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Técnicas de cultura celular e teste de citotoxicidade
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INTRODUCAO

As culturas celulares consistem em manter
células isoladas de seu local de origem sem
que suas caracteristicas préprias sejam
alteradas. A esterilizacdo e assepsia dos
materiais utilizados também sdo importantes a
fim de se evitar contaminacdes e causar
interferéncia ou perda dos experimentos [1].

A partir de técnicas de cultura celular é
possivel realizar testes de citotoxicidade in
vitro, pois permitem a determinagdo da
biocompatibilidade de um biomaterial a partir
dos resultados obtidos pela interagdo de uma
cultura celular e do material . Esta interacao
ocorre ao substituir um tecido vivo por um
biomaterial com o objetivo de crescimento,
regeneracao e reparo celular e pode ser toxica,
nao toxica, bioativa ou biodegradavel [2].

- Estudo tedrico dos tipos de cultura celular;

- Aprendizado sobre organizacéo laboratorial.;
- Treinamento em técnicas de cultura celular;
- Testes de citotoxidade.

O meio de cultura utilizado nas culturas
celulares foi o RPMI 1640 Gibco®, enriquecido
com L-glutamina, soro fetal bovino e
antibiotico/antimicaético.

A luz Ultravioleta foi utilizada para a
esterilizagdo do campo de manipulagdo no
interior do fluxo e a autoclave para esterilizar
utensilios  laboratoriais como  vidrarias,
materiais metalicos, &gua destilada e
ultra-pura e PBS.

Foram descongelados vials com células para
iniciar uma cultura celular. A quantidade de
células cultivadas nas garrafas de cultura foi
determinada de acordo com o tamanho da
garrafa de cultura e ap6s contagem no

microscopio optico com uso de Trypan Blue.

O método utilizado no teste de citotoxicidade
baseia-se na avaliacao quantitativa de células
viaveis, ap0s a exposicao das células a uma
substancia, medido pela incubagdo com o
corante supravital do composto tetrazdlio
MTS e um agente acoplador de elétrons PMS
[3]. A quantidade de MTS, o marcador de
viabilidade celular, incorporada pela
populacdo de células, ¢é diretamente
proporcional ao numero células viaveis na
cultura.. E utilizado no ensaio uma cultura de
células de ovario de hamster chinés CHO K1,
da American Type Culture Collection .

A curva de crescimento celular € obtida para
refletir as fases de adaptacdo das células
perante as condicbes ambientais, a
disponibilidade de nutrientes e ao suporte
necessario para que novas ceélulas sejam
produzidas. Portanto, sua importancia é
caracterizar uma determinada linhagem de
cultura celular para posterior padronizacdo do
teste de citotoxicidade [4].

CONCLUSAO

Apbés a realizacdo das principais técnicas de
cultura celular, conclui-se que a precisao das
pipetagens, a assepsia e a limpeza dos
materiais utilizados durante 0 manejo da
cultura e a atencdo aos procedimentos sao
fatores que estdo extremamente ligados ao
sucesso de experimentos que envolvam
cultura celular. A manutencgéo constante e bem
executada de uma cultura celular durante um
experimento é de suma importancia, ja que
além de haver competicdo natural entre as
células pelo espaco e pelos nutrientes do meio
de cultura, o fator contaminacédo, seja por
agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos,
também podem interferir no crescimento e
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desenvolvimento celular.

Dessa maneira, 0s processos periédicos de
tripsinizagao e substituicdo do meio de cultura
sdo fundamentais para manter o numero ideal
de células nas garrafas de cultivo,
possibilitando um viavel crescimento celular.
Assim podemos identificar o valor da correta
manutencdo do cultivo celular para ter as
condicbes favoraveis para a realizacdo do
teste de citotoxicidade de substancias e de
biomateriais.
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