprotetor - Substancia que protege a membrana das células dos
cristaisformados durante o processo de congelamento. Geralmente
utiliza-se DMSO ou glicerol.

Criotubo - Tubo descartavel de plastico especializado para o
congelamento de células.

Culturaem 2D - Cultura em que o crescimento das células ocorre em
superficies planas e soélidas, formando monocamadas em formato
bidimensional (2D).
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Cultura em 3D - S50 modelos de cultura in vitro em que as células
sdo inseridas em uma matriz de hidrogel, formando multicamadas
tridimensionais, mimetizando o ambiente in vivo.

Cultura primaria - Tipo de cultivo celular obtido a partir da
fragmentacao ou dissociagdo mecéanica e/ou enzimatica de tecidos.

DMEM-Meiode culturade Eagle modificado por Dulbecco (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium).

DMSO - Dimetilsulféxido ou sulféxido de dimetilo. E um solvente
aprotico e polar bastante utilizado em laboratoério e na indUstria.

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético, € um composto organico
guelante que forma complexos estaveis com diversos ions metalicos,
como Ca%* e Mg?.

Espectrofluorometria-Também conhecida porfluorometria, € umtipo
de espectroscopia eletromagnética a qual analisa a fluorescéncia de
uma amostra.

Esterilizagao - Processo de destruicdo ou eliminacao total de todos os
microrganismos na forma vegetativa e esporulada, por meio do uso de
agentes fisicos ou quimicos.

Fase de declinio - Fase do crescimento celular caracterizada pela
reducao do nUmero de células viaveis e predominancia de células mortas.

Fase de Plateau - Fase do crescimento celular estacionaria onde
a cultura se torna mais densa, diminuindo ou interrompendoseu
crescimento.

Fase Lag - Fase do crescimento celular em que as células se
encontram em periodo de adaptacaoe de disseminacao celular.

Fase Log - Fase do crescimento celular também conhecida como
fase logaritmica ou exponencial, caracterizadapela proliferacao
celular exponencial.
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Fluorescéncia - Fendmeno pelo qual uma substancia emite luz
guando exposta a radiagdes, transformam-se em luz visivel.

Hemocitometro - Também conhecido comoCamara de Neubauer,
trata-se uma lamina de microscopia que contém uma camara
padronizada para a contagem manual de células.

HEPES - Tampao organico, acido etanosulfénico 4-2 hidroxietil
piperazina-1).

Incubadora de CO, - Equipamento essencial da cultura de ceélulas,
por permitir o controle da temperatura e tensao de CO, no ambiente.

lodeto de propideo - Molécula fluorescente capaz de se ligar aos
acidos nucleicos de células com baixa viabilidade celular e assim
utilizado em ensaios de citotoxicidade.

Linhagem celular continua ou imortalizada - Tipo de cultivo celular
com alta capacidade proliferativa e poucas caracteristicas do seu
tecido de origem.

Meio completo - Meio de cultura suplementado por soro,
geralmente SBF.

Meio de cultura - Veiculo liguido que contém os nutrientes
necessarios para o crescimento, divisdo e multiplicagao celular.

Meio incompleto - Meio de cultura desprovido de suplementacgao.
MEM - Meio essencial de Eagle (Minimum Essential Medium Eagle).

Microplaca - Placa descartavel de plastico de fundo plano, cénico ou
cdncavo, que permite a divisdo de solugdes ou células em culturaem
pocos de numero variado.

Microscopia confocal - Técnica utilizada para aumentar o contraste da
imagem microscopica e construir imagens tridimensionais através da
utilizacao de um orificio de abertura, pinhole, que permite uma grande
definicao de imagem em amostras mais espessas que o plano focal.
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Microtubo - Tubo descartavel de plastico utilizado no transporte e
armazenamento de solugdes em pequeno volume, conhecido como
tubo “tipo” Eppendorf.

MTT - Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT),
reagente utilizado em ensaios de avaliacao da viabilidade celular.

NaHCO,-Sal inorganico bicarbonato de sodio, utilizado como tampao
em cultura.

Passagem - Processo de renovacgao de uma cultura celular, ao passa-
las de uma garrafa para outra. Também conhecida como repique.

PBS - Solucao tampdo fosfato, bastante utilizada em procedimentos
de cultivo de células.

Plaqueamento - Técnica de transferéncia de células ou solugcdes em
microplacas.

Repique - Processo de renovacdo de uma cultura celular, ao passa-
las de uma garrafa para outra. Também conhecida como passagem.

Ressuspender - Método de suspender o pellet de células apds
centrifugacao.

RPMI 1640 - Meio de cultivo elaborado no Roswell Park Memorial
Institute, rico em vitaminas e glutationa.

Soro bovino fetal (SBF) - Soro utilizado na complementacao dos
meios de cultivo, rico em fatores de crescimento e de adesao celular.

Sulforodamina B - Também conhecida por vermelho Kiton 620,
trata-se de um corante aminoxanteno anibnico capaz de se ligar
a proteinas intracelulares e assim utilizado na determinacao da
viabilidade celular.

Tampoes - Substancias organicas ou inorganicas com a finalidade de
evitar a variacao significativa do pH em uma determinada solucgao.
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Tripsina - Enzima proteolitica inespecifica utilizada na dissociagao
celular, por meio de hidrolise de cadeias polipeptidicas,
desestruturando a matriz e impossibilitando a ligacao dos receptores
da superficie celular.

Tripsinizar - Préatica de uso de tripsina para a colheita de células
aderentes em uma garrafa ou placa de cultura.

Tubo “tipo” Falcon - Tubo descartavel de plastico de fundo conico,
utilizado no transporte e armazenamento de solucdes.

Vermelho neutro - Corante vital bastante utilizado na avaliagcéo da
viabilidade celular.
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