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Aula Pratica 1: CULTIVO DE LINHAGENS CELULARES DE MAMIFEROS

A. Desaderéncia das células
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8)
9)
10)
11)
12)
13)

Observe a garrafa de 25 cm” contra a luz, movendo o meio de cultura para um dos cantos. Repare a existéncia
de células no fundo pldastico da garrafa.

Com auxilio de uma pipeta, retire todo o meio de cultura e descarte-o no béquer com hipoclorito de sédio 3%.
Adicione 3 mL de PBS 1X, feche bem a garrafa e balance-a levemente na horizontal, sem encostar o liquido na
tampa.

Com auxilio de uma pipeta, retire todo o PBS 1X. Descarte-o no béquer contendo hipoclorito de sédio 3%.
Adicione 3 mL de PBS-tripsina 1X, feche bem a garrafa e balance-a levemente na horizontal, sem encostar o
liguido na tampa.

Incube a garrafa a 37 °C por 5 min.

Bata levemente na borda da garrafa para auxiliar a desaderéncia das células.

Observe a garrafa contra a luz para confirmar a desaderéncia celular.

Adicione 3 mL de meio de cultura DMEM suplementado com 10% de SFB (soro fetal bovino) e misture.

Transfira todo o conteuddo para um tubo de 15 mL.

Centrifugue o tubo a 1.300 rpm, por 5 min.

Cuidadosamente, retire o sobrenadante. Cuidado para nao retirar o pellet.

Ressuspenda as células com 3 mL de meio DMEM suplementado com 10% de SFB.

Enquanto ocorre a centrifugacdo, para a lavagem da garrafa siga as instrugées:

1)
2)

14) Adicione 3mL de PBS 1X, seguindo a cautela do passo 3.

15) Remova todo o PBS 1X, descartando no béquer com hipoclorito de sédio 3%.

16) Adicione 5 mL de meio DMEM 10% SFB.

17) Adicione 10 pL do meio de cultura contendo as células (item 13) e coloque na garrafa, retornando-a a estufa.

Questoes

Quais as func¢bes das seguintes solugdes: PBS 1X e PBS-tripsina?
Por que se adiciona o meio DMEM com 10% de SFB na garrafa contendo células desaderidas em PBS-tripsina?

B. Contagem das células em camara de Neubauer

1)

2)

3)

4)

5)

Misture bem o meio de cultura contendo as células. Faca uma diluicdo 1:10 (10, ou 10 vezes): Retire 20 pL do
meio de cultura com as células e transfira para um tubo de 1,5 mL. Adicione 180 pL de meio DMEM contendo
10% de SFB e misture bem.

Faca uma diluicdo 1:1 (2 vezes): Retire 10 pL do conteddo no tubo de 1,5 mL e transfira para um tubo de 0,6 mL.
Adicione 10 pL do corante Azul de Trypan e misture bem.

Limpe uma camara de Neubauer com dlcool 70% e papel higiénico, espere secar e coloque uma laminula sobre
uma das regides de contagem.

Misture novamente o conteudo do tubo, retire 10 pL e, sem retirar a laminula, aplique o volume todo entre a
camara e a laminula. Observe o liquido corado em azul se espalhar, preenchendo totalmente o espaco da
camara.

Observe a camara de Neubauer ao microscdpio utilizando a objetiva de 10X.



6) Identifique as 4 regiGes de contagem da camara (utilize a figura a seguir como guia). Conte o nimero de células
dentro das 4 regides.
v Regras para contagem
1) Células que estdo em grumos: tente contar o niumero de células por grumo, se ndo for possivel, conte o grumo

como uma célula;
2) Células que estdo sobre a linha limite da regido: conte somente as células das linhas superior e direita.

Regidesde contagem:1,2,3e 4

1 2 Sentido de contagem
>
<€
>
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7) Calcule o nimero de células por mL utilizando a seguinte férmula:

Numero de células/mL = Numero de células contadas x Diluicdo x Fator de corregdo da camara (10%

Numero de quadrantes contados

8) Exemplo

- Numero de células contadas: 100

- Numero de quadrantes contados: 4

- DiluigGes: neste protocolo foram duas dilui¢Ges, sendo a primeira de 10 vezes (item 1) e a segunda de 2
vezes (item 2). Portanto: 10 x 2 = 20 vezes.

Numero de células/mL= 100 x 20 x 10*=500 x 10* =5 x 10°
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Composicdo das solucoes utilizadas

- PBS 1X: 137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCl; 4,3 mM de Na,HPO,4 1,5 mM de KH,PO4; pH 7,4. Autoclavar para
esterilizar.

- PBS 1X-tripsina: PBS 1X suplementado com tripsina 1X (0,25%). Filtrar em filtro com poro de 0,22 um para
esterilizar.

- Meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB): 10,8 g/L de DMEM; 2,38 g/L de HEPES; 2,0 g/L NaHCOs3; 40 mg/mL de gentamicina; pH 7,4. Apds acertar o pH,
adicionar 10% de SFB e filtrar em filtro com poro de 0,22 um para esterilizar.

COMPOSICAO DO MEIO DE CULTURA DMEM
Sais inorgdnicos mg/L | Aminoacidos mg/L
CaCl.2 H,0 265 L-arginina. HCI 84
Fe(NOs)s.9 H,0 0,1 L-cisteina 62,57
KCl 400 L-glutamina 584
MgS0,.7 H,0 200 Glicina 30
NaCl 6400 L-histidina.HCI.H,0 42
NaH,P0O4. H,0 125 L-isoleucina 105
NaHCO; 3700 L-leucina 105
Vitaminas mg/L | L-lisina.HCI 146
Cloreto de colina 4 L-metionina 30
Pantotenato de 4 L-fenilalanina 66
calcio
Acido féico 4 L-serina 42
Inositol 7,2 L-treonina 95
Nicotinamida 4 L-triptofano 16
Piridoxina.HCI 4 L-tirosina 104,2
Riboflavina 0,4 L-valina 94
Tiamina.HCl 4
Outros mg/L
componentes
Glicose 1000
Piruvato de sédio 110
Vermelho de fenol 15

Questoes

1) O que é e qual a funcdo do vermelho de fenol?



