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INTRODUCAO

Em 1975, Rheinwald e Green publicaram um
método de cultivo de queratindcitos in vitro no
qual utilizaram fibroblastos murinos
modificados  3T3-]12, os quais foram
previamente irradiados a 60Gy, com o objetivo
de formar uma camada de sustentacao
denominada “Feeder-Layer” [, Essa
modificagdo tornou possivel o cultivo de
queratinocitos por periodo de tempo ainda
maior do que o conseguido sem sua utilizagao,
quando cultivados em alta densidade. Esta
otimizacgdo da cultura permite diversas
aplicacGes clinicas. No caso da pele, podemos
ressaltar o tratamento de pessoas com perda
extensa ocasionada por queimaduras, Ulceras
cronicas, no tratamento de nevus gigante,
defeitos de pele devido a diferentes causas
etiologicas e outras patologias, reparos
cirirgicos e terapia génica [2]. Igualmente no
meio bucal, isso se torna possivel com a
mucosa gengival. Neste sentido, poderiamos
citar desde reconstruges em casos de
traumas graves; cirurgias reparadoras, em
casos de ressecgdes; tratamentos estéticos e
reparos por danos patologicos [3,4,5].
Portanto, enfocamos dessa maneira, a
importancia de uma aprimorada metodologia,
a qual nos direcionar na busca de novas
respostas para as patologias e reparos.

O cultivo desses fibroblastos e sua posterior
utilizagdo como camada de sustentagdo para o
cultivo de queratinécitos, ap6s terem sido
irradiados, faz parte de uma das etapas de
trabalho do plano de mestrado intitulado
“Cultura Priméria de Queratinécitos Bucais
Humanos”, da aluna Maria Fatima Guarizo
Klingbeil, o qual se encontra em andamento.
Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa, sob o N° 087/CEP-IPEN/SP.

OBJETIVO

Esse trabalho visa o aprimoramento da
técnica de cultivo dos fibroblastos, desde seu
descongelamento, cultivo, irradiacdo e
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semeadura pos irradiagdo, na sua utilizagdo
como camada de sustentagdo, para o posterior
cultivo dos queratinécitos.

METODOLOGIA
Esses fibroblastos murinos estavam
acondicionados em meio proprio  para

congelamento, contendo: 10% de DMSO, 30%
de soro fetal bovino e 60% de meio de cultura,
em vials préprios para congelamento, com
capacidade para 1,8 mL, em tambor contendo
nitrogénio liquido a temperatura de -180°C.
Essas células foram descongeladas e semeadas
em garrafas proprias para cultivo celular,
numa densidade de 2,8x10° células/cm?. Seu
cultivo foi feito com DMEM (meio de Eagle
modificado por Dulbecco), contendo 10% de
soro fetal bovino, acrescido com penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL),
anfotericina B (2,5 pg/mL), e enriquecido com
glutamina (4 mM). Esse cultivo foi feito em
uma incubadora propria, numa temperatura de
37°C, em atmosfera Umida contendo 5% de
CO,. O crescimento desses fibroblastos foi
observado diariamente sob microscopio de luz
invertida. Assim que as células atingiram a
sub-confluéncia (70% a 80% da garrafa), as
mesmas foram retiradas da garrafa. Para a
retirada das células foi utilizado uma solugédo
de Tripsina 0,05%/EDTA 0,02%, a qual ira agir
durante 5 minutos. Quando as células
estiverem desprendidas do fundo da garrafa,
acrescenta-se ao conjunto a mesma
quantidade de solugdo enriquecida com 10%
de soro fetal bovino, acrescida de penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e
anfotericina B (2,5 pg/mL). A fungdo dessa
solucdo é de neutralizar o efeito da enzima
tripsina sobre as células. Apo6s, todo o
contetdo foi colocado em um tubo proprio
para centrifuga e centrifugado a 1500 rpm por
5 minutos. Apds a centrifugacdo e a aspiragdo
do sobrenadante, as células que agora
estavam no fundo do tubo formando um botdo
celular foram ressuspendidas com o respectivo
meio de cultura. Realizou-se em seguida a
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contagem do nimero de células contidas no
tudo com o auxiio da uma camara
hemocitométrica. Apds essa etapa essas
células se encontravam prontas para ser
irradiadas a 60 Gy, no irradiador de Cobalto-
60 tipo Gammacell, que se encontra no prédio
do CTR/IPEN. Posterior a irradiacdo, esses
fibroblastos foram semeados novamente, desta

vez numa densidade superior (3x10*
células/cm?), para sua utilizacdo como camada
de sustentagdo para o cultivo dos

queratindcitos. O objetivo desta segunda etapa
de cultivo foi o cultivo dos queratindcitos,
portanto o meio de cultura utilizado desta vez,
foi um meio especifico para a duplicacdo
dessas células contendo reagentes especificos,
portanto denominado “meio de crescimento de
queratindcitos”. Este conjunto fibroblastos/
queratinécitos foi encubado a 37°C em
ambiente i4mido contendo 5% de CO,. Todos
esses procedimentos foram realizados em
capela de fluxo laminar e foram monitorados
diariamente sob microscépio de luz invertida.

RESULTADOS

Todos os experimentos foram realizados
livre de qualquer contaminacdo. O rendimento
da viabilidade desses fibroblastos pds-
descongelamento foi em torno de 90%. Esses
fibroblastos podem ser repicados, por pelo
menos cinco passagens, mantendo dessa
maneira uma camada de sustentagdo com
qualidade para sua posterior utilizacdo no
cultivo dos queratinécitos. A imagem e a
morfologia dessas células, com 0S
queratindcitos ja cultivados, estdo mostradas
na FIG. 1 e 2.
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FIGURA 1 - Trés col6nias de queratinocitos no
inicio do processo de duplicacdo. “Feeder-
layer” com aspecto bastante favoravel.
FIGURA 2 - Unica colbnia de queratindcitos em
estagio de diferenciacdo avancado. “Feeder-
layer com aspecto comprometido devido varios
dias em cultura.
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CONCLUSOES

A utilizagdo dos fibroblastos murinos
irradiados como camada de sustentagdo, |
inicialmente proposto por Rheinwald e Green
em 1975, demonstrou ser uma das principais
contribuigdes para o cultivo dos queratindcitos,
aumentando expressivamente a qualidade do
mesmo. Foi observado que os fibroblastos
depois de irradiados perdem a capacidade de
se duplicar. Os mesmos continuam vidveis por
alguns dias, sendo que nos primeiros dias, sdo
capazes de liberar nutrientes para o0s
queratindcitos.
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