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APRESENTACAO

Este Manual de Cultura Celular foi elaborado pelos professores e alunos
de Pds-Graduagao da Disciplina de Odontopediatria (Departamento de
Odontopediatria, Ortodontia e Saude Coletiva) e Disciplina de Bioquimica
(Departamento de Ciéncias Bioldgicas) da Faculdade de Odontologia de
Bauru da Universidade de Sao Paulo (FOB-USP), com o objetivo de
auxiliar na padronizacdao das técnicas de cultivo primario e manutencao
das culturas de células pulpares proveniente de dentes deciduos

humanos.



1 Cultura Primaria de
Células-Tronco de
Dentes Deciduos:

SHED



1 CULTURA PRIMARIA DE CELULAS-TRONCO DE DENTES
DECIDUOS: SHED

1.1 Exodontia, Coleta do Tecido Pulpar e Cultura Primaria

No dia anterior:
Materiais necessarios:
1. Instrumental completo para exodontia de dente deciduo;
2. Instrumental para processamento do explante em fluxo:
- 2 féreeps de incisivos;
- pinca Dietrich;
- cabo de bisturi e lamina de bisturi 15c;
- tesoura para tecidos;
- curetas de pulpotomia — longas e afiadas;
- limas endodonticas;
Esterilizar em autoclave antes do procedimento.
3. Material plastico:
- placa de Petri (90 x 15 mm);
- tubo Falcon 15 e 50 mL;
- filtro cell strainer 70 um;
- garrafa para cultura T25;
- pipetas soroldgicas de 5 e 10 mL e ponteiras de 1000
Todo material plastico deve ser estéril.
4. Solugdes (quantidades para processar um dente):
- meio aMEN de transporte (suplementado com antibidtico e antifingico) —
45 mL
- meio aMEN 15% SFB — 50 mL
- solugao colagenase 3 mg/mL — 10 mL
- solugao de dispase 4 mg/mL — 10 mL

No laboratorio, processamento do tecido:
Apds os procedimentos clinicos de exodontia, assinatura do TCLE e dispensa do
paciente:

1. Limpar o dente com soro e remover residuos de sangue ou ligamento;

2. Colocar o dente no tubo Falcon de 15 mL contendo 5 mL de solucao de transporte

(aMEM suplementado com antibiético e antifingico), acondicionar no gelo e ir para



10.

11.

12.

13.

14.

o laboratdrio em até 2 horas apds a exodontia;

Lavar o dente 2 vezes deixando o mesmo 10 min em 5 mL do meio de transporte
(aMEM suplementado com antibidtico e antifliingico);

Em uma placa de Petri colocar 10 mL de meio aMEM suplementado com antibidtico
e antifingico, acondicionar o dente na placa para clivagem do mesmo e obtengdo
dos tecidos pulpares;

Abrir OUTRA placa de Petri e despejar nela 5 mL de solugao Dipase 4 mg/mL e 5
mL de solucao Colagenase 3 mg/mL, reservar;

Curetar a polpa do dente clivado, com curetas e limas, e colocar nesta NOVA placa
de Petri contendo as solucdes de Collagenase e Dispase, para digestdao enzimatica;
Picotar a polpa com lamina de bisturi e/ou tesoura para tecido dentro da placa de
Petri em menores pedacos possiveis.

Com uma pipeta soroldgica de 10 mL transferir os fragmentos e o meio de digestdo
celular para um tubo Falcon de 50 mL, completar 0 mesmo com mais 5 mL da
solucao Dipase 4mg/mL e 5 mL de solugao Colagenase 3 mg/mL;

Fazer “up and down” vigoroso (3X) do conteldo com pipeta de 10 mL e levar a
estufa (37 °C; 5% CO,) por 1 hora para inicio da “digestdo tecidual”, repetir o “up
and down” (3X) a cada 15 minutos até o fim do periodo da digestao tecidual;
Terminada a digestao tecidual, centrifugar o tubo Falcon 20 ©°C; 1200 rpm;
5 minutos; ~9 (accel/brake), apds a centrifugacdo, sera observado no fundo do
tubo Falcon o pellet,

Retornar ao fluxo e descartar o sobrenadante, virar imediatamente o tubo de uma
s6 vez no descarte, o pellet ficara no fundo do tubo, ressuspender o pellet em 15
mL de aMEM 15% SFB;

Com uma pipeta de 5 mL colher todo o conteldo do tubo Falcon e transferir para
um novo tubo Falcon de 50 mL passando o mesmo pelo filtro Cell Strainer de
70pm — observagao, apoiar a ponta da pipeta no fundo do filtro e dispensar a
solucdo, a pressao ajuda a passar mais rapidamente o contetido pelo filtro;
Terminada a filtragem de todo o conteudo, levar o tubo Falcon para centrifugar:
20 ©°C; 1200 rpm; 5 minutos; ~9 (accel/brake), apds a centrifugacdo, sera
observado no fundo do tubo Falcon o pellet;

Retornar ao fluxo e descartar todo o contetido do tubo Falcon, virar imediatamente
o tubo de uma sé vez no descarte, o pellet ficara no fundo do tubo, ressuspender o
pellet com ponteiras de 1000 pl em 3 mL de meio aMEM 15% SFB e dispensar o

contelido em uma garrafa T25 para inicio do cultivo celular;



15. Mexer a garrafa com movimentos de “8 infinito” visando espalhar de forma
uniforme em todo o fundo da garrafa T25 o meio, as células e os explantes se
existirem;

16. Deixar por 48 horas na estufa (37 °C; 5% CO,) para adesao celular e dos tecidos

na garrafa. Fazer as tocas de meio a cada 48 horas.



1.2 Trocas do Meio de Cultura das Células em Primeira Passagem

> wn -

Programar os dias que serao realizadas as trocas do meio.

Limpar o fluxo com alcool 70%, colocar o descarte dentro do fluxo.

Aquecer aMEM 15% SFB em banho-maria

Tirar a garrafa da incubadora e fotografar. Se a tampa da garrafa for sem filtro:
ndo se esquecer de rosquear bem a tampa antes de tira-la, caso contrario ndao
precisa rosquear.

No microscopio, observar e fotografar.

Levar garrafa para o fluxo e retirar todo meio de cultura da garrafa com uma
ponteira de 1000 uL. Descartar a pipeta.

Com outra ponteira de 1000 L, adicionar 3 mL de aMEM 15% SFB na garrafa com
cuidado. Colocar o meio com cuidado, de preferéncia no canto do frasco de cultura.
Fechar a garrafa, mexer com cuidado e com movimentos de “infinito” (8 deitado).

Leva-la para incubadora.
Observacao: Para cultura primaria, na primeira semana a troca do meio de

cultura é feita com a ponteira de 1000 pL, e apos adesao das células, é feita com a

pipeta de 5 mL para a garrafa T25 ou pipeta de 10 mL para a garrafa T75.
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1.3 Subcultivo e Tripsinizacao

12 passagem — Da garrafa T25 (pequena) para a garrafa T75 (média).
A partir da 22 passagem — Da garrafa T75 (média) para garrafa T75 (média).

12 passagem:
No dia anterior: Conferir solugbes e materiais.
Solugoes — Descongelar: Tripsina pura (A quantidade de uso é 2 mL/garrafa pequena
T25 ou 3 mL/garrafa média T75).
Verificar: tubo Falcon com aMEM 15% SFB; tubo Falcon com PBS 1x

(Quantidade de uso é 5 mL).

Materiais — Laboratorio: pipetas de 5 mL/10 mL; pipetas Pasteur; ponteiras; tubo
Falcon vazio; garrafa T75 para cultura.

1. Colocar tubo Falcon de aMEM 15% SFB, tubo Falcon de PBS 1x, e tubo Falcon
com a Tripsina para aquecer em banho-maria.

2. Tirar a garrafa da incubadora.

3. Observar a garrafa no microscépio invertido e fotografar — conferir se as células
estdo em subconfluéncia (com pouco espaco para proliferacdo) ou confluéncia.

4. Levar as solugdes aquecidas e a garrafa para o fluxo.

Retirar 0 meio da garrafa com a pipeta de 5 mL: inclinar um pouco a garrafa e
remover 0 maximo possivel de meio antigo.

6. Colocar 5 mL de PBS 1 x no fundo da garrafa com outra pipeta de 5 mL, mexer
delicadamente a garrafa para lavar, e ja colher todo PBS com a mesma pipeta.
Descartar o liquido e a pipeta.

7. Em seguida, com uma nova pipeta adicionar 2 mL ou 2000 pL de Tripsina pura
se for na garrafa T25, se for na T75 adicionar 3 mL ou 3000 pL de Tripsina
pura.

8. Tampar a garrafa e levar a incubadora por 5 a 8 minutos.

Enquanto a garrafa esta na incubadora, pegar a garrafa média de cultura (T75)
e nomear: SHED (nome do paciente); 12 passagem; data da passagem; nome
do pesquisador.

10. Adicionar mais 10 mL de aMEM 10% SFB na garrafa T75.

11



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,
25.

Apds este periodo, tirar a garrafa da incubadora e observar no microscopio se
as células desgrudaram do fundo do frasco de cultura celular. Visualmente, o
liguido do meio de cultura estara turvo e microscopicamente notamos que as
células ficam esféricas (aspecto de “areia”, de “bolinhas”).

Podemos bater na lateral da garrafa para desprender células que ainda estejam
aderidas.

Conferir no microscépio se as células estdo completamente desprendidas da
garrafa.

Adicionar Meio de cultura correspondente ao dobro da quantidade que vocé
colocou de tripsina (2 mL de tripsina entdo 4 mL de aMEM 15% SFB) para
inativar a tripsina.

Colher todo conteldo da garrafa com a pipeta de 5 mL, varrendo o fundo dela
cerca de 2-3 vezes previamente.

Transfeir todo contelido para um tubo Falcon 15 mL;

Levar para centrifugar: 20 °C; 1200 rpm; 5 minutos; ~9 (accel/brake).

Apds a centrifugacdo, sera observado no fundo do tubo Falcon o pellet.
Retornar ao fluxo e descartar o sobrenadante (meio), sem descolar o pellet do
tubo. Ao virar imediatamente o tubo de uma sé vez no descarte, o pellet ficara
no fundo do tubo.

Adicionar, com auxilio da pipeta, 1000 UL de aMEM 15% SFB neste tubo Falcon
contendo o pellet.

Ressuspender o pellet e fazer up-down na solugao com a pipeta. Caso as
células estejam muito aderidas e dificil de desprender, faca up and down com a
pipeta Pasteur.

Colher todo conteudo ressuspendido (meio+tecido) e colocar no fundo da
garrafa média.

Mexer a garrafa com movimentos de “infinito” (8 deitado) para espalhar o meio
e as células.

Levar a garrafa para a incubadora.

Apds o processo de tripsinizagao, essa nova garrafa devera ter a troca do meio

de cultura mantida em 3 vezes por semana.

12



1.4 Contagem de Células

Solugdes — Turk - azu/ de tripan

Materiais — [Laboratorio: ponteiras; Eppendorf; camara de Neubauer; laminula;

contador de células manual.

1. Dentro do fluxo laminar preparar um microtubo com 180 pL de azul de Tripan.

2. No microtubo preparado com 180 L da solugao de Turk (azul de tripan) adicionar
20 pL da solucdo de células ressuspendidas (Diluidas 10x — 200 pL solugdo = 20 pL
células + 180 pL azul de tripan). Fazer up-down leve para que as solugdes se
misturem (Figura 7-A)

3. Colocar uma laminula sobre a camara de Neubauer e pressiona-la levemente sobre
a camara, enquanto aos poucos com uma pipeta de 20 pL, adiciona-se 10 L da
solucdo de células + azul de tripan (Figura 7-B)

4. Fazer a contagem no microscopio invertido com o dispositivo “counter-cell” ou
contador de células manual (Figura 7-C, D).

5. As dreas contadas sdo A, B, C e D da camara. Obtém-se um total de células. De
preferéncia nao contar as células que estiverem sob os limites da cdmara, apenas
as que estiverem dentro dos quadrados menores.

6. A contagem deve ser feita por duas pessoas e com os resultados em maos das
duas contagens faz-se uma média.

7. Com essa média em maos, essa quantidade obtida é colocada em uma férmula
para obtencao do valor mais aproximado de células, levando se em conta a diluicdo

e 0 volume da ressuspensao.

13



Camara Neubauer

Figura 1 — Esquema da Camara de Neubauer com os campos necessarios para
realizar a contagem de células

Tiefe -Depth Neubauer - -
Profondeur improved -
0,100mm bright-line

HBG

0,0025mm?

Fonte: Elaborada pelos autores.

FORMULA: A+B+C+D x 10 x 10% x 1 mL (diluicdo/férmula/vol. res)
4

Ex.: 293 células x 10 x 10% x 1 mL (ou seja, 1 mL ressuspensso)
4

73,25 x 10° --- 1000 pL (1 mL ressuspens&o)
2 x 10° ---- x = 27 pl/garrafa

14



1.5 Congelamento das Células

No dia anterior: Conferir materiais e solugoes.

Solugodes: — Descongelar: Tripsina pura (3 mL/garrafa média T75).
Verificar: aMEM 15%; PBS 1x (5-10 mL); Meio de Congelamento (DMSO;
SFB; aMEM 1%AB); azul de tripan.
Materiais — Laboratorio: Pipetas (5 e 10 mL); Ponteiras; Tubo Falcon vazio (15 mL);
Garrafas médias para cultura (T75); camara de Neubauer; “conter-cell” ou contador de

células; vails.

Preparo do meio de congelamento

1. Fazer o cdlculo conforme a quantidade que vocé quer preparar de solugao,
respeitando os seguintes constituintes e porcentagens: aMEM 1%AB (75%), Soro
Fetal Bovino (20%) e DMSO estéril (5%).

2. Dentro do Fluxo separar as ponteiras de 1000 L e a pipeta de 10 mL e o tubo
Falcon de 50 mL e tubos Falcon de 15 mL

3. No tubo Falcon de 50 mL adicionar: Meio de cultura puro, Soro Fetal Bovino e
DMSO estéril. Fazer up and down.

4. Escrever nos tubos Falcon de 15 mL : Solucao de Congelamento SHED, colocar a
data e nome do operador.

5. Aliguotar a solugao preparada nesses tubos Falcon de 15 mL.

6. Congelar as solugdes
Congelamento das células

1. Limpar o fluxo com alcool 70%, colocar o descarte dentro do fluxo.

2. Tirar a garrafa da incubadora.

3. Observar a garrafa no microscopio, quanto a coloracdo do meio de cultura (pH) e
quanto a quantidade de células (conferir se as células estao em estado de
subconfluéncia na garrafa, que quando 90% da garrafa esta preenchida).

4. Levar as solugdes aquecidas e a garrafa para o fluxo. Sempre fazer up-down nas
solugdes, antes de usa-las.

Retirar todo meio da garrafa com a pipeta de 10 mL. Descartar a pipeta.

6. Com outra pipeta de 10 mL, adicionar 5-10 mL de PBS 1 x no fundo da garrafa,
15



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

movimentar a garrafa no movimento de infinito e remover todo PBS com a mesma
pipeta. Se perceber que o PBS ficou rosado, melhor lavar novamente. Descartar a
pipeta.

Com uma pipeta de 5 mL, adicionar 3 mL de Tripsina pura na garrafa (T75).
Tampar a garrafa, mexer delicadamente, e levar a incubadora por 3-5 minutos.
Enquanto a garrafa esta na incubadora, separar tubo Falcon de 15 mL ou 50 mL
para coletar a solucdo de células.

Apds o periodo de 3-5 minutos, tirar a garrafa da incubadora e observar no
microscopio se as células desgrudaram do fundo. Macroscopicamente: o liquido da
garrafa T75 se tornara turvo e microscopicamente notamos que as células ficam
esféricas (aspecto de “areia”, de “bolinhas”).

Bater na lateral da garrafa para desprender células que ainda estejam aderidas ao
frasco de cultura.

Conferir novamente no microscdpio se as células estao completamente
desprendidas da garrafa.

Retornar ao fluxo e adicionar o dobro da quantidade de meio que foi adicionada
de Tripsina. Assim, adicionar 3 mL de aMEM 15% SFB para inativar a tripsina.
Com uma nova pipeta de 10 mL, colher todo conteldo da garrafa e despejar
novamente fazendo o movimento de varredura, cerca de 2-3 vezes, depois
recolher todo o conteldo e transferir para um tubo Falcon 15 mL (ou 50 mL —
dependendo da quantidade de garrafas) e completar com aMEM 15% SFB.

Levar para centrifugar: 20 °C; 1200 rpm; 5 minutos. Lembrando de fazer o
balanceamento da centrifuga, colocando um tubo Falcon com agua do outro lado
da centrifuga, contendo a mesma quantidade de mL que tem no tubo Falcon com
a solucao de células.

Enquanto o tubo Falcon esta centrifugando, preparar os instrumentos para realizar
a Contagem das células.

No fluxo, preparar: microtubo 180 pL Turk—azul de tripan e separar camara de
Neubauer.

Apds a centrifugacdo, sera observado o pellet no fundo do tubo Falcon.

Retornar ao fluxo e descartar o sobrenadante (meio), sem descolar o pellet do
tubo. Deve-se virar imediatamente o tubo de uma sé vez no descarte, o pellet
ficara no fundo do tubo.

Fazer a ressuspensao das células, conforme o tamanho do pellet. Quanto maior o

pellet maior o volume de meio para ressuspensao. Assim, se o pellet for pequeno,
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22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

adicionar 1000 uL de aMEM 15% SFB neste tubo Falcon contendo o pellet. Porém,
se for maior adicionar de 2 — 3 mL.

Ressuspender o pellet —fazer up-down na solugao com a pipeta de 1000 UL.

No microtubo preparado com 180 pL Turk — azul de tripan adicionar 20 pL células
ressuspendidas (diluidas 10x — 200 pL solucao= 20 pL células + 180 pL azul de
tripan).

Coletar 10 pL desta solugao (células + azul de tripan) e colocar na camara de
Neubauer.

Fazer a contagem no microscopio com o dispositivo “counter-cell”.

Ver esquema de contagem celular (Figuras 6 e 7)

Retornar ao fluxo — preparar para Congelamento.

Nomear vails no fluxo (Linhagem+ Passagem+ data + nome de quem congela).
Apds centrifugacdo, descartar sobrenadante e ressuspender o pellet em meio de
congelamento.

A gquantidade da solucdo de congelamento adicionada ao pellet é de 1 mL para
cada 1x106 células

Ex: 4 garrafas = 73,25 x 105 = 7,325 x 106 células ~ 7 x 106 células = 7 vails
com 1 x 106/valil

Seguindo o exemplo acima, centrifugar as células novamente, descartar
sobrenadante e ressuspender o pellet em 7 mL de solugao de congelamento
Colocar 1 mL desta solucao de células nos microtubos de congelamento
previamente identificados.

Armazenar os vails no freezer -80 °C na caixa de plastico/papeldo identificada com
o nome do pesquisador e a linhagem de células. E quando for passagens mais
baixas pode armazenar os vails em canisters no tambor de nitrogénio liquido.

Anotar a alca do tambor que estd guardado cada canister, contendo os vails.
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1.6 Descongelamento das Células

No dia anterior: Conferir materiais e solucoes.

Solugdes — Verificar: aMEM 15%; PBS 1X (5-10 mL);

Materiais— Laboratorio: Pipetas (10 mL); Ponteiras; tubo Falcon vazio; Garrafas

médias para cultura (T75).

Experimento

1.

N

Limpar o fluxo com alcool 70%, colocar o descarte dentro do fluxo.
Colocar PBS 1X, para aquecer em banho-maria.
NAO aquecer DMEM 10% SFB — sera usado gelado para o descongelamento

Tirar vail congelado do tambor de nitrogénio ou do freezer —80 °C. Verificar a

identificacdo e passagem das células (Figura 8 — A)
Ir adicionando meio DMEM 10% SFB gelado no vail para descongelar.

Posteriormente dentro do fluxo: adicionar dentro de um tubo Falcon 4 mL de aMEM
15% SFB e 1 mL da solugdo contendo células que estava no vail. Se ainda nao
estiver totalmente descongelado o vail, pode-se optar por fazer o descongelamento

do vail usando meio de cultura gelado e fazendo levemente up-down.

Levar o tubo Falcon com a solugdo de células para centrifugar a 20 °C; 1200 rpm;
5 minutos; ~9 (accel/brake). Lembrar de fazer o balanceamento da centrifuga,
colocando um tubo Falcon com agua do outro lado da centrifuga, contendo a
mesma quantidade de mL que tem no tubo Falcon com a solucdo de células (Figura
8 - B)

Enquanto isso no fluxo, preparar a(s) garrafa(s): identificar a linhagem celular, a
passagem (mesma passagem vail descongelado) e o nome do pesquisador.

Retirar o tubo Falcon da centrifuga, observar a formagao do pellet (Figura 8 — C) e

retornar para o fluxo.
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10.

11.

12.

13.

Descartar todo meio do tubo que contém o pellet (Figura 8 — D), e ressuspender o
pellet em aMEM 15% SFB (Figura 8 — E); sendo necessario 1 mL de meio para
cada garrafa; por exemplo, se ira expandir em 2 garrafas, o pellet devera ser

ressuspendido em 2 mL.

Adicionar 9 mL de aMEM 15% SFB em cada garrafa. Colocar 1 mL da solugao com

células ressuspendidas em cada garrafa e movimenta-la levemente.
Levar a(s) garrafa(s) para estufa para adesao e posterior expansao.

Apods 24 horas: remover todo o meio e lavar com PBS 1x; em seguida trocar o meio
aMEM 15% SFB a cada 48 horas. Até a garrafa entrar em subconfluéncia e ter a

quantidade de células necessarias para fazer o experimento.
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2 CARACTERIZACAO DE CELULAS: SHED

2.1 Técnica Citometria de Fluxo

Solugdes — Accutase; Azul de Tripan; Kit hMSC — BD 56224; Meio aMEN 15%
SFB; Meio de congelamento SHED; PBS; Stain Buffer - BD 554656 (Frio)

Materiais — Separar: Isopor; Gelo; Camara de Neubauer; Laminula; Contador de
células manual; Papel aluminio; Tubo Falcon 15 e 50 mL; Pipetas soroldgicas de 5 e
10 mL; Ponteiras de 10 pl, 20-200 pl e 1000 pl; Tubos para Citometria; Microtubo;

Criotubo

Todo material plastico deve ser estéril.
No dia anterior: Descongelar a Accutase

1. Adicionar gelo no isopor e levar para o laboratorio.

2. Retirar as garrafas da estufa e fotografar

3. Dentro do fluxo: remover meio de cultura e lavar as células com 10 mL de PBS.

4. Adicionar 3 mL da Accutase (cobrir adequadamente toda a area do recipiente de
cultura) e deixar incubando por 5 minutos em estufa a 37 ° C.

5. Dar leves tapinhas com pequena forca nos cantos da garrafa para auxiliar no

descolamento das células.

Adicionar 6 mL de aMEM 15% SFB para neutralizar a accutase.

Recolher todo o contetdo da garrafa e adicionar num tubo Falcon de 50 mL.

Centrifugar o tubo Falcon de 50 mL a 1200 rpm, 5 minutos, 20 °C.

0w © N O

Revisar a garrafa no microscopio, observar se desprendeu todas as células.

10. Enquanto centrifuga, pegar 1 microtubo e adicionar 180 uL de azul de tripan.
Preparar a camara de Neubauer, a laminula e o contador de células manual.

11. Apds centrifugar, descartar o sobrenadante e ressuspender em 2 ou 3 mL de meio
de cultura aMEM 15% SFB.

12. No mesmo microtubo com azul de tripan, adicionar 20 L da solucao de células

ressuspendidas, fazer up and down e adicionar conteido na cdmara de Neubauer.

13. Contar as células em microscopio.

Férmula: Nimero de Células x 10 x 10* x volume de ressuspensao
4

Fazer o cdlculo da quantidade de microlitros daquela solucao necessaria para obter
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5x10° células por tubo (sendo que a concentracdo de células necessaria em
1 mL é de 50 x10° para 10 tubos).

14. Se houver mais células do que o necessario, transferir a quantidade excedente para
um novo tubo Falcon de 15 mL e posteriormente centrifugar (1200 rpm, 5 minutos,
20 °C), descartar sobrenadante e ressuspender em meio de congelamento SHED.
Outras opcdes sao descartar as células ou adicionar o conteldo restante na
garrafa T75 e continuar a expansao.

15. No tubo Falcon s6 ficara a quantidade de células necessarias para o experimento.
Adicionar mais 3 mL de meio de cultura e centrifugar o tubo Falcon (1200 rpm, 5
minutos, 20 °C).

16. Enquanto Centrifuga, nomear tubos para citometria de 1 a 9, lembrando-se de
fazer 2 tubos com o nimero 5 (padrao sem anticorpo).

17. Descartar sobrenadante e ressuspender em 1 mL de Stain Buffer frio centrifugar
1200 rpm, 5 minutos, 4 °C. Descartar sobrenadante e adicionar novamente 1 mL
de Stain Buffer frio, centrifugar novamente 1200 rpm, 5 minutos, 4 °C, descartar e
ressuspender em 1 mL de Stain Buffer frio.

18. Adicionar 100 pL da solucdo de células ressuspendidas em cada tubo nomeado.

19. Adicionar nos tubos — a partir de agora sempre com as luzes apagadas, os

anticorpos sao fotossensiveis.

Tubo | Add (1 Test size)

1 FITC Mouse Anti-Human CD90 (5 pL)
PE Mouse Anti-Human CD44 (5 L)
PerCP-Cy™5.5 Mouse Anti-Human CD105 (5 L)
APC Mouse Anti-Human CD73 (5 L)
Nothing (Somente Células)
hMSC Positive Isotype Control Cocktail (20 pL)
PE hMSC Negative Isotype Control Cocktail (20 L)
7 hMSC Positive Cocktail (20 pL) E/OU
PE hMSC Negative Cocktail (20 uL)
8 hMSC Positive Isotype Control Cocktail (20 L)
Drop in isotype control (i.e. PE Mouse 1gG2b, k) (5 pL)
9 hMSC Positive Cocktail (20 uL)
PE Drop in (i.e. PE Mouse Anti-Human CD44) (5 L)

20. Incubar os tubos no isopor com gelo e deixar por 30 minutos.

| g A W DN

22



21.

22,

23.

24,

25.

26.

Apds o 30 minutos, adicionar 1 mL de Stain Buffer em cada tubo e centrifugar a
1200 rpm, 5 minutos, 4°C.

Descartar sobrenadante e adicionar novamente 1 mL de Stain Buffer em cada tubo
e centrifugar a 1200 rpm, 5 minutos, 20 °C.

Descartar sobrenadante e ressuspender as células em 500 L de Stain Buffer.
Encapar todos os tubos com papel aluminio

Colocar os tubos no isopor com gelo. Se possivel, ja fazer a leitura ou se ndo, as
células podem ficar 1 hora armazenada no isopor com gelo.

Analisar as células no citdbmetro de fluxo.
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