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APRESENTACAO

Este Manual de Cultura Celular foi elaborado pelos professores e alunos de
Pos-Graduacdo 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 padronizacdo das técnicas de cultivo primario e manutencao das culturas

de células pulpares proveniente de dentes deciduos humanos.



1 Preparo de Solucoes
Utilizadas para Cultura de
Ceélulas



1. PREPARO DE SOLUCOES UTILIZADAS PARA CULTURA DE
CELULAS

1.1 MEIO DE CULTURA - DMEM

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (COD-31600-034) - Gibco, Thermo
Fisher Scientific Brazil, Sao Paulo, Brasil.

No dia anterior: Conferir materiais e solugOes; e esterilizar garrafa de vidro (para
armazenamento do meio de cultura).
Solugodes — Descongelar: medicamentos (Penicillin-Streptomycin, 10,000 U/mL,
Thermo Fisher Scientific);
— Verificar: DMEM (Referéncia 31600-026, Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO); acido cloridrico (HCl); hidréxido de sodio (NaOH); bicarbonato de
sddio (NaHCOs.).
Materiais — Laboratorio: pipetas Pasteur; pipetas soroldgicas (5 e 10 mL); balao; funil
de vidro; Becker; garrafa de vidro; pHmétro; barra magnética “peixinho”;
agitador magnético; balanca; sistema de filtracdo a vacuo descartavel

esteéril.

Preparo:

1. No laboratdrio, para usar a balanca de precisao é preciso limpa-la com o auxilio de
um pincel (varrer a balanga); em seguida pesar o recipiente onde sera depositado
0 po, fechar os vidros e apertar o botao 7ara, para que o valor do recipiente seja
desconsiderado do valor total e somente o peso do pé de bicarbonato de Sédio
seja mensurado. Abrir o vidro e adicionar o pd de bicarbonato de sddio até
completar 3,7 g. Para tanto, os vidros da balanca de precisao precisam estar

fechados. Reservar o bicarbonato de Sodio.

2. Em um Becker, adicionar aproximadamente 700-800 mL de agua Milli-Q
(ultrapura); e levar o recipiente ao agitador magnético, dentro do Becker adicionar

a barra magnética “peixinho”.

3. Despejar o DMEM (pd) na agua Milli-Q; adicionar um pouco de agua Milli-Q no
envelope para pegar o pd que restar. Manter o agitador ligado para dissolver a

solugao.

4. Adicionar 3,7 g de bicarbonato de sodio; deixar dissolver.
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Transferir o conteldo para uma proveta, adicionar agua Milli-Q até completar
~970-990 mL. Pode utilizar o Baldao, neste caso completar até préximo do “risco”

(préximo de 1 L).
Retornar a solugdo para o Becker para o gjuste do pH: com o auxilio do pHmétro.

E necesséario padronizar o pHmétro antes de usa-lo. Assim, ligar o pHmétro
(atencao na voltagem da tomada) — dados operacionais do pHmétro da

Farmacologia.
Deixar o descarte proximo, para lavar a ponta do pHmétro (Becker pequeno).
Remover a borracha da ponta do pHmétro (solugao de descanso — KCl).

Lavar a ponta do pHmétro com agua Milli-Q, para fazer a calibragao.

= n

Apertar o botdo “mode” para ir a opcao pH e apertar “enter”.

Entdo selecionar “set up” para ir no “clear” e apertar “enter”.

Colocar a ponta do pHmétro na solucao de pH padrao 4. Apertar “standardize” e
aguardar a calibragao”. Remover a ponta da solucdo e lavar novamente com agua
Milli-Q. Colocar a ponta no pH padrao 7 e apertar “standardize”. Remover a ponta
da solucao e lavar novamente com agua Milli-Q. As solucdes de pH padrao (4 e 7)

ficam nos tubos ao lado do pHmMétro. Agitar as solucdes padrao antes de usar.

Em seguida, verificar o pH da solucao que esta sendo preparada no agitador. Para
isto, colocar a ponta do pHmétro no liguido DMEM, apertar “enter” e aguardar

estabilizar o valor do pH (exemplo: pH=8,0).

O pH ideal é 7,4. Mas o pH deve ser ajustado entre 6,8-7,0, pois durante a filtracdo
sobe para 7,4. Para ajustar o pH, gotejar a solucao de HCl (10M) para tornar o
meio acido ou NaOH (10M) para tornar o meio mais basico. Gotejar aos poucos
com o auxilio da pipeta de Pasteur e sempre esperar estabilizar o valor do pH no

aparelho (aparece a letra S no painel do aparelho).

Apds atingir o pH ideal, remover a ponta do pHmétro da solucdo, lavar com agua
Milli-Q e cobrir a ponta do pHmétro novamente com a borracha contendo solucado

de descanso.

Retornar a solugao com o pH ajustado para a proveta ou baldo e completar 1 L
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com agua Milli-Q.

Cobrir o vidro contendo a solu¢do (papel aluminio) e levar para o fluxo, onde o
meio sera filtrado. Nunca esquecer de limpar o fluxo e a parte externa do balao

previamente com alcool 70%.

Dentro do fluxo, abrir os pacotes da garrafa de vidro estéril e do filtro.
Conectar a mangueira da bomba a vacuo na lateral do filtro.

Despejar a solugao do Becker aos poucos dentro da parte superior do filtro.

A solugdo filtrada que fica na parte inferior do filtro, deve ser levada a garrafa de

vidro. Repetir o processo até filtrar todo liquido. Em seguida, descartar o filtro.

Na garrafa de vidro com meio filtrado adicionar Antibidtico: 1% - 10 mL de

penicilina em 1 L de meio com a pipeta soroldgica.

Tampar a garrafa de vidro, colocar fita para vedar (“parafilm”). Identificar a
solucdo: DMEM 1% AB (DMEM puro com 1% de antibidtico). Data/ nome do
pesquisador/ pH. Validade: 90 dias.

Em seguida, armazenar a garrafa contendo meio de cultura na geladeira.



1.2 MEIO DE CULTURA - AMEM

aMEM com L glutamina e nucleosideos em p6 (Cédigo 11900024) - Life
Technologies

Solugdes — Descongelar: medicamentos (Penicilina);

— Verificar: aMEM (pd); NaHCOs (sal).

Materiais — Recipiente para pesagem dos sais; pipetas Pasteur; ponteiras; balao; funil

de vidro; Becker; garrafa de vidro estéril; pHmétro; barra magnética
“peixinho”; agitador magnético; balanga; sistema de filtracdo a vacuo

descartavel.

Preparo

Para 1 litro de melo de cultura:

1.

Pesar 2,2 g de bicarbonato de sédio (NaHCOs) na balanca de precisao;

Antes de utilizar a balanga, limpar com o pincel (varrer a balanga); colocar o
recipiente onde sera depositado o pd, fechar os vidros (inclusive em cima) e
apertar o botdo 7ara. Abrir o vidro e adicionar pé de bicarbonato de sédio até

completar 2,2 g (vidros fechados);

Adicionar aproximadamente 700-800 mL de agua Milli-Q (ultrapura) no Becker; e
levar o recipiente ao agitador magnético com a barra magnética “peixinho” dentro

do Becker;

Despejar o aMEM (pd) na agua Milli-Q; adicionar um pouco de agua Milli-Q no
envelope para pegar o pd que restar. Manter o agitador ligado para dissolver a

solugdo;
Adicionar 2,2 g de bicarbonato de sodio; deixar dissolver;

Transferir o conteldo para uma proveta, adicionar agua Milli-Q até completar

”

~970-990 mL. Pode utilizar o Baldao, neste caso completar até préximo do “risco

(préximo de 1 L);
Retornar a solugdo para o Becker para o gjuste do pH com o pHmétro;

Ajustar o pHmétro, colocar a ponta do pHmétro na solucao de pH padrdo 4 e 7,

apertar “standardize” e aguardar a calibracao;

10
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20.

Remover a ponta da solugdo e lavar com agua Milli-Q;

Em seguida, verificar o pH da solucao que esta sendo preparada no agitador. Para
isto, colocar a ponta do pHmétro no liquido aMEM, apertar “enter” e aguardar

estabilizar o valor do pH;

O pH ideal é 7,4. Mas o pH deve ser ajustado entre 6,8-7,0, pois durante a filtracao
sobe para 7,4. Para ajustar o pH, gotejar a solucao de HCl (10M) para tornar o

meio acido ou NaOH (10M) para tornar o meio mais basico;

Apds atingir o pH ideal, remover a ponta do pHmétro da solucdo, lavar com agua
Milli-Q e cobrir a ponta do pHmétro novamente com a borracha contendo solucado

de descanso;

Retornar a solucao (pH ajustado) para a proveta ou baldo e completar 1 L com

agua Milli-Q;

Cobrir a boca do vidro contendo a solucao com papel aluminio e levar para o fluxo,

onde o meio sera filtrado;

Dentro do fluxo, abrir os pacotes da garrafa de vidro estéril e do filtro;
Conectar a mangueira da bomba a vacuo na lateral do filtro;

Despejar a solucao do Becker aos poucos dentro do filtro;

Colocar a solucao filtrada na garrafa de vidro. Repetir o processo até filtrar todo

liquido. Em seguida, descartar o filtro;

No frasco de vidro com meio filtrado adicionar antibidtico (1% - 10 mL de penicilina

em 1 L de meio);

Tampar o vidro, colocar fita para vedar. Identificar a solucao: aMEM 1% AB (aMEM
puro com 1% de antibiotico). Data/ nome do pesquisador/ pH. Validade: 90 dias.

Em seguida, armazenar na geladeira.

11



1.3 SORO FETAL BOVINO (SFB)

Soro Fetal Bovino América do Sul (Cédigo 12657029) - Thermo Fisher
Tecnologies

Solugoes — Soro fetal bovino congelado estéril no frasco do fabricante (lacrado).

Materiais — Laboratdrio: pipetas soroldgicas (5 mL/10 mL); banho-maria;

tubos Falcon (50 e 15 mL).

O SFB é fornecido pelo fabricante ativo e congelado, em frascos estéreis de 500 mL,

devemos inativar o mesmo até o seu uso e fazer pequenas aliquotas para uso em

tubos Falcon de 50 mL, evitando a contaminagao.

Preparo:

1.

Inativar: SFB em banho-maria a 57 °C por 30 minutos, esperar esfriar por mais 40

minutos.

Limpar o fluxo com alcool 70% em todas as superficies. Dentro do fluxo aliquotar o
SFB inativado.

Serao utilizadas aliquotas de 50 mL em tubos Falcon; Nomear — “SFB inativado”
(data/lote)

Congelar novamente (utilizar o rack bandeja para congelar os tubos Falcon “na

posicao vertical” para que o soro ndao encoste na tampa).

Armazenamento: apds congelados podem ser armazenados em outros recipientes.

12



1.4 MEIO DE CULTURA SUPLEMENTADO

Solugdes — Descongelar: soro fetal bovino inativo.

— Verificar: DMEM sem soro.

Materiais — Laboratorio. pipetas soroldgicas (5 mL/10 mL); ponteiras; tubos Falcon

(50 e 15 mL).

A suplementagao do meio é feita com a adicao de Soro Fetal Bovino (SFB) na solucao

de meio de cultura sem soro. A porcentagem de suplementacao é calculada com base

no volume total da solugao.

Exemplos:

MEIO 20%: 50 mL — 40 mL DMEM/aMEM sem soro + 10 mL Soro Fetal Bovino.
MEIO 10%: 50 mL — 45 mL DMEM/aMEM sem soro + 5 mL Soro Fetal Bovino.
MEIO 15%: 50 mL — 42,5 mL de DMEM/aMEM + 7,5 mL Soro Fetal Bovino
MEIO 5%: 50 mL - 47,5 mL DMEM/aMEM sem soro + 2,5 mL Soro Fetal
Bovino.

MEIO 1%: 50 mL — 49,5 mL DMEM/aMEM sem soro + 0,5 mL Soro Fetal

Bovino.

Preparo:

1. Apos limpar o fluxo com alcool 70% e colocar as solucdes em banho-maria, dentro

do fluxo: com uma pipeta, colocar MEIO puro dentro de um tubo Falcon, e em

seguida, com uma ponteira adicionar soro fetal bovino inativado de acordo com a

concentracao desejada.

2. O ideal é armazenar MEIO suplementado em aliquotas (tubos Falcon), de acordo

com a quantidade que ira usar. Nas aliquotas anotar MEIO + suplementacao (1, 5,

10, 15 ou 20%) + data + nome do pesquisador. De preferéncia anotar na lateral

do frasco e na tampa.

13



1.5 MEIO DE TRANSPORTE E DESCONTAMINAGAO

Penicilina Estreptomicina (Cédigo 15140148) - Life Technologies
Solucao Anfotericina B (Codigo 15290018) - Life Technologies
Gentamicina (Cédigo 15750060) - Life Technologies

Solugdes — Descongelar: Penicilina e Anfotericina B.
— Verificar: aMEM ou DMEM sem soro e Gentamicina.

Materiais — pipetas (5 mL e 10 mL); ponteiras; tubos Falcon.

O meio de transporte é feito com o intuito de levar o dente extraido até o laboratdrio,
lava-lo com os medicamentos antibidticos e antifingicos, evitando-se assim que
agentes contaminantes cheguem a cultura celular. A quantidade de suplementacao é
calculada com base no volume total da solugao:

e Penicilina/Estreptomicina (10,000IU/mL) — 60 pL/mL

e Gentamicina (10 mg/mL) — 30 pL/mL

e Anfotericina B (250 pg/mL) — 10 pL/mL

Preparo:
1. Colocar as solugdes em banho-maria a 37 °C;

2. Dentro do fluxo: com uma pipeta, colocar a quantidade de aMEM puro a ser
suplementada dentro de um tubo Falcon, e em seguida, com uma ponteira
adicionar os medicamentos da suplementagao de acordo com a concentragao

descrita acima.

O ideal é suplementar apenas a quantidade necessaria para utilizacdo no dia do
experimento/ transporte do dente e para seu armazenamento durante a extragao do

tecido pulpar

14



1.6 TAMPAO FOSFATO-SALINO (PBS)

Phosphate Buffered Saline - PBS (10X), pH 7.4 (Cédigo 12657029) Gibco,
Thermo Fisher Tecnologies Brazil, Sao Paulo, Brasil

A solucdo tampao fosfato-salina (Phosphate Buffered Saline — PBS) é utilizada para a
lavagem das células, especialmente antes da troca do meio de cultura, com o objetivo

de remover células mortas ndo aderentes e residuos do meio anterior.

OBS.: Geralmente é utilizado PBS diluido.
Exemplo. Solucao PBS 10x - PBS 1x (1 L): 100 mL PBS 10x + 900 mL agua Milli-Q.

No dia anterior:

Conferir materiais e solugoes; e esterilizar garrafa de vidro (para armazenamento do

PBS)

Solugoes — Verificar: PBS 10x; acido cloridrico (HCI); hidréxido de sddio (NaOH);

Materiais — Verificar: pipetas Pasteur; pipetas soroldgicas (5 e 10 mL); baldao; funil de
vidro; Becker; garrafa de vidro; pHmétro; barra magnética “peixinho”;
agitador magnético; sistema de filtracdo a vacuo descartavel (estéril).

Preparo:

1. Dentro do fluxo, colocar a quantidade de PBS 10x necessaria em um Becker, para a
dissolucdo. Ex: se for fazer 1 L, entdo adicionar 100 mL de PBS 10X no Becker.

2. No laboratério, préximo ao pHmétro, em um novo Becker adicionar
aproximadamente 800-850 mL de agua Milli-Q (ultrapura) e levar o recipiente ao
agitador magnético (barra magnética “peixinho” dentro do Becker).

3. Despejar o PBS 10x na agua Milli-Q; manter o agitador ligado para misturar a
solucao.

4. Transferir o conteido para uma proveta, adicionar agua Milli-Q até completar
~1000 mL ou 1 L. Pode utilizar o Balao, neste caso completar até proximo do
“risco” (proximo de 1 L).

Retornar a solugao para o Becker para o ajuste do pH: com o pHmétro.

6. Ligar o pHmétro (atencdo na voltagem da tomada) — observar dados operacionais
do pHmétro.

7. Deixar o descarte préximo, para lavar a ponta do pHmétro (Becker pequeno).

15
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22,
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24.

Remover a borracha da ponta do pHmétro (solucao de descanso — KCl).
Lavar a ponta do pHmétro com agua Milli-Q, para fazer a calibracao.

= A\

Apertar o botdo “mode” para ir a opgao pH e apertar “enter”.

Entdo selecionar “set up” para ir no “clear” e apertar “enter”.

Colocar a ponta do pHmétro na solucdo de pH padrao 4. Apertar “standardize” e
aguardar a calibragao”. As solugdes de pH padrao (4 e 7) ficam nos tubos ao lado
do pHmétro. Agitar as solugbes padrao antes de usar.

Remover a ponta da solugdo e lavar novamente com agua Milli-Q.

Colocar a ponta no pH padrao 7 e apertar “standardize”.

Remover a ponta da solugdo e lavar novamente com agua Milli-Q.

Em seguida, verificar o pH da solucdao que esta sendo preparada no agitador. Para
isto, colocar a ponta do pHmétro no liquido contendo PBS 1x, apertar “enter” e
aguardar estabilizar o valor do pH (exemplo.: pH=8,0).

O pH ideal é 7,4. Mas o pH deve ser ajustado entre 6,8-7,0, pois durante a filtragao
sobe para 7,4. Para ajustar o pH, gotejar a solucao de HCI (10M) com uma pipeta
Pasteur para tornar o meio acido ou NaOH (10M) para tornar o meio mais basico.
Gotejar aos poucos e sempre esperar estabilizar o valor do pH no aparelho.

Apds atingir o pH ideal, remover a ponta do pHmétro da solucdo, lavar com agua
Milli-Q e cobrir a ponta do pHmétro novamente com a borracha contendo solucao
de descanso (KCI).

Cobrir o vidro com a solucdo de PBS 1X com papel aluminio e levar para o fluxo,
onde o meio sera filtrado. Nunca esquecer de limpar o fluxo e a parte externa do
baldo previamente com alcool 70%.

Dentro do fluxo, abrir os pacotes da garrafa de vidro estéril e do filtro.

Conectar a mangueira da bomba a vacuo na lateral do filtro.

Despejar a solucao do Becker aos poucos dentro da parte superior do filtro.

A solucao filtrada que fica na parte inferior do filtro, deve ser levada a garrafa de
vidro. Repetir o processo até filtrar todo liquido. Em seguida, descartar o filtro.
Tampar a garrafa, colocar fita para vedar (“parafilm”). Identificar a solugao: PBS
1X

Data/ nome do pesquisador/ pH. Validade: 90 dias. Em seguida, armazenar na

geladeira.
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1.7 MEIO DULBECCO'’'S PHOSPHATE BUFFERED SALINE (DPBS)

DPBS, no calcium, no magnesium — (Coédigo: 14190) - Thermo Fisher

Scientific

Solucao “Tampao”, usada na dissolucao de outras solugbes base para uso na cultura
de células.

Solugoes: Verificar os sais: cloreto de potassio (KCl); fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4); cloreto de sddio (NaCl); fostafo de sddio dibasico
(Na2HPO4-7H20).

Materiais: Recipiente para pesagem dos sais; pipetas Pasteur; ponteiras; baldo; funil
de vidro; Becker; garrafa de vidro estéril; pHmétro; barra magnética
“peixinho”; agitador magnético; balanca; sistema de filtracdo a vacuo
descartavel filtro descartavel.

Concentracao dos Sais:

e Cloreto de potassio (KCl) — 200 mg/L

e Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) — 200 mg/L

e Cloreto de sddio (NaCl) — 800 mg/L

e Fostafo de sddio dibasico (Na2HPO4-7H20) — 2160 mg/L

Preparo:
Para 1 L de solugao DPBS:

1. Pesar os sais na balanca de precisao;

2. Antes de utilizar a balanca, limpar com o pincel (varrer a balanca); colocar o
recipiente onde sera depositado o pd, fechar os vidros (inclusive em cima) e apertar
o botao Tara. Abrir o vidro e adicionar os sais, obter a quantidade desejada (vidros

fechados);

3. Adicionar aproximadamente 800-900 mL de agua Milli-Q (ultrapura) no Becker; e
levar o recipiente ao agitador magnético com a barra magnética “peixinho” dentro

do Becker;

4. Despejar 0s sais um a um vagarosamente, mantendo o agitador ligado para

dissolver os sais;
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5. Transferir o contelldo para uma proveta, adicionar agua Milli-Q até completar ~970-

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

990 mL. Pode utilizar o Baldo, neste caso completar até proximo do “risco” (préximo
de1Ll);

Retornar a solugao para o Becker para o ajuste do pH com o pHmétro;

Ajustar o pHmétro, colocar a ponta do pHmétro na solucao de pH padrao 4 e 7,

apertar “standardize” e aguardar a calibracao;
Remover a ponta da solugdo e lavar com agua Milli-Q;

Em seguida, verificar o pH da solucdo que esta sendo preparada no agitador. Para
isto, colocar a ponta do pHmétro no liquido, apertar “enter” e aguardar estabilizar o

valor do pH;

O pH ideal é 7,3. Mas o pH deve ser ajustado entre 6,8-7,0, pois durante a filtracao
sobe para 7,3. Para ajustar o pH, gotejar a solugao de HCI (10M) para tornar o meio

acido ou NaOH (10M) para tornar o meio mais basico;

Apds atingir o pH ideal, remover a ponta do pHmétro da solucdo, lavar com agua
Milli-Q e cobrir a ponta do pHmétro novamente com a borracha contendo solugdo

de descanso;

Retornar a solucdo (pH ajustado) para a proveta ou baldao e completar 1 L com agua
Milli-Q;

Cobrir a boca do vidro contendo a solugdo com papel aluminio e levar para o fluxo,

onde o DPBS sera filtrado;

Dentro do fluxo, abrir os pacotes da garrafa de vidro estéril e do filtro;
Conectar a mangueira da bomba a vacuo na lateral do filtro;

Despejar a solucao do Becker aos poucos dentro do filtro;

Colocar a solugdo filtrada na garrafa de vidro. Repetir o processo até filtrar todo

liquido. Em seguida, descartar o filtro;

Tampar o vidro, colocar fita para vedar. Identificar a solugao: DPBS Data/ nome do

pesquisador/ pH. Validade: 90 dias. Em seguida, armazenar na geladeira.
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1.8 HANK'S BALANCED SALT SOLUTION (HBSS)

HBSS, calcium, magnesium, no phenol red (Codigo 14025) - Life
Tecnologies

Solucdo “Tampao Fisioldgica”, usada na dissolucdo de outras solucles base para
uso na cultura de células. Geralmente comprada pronta segundo a referéncia do

fabricante.

1.9 COLLAGENASE

Colagenase tipo I (Cédigo 17100017) - Life Technologies

Solugodes - Verificar: Colagenase (pd); HBSS com calcio e magnésio.
Materiais — Pipetas Pasteur; Ponteiras; Eppendorfs; Tubos Falcon de 50 e 15 mL;

sistema de filtracdao a vacuo descartavel, seringa e filtro de seringa 0,22 pm.

Trata-se de uma enzima utilizada na digestdo de tecidos para obtencao de células para
cultura a partir de explantes teciduais, apds o preparo teremos solucdes estoque
concentradas e a concentracdo de uso segundo a literatura é de 3 mg/mL.

Preparo:
1. Fazer o calculo da Quantidade necessaria segundo a concentragao desejada:

Ex: C1xV1=C2xV2
1000 mg x V1 = 3 mg x 50 mL

Onde C1 é 1000 mg (1 g) da solucdo em 1 mL, e V1 sua incdgnita. E onde C2 é a
concentragao desejada e V2 o volume final desejado de solucao preparada.

Assim serao necessarios 150 pL de solucdo estoque na concentracdo 1 g/mL para
ter 50 mL de solugao na concentragao 3 mg/mL.

2. Reconstituicdo da colagenase: Adicione 1 mL de Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) com Calcio e Magnésio diretamente no frasco com 1 g de Collagenase. Leve

ao Vortex gentilmente até completa dissolucao.

3. Acople a seringa no filtro de seringa sobre um tubo Falcon de 50 mL e esterilize a
solucdo, passando o conteldo do frasco através do filtro de seringa. Se

necessario, dilua a solucdo de colagenase (1 g/mL — Total 1 mL e diminua sua
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9.

concentracdo para tornar a solugdo menos viscosa e melhorar a filtragem. Se

necessario diluir mais a solucdo use a formula C1 x V1 = C2 x V2. C1

Nomeei microtubos com a concentracdo estoque das células e a data. Ex:
Colagenase [50 mg/mL] 02/04/18.

Dispense o contetdo filtrado em aliquotas nos microtubos e armazene de
—20 °C a -5 °C protegido da luz.

Separe e nomeie um tubo Falcon de 50 mL para preparar a solugao na
concentracdo 3 mg/mL. Adicione 50 mL de HBSS com calcio no tubo Falcon e
descarte 150 pL da solucdao. Em seguida adicione 150 pL de colagenase na

concentragao 1 g/mL faca up and down.

Separe o conteldo em aliquotas de 10 mL nos tubos Falcon de 15 mL, nomeados

com a concentracao e a data de preparo.
Armazene em freezer —20 °C até o seu uso.

Descongele no gelo antes de usar.

10. Evite varios ciclos de congelamento/descongelamento.
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1.10 DISPASE

Dispase (Codigo 17105041) - Life Technologies
Solugoes - Verificar: Dispase (pd); DPBS.

Materiais — Pipetas Pasteur; Ponteiras; Eppendorfs; Tubos Falcon de 50 e 15 mL;

sistema de filtracdo a vacuo descartavel, seringa e filtro de seringa 0,22 pm.

Trata-se de uma enzima utilizada na digestdo de tecidos para obtencdo de células para

cultura a partir de explantes teciduais, apds o preparo teremos solucdes estoque

concentradas e a concentracdo de uso segundo a literatura é de 4 mg/mL.

Preparo:

1.

Calculo da Quantidade necessaria segunda a concentracao desejada:

Ex: C1xV1=C2xV2

1000 mg x V1 = 4 mg x 50 mL

Onde C1 é 1000 mg (1 g) da solucdo em 1 mL, e V1 sua incdgnita. E onde C2 é a
concentragao desejada e V2 o volume final desejado de solugao Preparada.

Assim serao necessarios 200 pL de solucdao estoque na concentracdo 1 g/mL para

ter 50 mL de solugao na concentragao 4 mg/mL.

Reconstituicao da Dispase: adicione 5 mL de Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline
(DPBS) sem calcio e magnésio diretamente no frasco com 5 g de Dispase. Leve ao

Vortex gentilmente até completa dissolugao.

Acople a seringa no filtro de seringa sobre um tubo Falcon de 50 mL e esterilize a
solucdo, passando o conteido do frasco através do filtro de seringa. Se
necessario, dilua a solucdao de Dispase (1 g/mL — Total 5 mL) e diminua sua
concentracdo para tornar a solugdo menos viscosa e melhorar a filtragem. Se

necessario diluir mais a solucdo use a formula C1 x V1 = C2 x V2. C1

Nomeei microtubos com a concentracao estoque das células e a data. Ex: Dispase
[1 g/mL] 02/04/18.

Envolva os microtubos com papel aluminio.
Dispense o conteldo filtrado em aliquotas nos microtubos e armazene de

—20 °C a -5 °C protegido da luz.
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7. Separe e nomeie um tubo Falcon de 50 mL para realizar sua solucdao na
concentragdo 4 mg/mL. Adicione 50 mL de DPBS sem calcio e magnésio no tubo
Falcon e descarte 200 pL dessa solugdo. Em seguida adicione 200 L de Dispase na
concentracdao 1 g/mL faca up and down. Fecha o tubo com parafilm e armazene

em geladeira.

8. Separe o contelido em aliquotas de 10 mL nos tubos Falcon de 15 mL, nomeados

com a concentracao e a data de preparo. Envolva os tubos com aluminio.
9. Armazene em freezer —20 °C até o seu uso.
10. Descongele no gelo antes de usar.

11. Evite varios ciclos de congelamento/descongelamento.
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2 Cuidados para Evitar a
Contaminacao de Células



CUIDADOS PARA EVITAR A CONTAMINAGAO DE CELULAS

Trabalhar com cultura de células exige cuidados a fim de evitar contaminagdo por
micro-organismos, que pode ocorrer em diversas etapas do experimento. Por isso é
importante sempre observar as células no microscopio previamente e apos retirar

da incubadora. Indica-se fotografar as células sempre que possivel.

Em casos de contaminagdo, o meio de cultura fica turvo e com aspecto de granulos
na solucdo. Normalmente o meio de cultura apresenta-se réseo, com pequenas

alteracdes de cor devido ao pH.

Algumas solucdes podem formar precipitados, mas estas permanecem limpidas. Ao
microscopio, o precipitado ndo estd aderido, mas é imdvel, por exemplo, o

precipitado de Soro Fetal Bovino.

Fungos e bactérias tem aspecto de granulos com refringéncia e apresentam
movimentacao. Outra observacao € a alteracdo no padrao de adesdo e crescimento
celular, quando ocorre contaminacdo. As atividades celulares diminuem e o nimero

de células mortas parece aumentado.

Contaminou. O que fazer? O primeiro passo é tentar descobrir a origem da
contaminagdo. E fundamental saber se esta foi causada por alguma das solucdes,
que devem ser descartadas, ou manipulacao ou algum outro fator externo. Para
tanto aliquotar aproximadamente 1000 pL das solucbes em placas de Petri
identificadas ou em uma placa de 6 pogos. Armazenar em incubadora por 24
horas; Observar ao microscépio. Em casos de contaminagdes leves, apenas poucas
alteracbes podem ser notadas nas solugdes. Manter na incubadora até completar

48 horas e observar novamente.

Se houver contaminacdo, descartar as solugdes comprometidas e o material

bioldgico. Previamente ao descarte, fazer desinfeccao com hipoclorito de sodio.
Cuidados como lavar as maos com sabao bactericida, usar luvas sem talco, vestir
jaleco exclusivo para a atividade no laboratério, e promover desinfeccao de

superficies e mdos com alcool 70% colaboram com a manutencdo da cadeia
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asséptica. O alcool 70% apresenta propriedades desidratante e desnaturante de

proteinas, proporcionando acdo antimicrobiana.

8. Borrifar alcool 70% em todas as solucdes antes de colocar no banho-maria.

9. Apds o uso do fluxo laminar fazer desinfecgdo com alcool 70%. O Ultimo usuario do
dia, deixar a luz ultravioleta (UV) ligada “over-night”, exceto as 62 feira e feriados.

O primeiro usuario da 22 feira deixar a luz UV por 30 minutos antes de iniciar as

atividades.
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3 RECURSOS

3.1 Equipamentos
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Autoclave

Agitador Magnético

Balanca analitica.
Banho-maria

Bomba de sucgao a vacuo
Centrifuga

Deionizador de agua
Espectrofotometro

Estufa incubadora de com CO,

. Estufa para secagem de material
. Fluxo laminar

. Freezer —20 °C

. Freezer —80 °C

. Geladeira

. Microscépio invertido

. pHmetro

. Vortex

3.2 Instrumentais
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Alveolotomo
Balao

Becker

Cabo de bisturi

Camara para contagem celular (Neubauer).

Canaletas para Solugao
Counter-cells
Cronémetro

Curetas n© 2

. Descarte Especifico

. Forceps

. Funil de Vidro

. Garrafa de vidro estéril.
. Isopor

. Laminula de vidro

. Limas (10, 15, 20 e 25)
. Pinga reta

. Placa de Petri

. Pipetador automatico.

. Pipetador manual

. Pipeta Pasteur
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22. Ponteiras

23. Porta agulha

24. Sistema de filtracdo a vacuo.
25. Tesoura para tecido

3.3 Plasticos

. Frascos/Garrafas de cultura (T75 e T25)

. microtubos Eppendorf

. Placas para cultura (6 pogos, 96 pogos, 24 pogos)
. Pipetas soroldgicas 5 e 10 mL

. Tubos Falcon (15 e 50 mL).

ugu A W N =

3.4 Materiais de consumo diversos

Filtro de Seringa
Lamina 15 C
Luva sem talco
Papel Aluminio
Papel de Bancada

vnhihe=

3.5 Solugodes e Medicamentos

aMEM (Referéncia)
Acido Cloridrico (HCI)
Accutase
Alcool absoluto/éter 1:1
Anfotericina B, Thermo Fisher Scientific
Anticorpo Primario
Anticorpo Secundario
Bicarbonato de Sddio (NaHCOs)
Citrato de sddio 0,05 mol.L.
. Cloreto de amonio (NH4Cl) 50 mmol
. Cristal Violeta 0,2% em etanol 2%
. DMEM (Referéncia 31600-026, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO)
. DMSO
. DPBS
. Gelo
. Gentamicina, Thermo Fisher Scientific
. HBSS
. Hidroxido de sodio (NaOH)
. Kit Human MSC
. Metanol 100%
.MTT
. Paraformaldeido 4% em PBS 4X
. Penicillin-Streptomycin, 10,000 U/mL

WoOoONO AWM=
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24. PBS - Phosphate Buffered Saline - PBS (10X)
25. PBS BSA 0,2% (Albumina de soro bovino)
26. PBS BSA 3% (Albumina de soro bovino)

27. SFB — Soro Fetal Bovino

28. Stain Buffer

29. Tripsina

30. Turk — Azul de Tripan

3.6 Limpeza

Alcool 70%

Bucha

Gaze

Hipoclorito de Sodio
Papel Toalha

Solugao de Extran 10%

ounhwnN =

Observacao: Dependendo da solucao ou material é necessario fazer a importacao,
assim é preciso planejamento para que os experimentos sejam realizados dentro dos
prazos estabelecidos. A encomenda de materiais pode ser feita por importagao direta,
com algum representante comercial de uma empresa estrangeira ou diretamente pelo

site da empresa.
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