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Introduc¢io: Decorrido mais de um século apds os primeiros experimentos de cultivo de
células, o uso desta técnica manteve-se como uma importante ferramenta de pesquisa na area
da saude. Os primeiros testes realizados foram com tecidos fragmentados mecanicamente e
alocados em recipientes contendo fluidos dos proprios animais. Com o decorrer de mais
experimentos, a dindmica que envolve o cultivo de células foi sendo aprimorada e questdes
referentes a testes de respostas de defesa celular tém sido utilizadas na pesquisa em saude.
Dessa forma, torna-se importante uma padronizacdo do método de cultura de células e teste de
resposta celular ao estresse a fim de permitir a execucao e reprodutibilidade de experimentos
e minimizar os erros metodoldgicos, elevando a confiabilidade dos dados obtidos. Objetivos:
Descrever as etapas da padronizagdo dos métodos de teste de resposta ao estresse celular em
cultura de linfécitos. Metodologia: Os preparos iniciais para a cultura de células incluem um
criterioso processo para evitar a contamina¢ao do material bioldgico. Esse processo engloba
lavagens do material a ser utilizado com agua destilada (6x) e autoclavagem dos materiais
(Autoclave Stermax de 30 litros n°7, ciclos de 30 minutos, 121°C, pressao de 2 bar). Ademais,
antes de utilizar a cabine de seguranca bioldgica (classe II Al) e a sala de cultura, ha
exposicdo do ambiente a radiacdo ultravioleta por pelo menos 1 hora. Além disso,
higieniza-se as maos e todo material que ¢ introduzido dentro da cabine de fluxo laminar com
alcool 70°. Em primeiro plano, a cultura primaria de linfocitos ¢ obtida de linfonodos
mesentéricos de ratos Wistar machos, eutanasiados com sobredose de anestésicos Xilazina
(~30 mg/kg) e Cetamina (~300 mg/kg) via i.p. (CEUA n° 028/24). Apds, realiza-se um corte
medial longitudinal da pele na regido abdominal do animal. A fim de encontrar os linfonodos
mesentéricos, deve-se localizar o ceco intestinal, afastar o intestino e, apos, encontrar a cadeia
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de linfonodos que se posiciona paralela ao ileo, comegando na juncao cecal. Como os
linfonodos estdo envoltos em gordura, esta é retirada com pingas e filtros de papel
autoclavados e coloca-se os linfonodos em microtubos de 2ml. Posteriormente, na cabine de
biosseguranga, os linfonodos sdo colocados em um tubo coénico de 15ml contendo 10ml de
tampao fosfato (PBS) para serem macerados com um obtentor gradeado dentro de um béquer
de 50ml. Filtra-se o PBS contendo os linfécitos em um funil com filtro (whatman
n°2105-841). O macerado filtrado ¢ centrifugado (10 minutos, 1.500 RPM, 358G), o
sobrenadante ¢ desprezado, e o precipitado de células é quebrado por impacto mecanico.
Apos, ¢ adicionado o meio de cultura RPMI 1640, com 5% de soro fetal bovino, glicose
(5,5mM) e antibidticos (penicilina 100 U/ml - estreptomicina 100pg/ml). A suspensdo de
células no meio ¢ homogeneizada com uma pipeta (ponteira de 1ml), sendo aliquotados 50 pl
para realizar contagem e analise da viabilidade celular. Sdo aliquotados 4 ml, divididos em
dois microtubos de plastico (2ml) para a realizagcdo do teste de resposta celular ao estresse, no
qual um tubo ¢ incubado em banho-maria seco por 2 horas a 37°C e o outro a 42°C (choque
térmico). Apos o banho-maria, as células sao levadas a cabine de fluxo novamente e as células
ressuspensas (2ml por pogo) em placas de cultura de 6 pogos, previamente identificados.
Entdo, as placas permanecem na incubadora (37°C, 5%CO,) por 6 horas. Apos, a amostra ¢
homogeneizada e colocada em outro microtubo de 2ml para a nova contagem e analise da
viabilidade celular. Para a viabilidade celular, utiliza-se uma solugdo de 1:5 contendo a
amostra (10ul), o corante azul de tripan (10ul), previamente filtrado e o meio PBS (30ul).
Coloca-se uma laminula na camara de Neubauer e a solugdo ¢ inserida. A contagem ¢
realizada visualmente no microscopio (40x), avaliando no quadrante central da cdmara. As
c¢lulas mortas sdo coradas em azul, pois o corante azul de tripan ¢ internalizado por linfécitos
que perderam a viabilidade. O célculo da viabilidade celular é o n°® cél vivas/n°total expresso
em percentual ¢ o n° total de células ¢é calculado considerando o n° cél vivas x10*
multiplicado pela dilui¢do utilizada para contagem (geralmente 1:5). As viabilidades foram
expressa em média £+ dp, e foram comparadas por ANOVA de uma via (P<0,05). Resultados:
No tempo zero (logo apods a extragdo), a viabilidade obtida foi de 94,17 + 4,19%. Apds a
incubagcdo em banho maria, a viabilidade da amostra a 37°C foi mantida, pois apresentou-se
em 95,60 £ 3,97%, assim como ocorreu apds as amostras serem submetidas ao teste de
resposta celular ao estresse (42°C), nas quais a viabilidade foi de 95,18 + 4,13%. Nao houve
diferenca na viabilidade celular entre as condi¢des testadas (P= 0,685). Conclusées: O
protocolo utilizado representa um método adequado para o teste de resposta celular ao
estresse em cultura primaria de linfocitos e pode ser considerado aplicavel a futuros
experimentos na pesquisa em fisiologia celular. Palavras-chave: “Cultura Primaria de
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