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Resumo- A cultura de células tem sido largamente utilizada nas pesquisas atuais, ja que as células podem
ser diretamente utilizadas, dinamizando assim o tempo de resposta de um experimento. Os fibroblastos
acham-se envolvidos na produgéo dos varios tipos de fibras encontradas no tecido conjuntivo e também
participa da sintese da matriz do tecido conjuntivo. Conhecendo-se a fisiologia dos fibroblastos mantidos em
cultura, objetivou-se a comparagao entre meios sélidos diferentes, a fim de possibilitar a manutengao de tal
cultura celular. Utilizou-se células VERO cultivadas primeiramente em meio liquido e depois cultivadas em
dois meios de cultura sodlidos diferentes, sendo Agar e solugdo AgarGelatina. Observou-se que o
crescimento da cultura celular ocorreu efetivamente em ambos os meios sdélidos nos primeiros 3 dias.
Entretanto a cultura em Meio Sélido Agar apresentou maior indice de morte celular, inclusive um declinio no
nimero de células vivas a partir do 3° dia. J& a cultura em Meio Sélido Agar-Gelatina nZo apresentou
indices anormais de morte celular, tdo pouco declinio no numero de células vivas; pelo contrario, as placas
contendo este meio sdlido se mostrou com alta densidade celular.

Introducao

Ha cento e cinqluenta e cinco anos,
biologistas sabem que células vém de células.
Este conceito € atualmente tdo fundamental que
nés o aceitamos implicitamente; as células
dividem-se assimetricamente para preservar as
células-tronco progenitoras, dividindo-se em
células irmas, diferenciando-se ao longo do
tempo seguindo a formagdo de tecidos
normais[1].

As células sdo unidades estruturais e
funcionais dos organismos vivos ou seja , todos
os seres vivos sao formados por células-
compartimentos envolvidos por membrana,
preenchidos com uma solugdo aquosa
concentrada de substancias quimicas. Ha muitos
tipos diferentes de células, que variam
enormemente em tamanho, forma e fungdes
especializadas [2].

A cultura de células tem sido largamente
utilizada nas pesquisas atuais, ja que as células
podem ser diretamente utilizadas, dinamizando
assim o tempo de resposta de um experimento.
Tal técnica € muito importante para o
acompanhamento e monitoramento de processos
que podem ocorrer no interior celular[3].

O fibroblasto € uma célula predominante do
tecido conjuntivo (65% da populagdo celular
total). O fibroblasto acha-se envolvido na
produgcao dos varios tipos de fibras encontradas

no tecido conjuntivo e também participa da
sintese da matriz do tecido conjuntivo. O
fibroblasto € uma célula fusiforme ou estrelada e
esta alinhado ao longo da diregdo geral dos
feixes de fibras[4]. Geralmente, apresenta-se
alongado e com algumas expansoes
citoplasmaticas, que se estendem para fora da
célula. O citoplasma é baséfilo devido a intensa
atividade de sintese protéica desta célula[5].
Conhecendo-se a fisiologia dos fibroblastos
mantidos em cultura, objetivou-se a comparagao
entre meios solidos diferentes, a fim de
possibilitar a manutengao de tal cultura celular.

Materiais e Métodos

Linhagem Celular: A linhagem celular utilizada
foi a VERO (rim de macaco verde africano).

Manutencédo da Linhagem Celular:  As células
foram cultivadas em meio de cultura liquido:
Meio Minimo Essencial - MEM (Gibco)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino -
SFB, 1% de antibidtico Antibiotic Antimycotic
(Gibco) e incubadas em atmosfera de 5% de CO,
a 37°C, em garrafas plasticas Nunc 25cm>.

Propagacao da Linhagem Cel ular em Meio
Sélido Agar: Transferiu-se as células para placas
de petri de 40x10mmm, as quais foram mantidas
para adesdo com meio de cultura liquido: Meio
Minimo Essencial - MEM (Gibco) suplementado
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com 20% de Soro Fetal Bovino- SFB, 1% de
antibiotico Antibiotic = Antimycotic (Gibco) e
incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C.
Apoés a adesao celular retirou-se metade do meio
de cultura no qual as células estavam e
adicionou-se agar fundido (36°C) a metade
restante do meio de cultura em que as células
estavam. Sendo que foi mantida a proporgédo de
1:1 entre meio liquido MEM e a&agar fundido
(36°C).

Propagacédo da Linhagem Celular em Meio
Soélido Agar -Gelatina: Transferiu-se as células
para placas de petri de 40x10mmm, as quais
foram mantidas para adesdo com meio de cultura
liguido: Meio Minimo Essencial - MEM (Gibco)
com o dobro da concentragdo normal,
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino -
SFB, 1% de antibidtico Antibiotic Antimycotic
(Gibco) e incubadas em atmosfera de 5% de CO,
a 37°C. Apébs a adeséo celular retirou-se metade
do meio de cultura no qual as células estavam e
adicionou-se a solugdo de agar-gelatina (2:1) a
metade restante do meio de cultura em que as
células estavam. Sendo que foi mantida a
propor¢gdo de 1:1 entre meio liquido MEM e
solugao agar-gelatina.

Obtengao dos Resultados: As células foram
mantidas por 9 dias em meio sélido, de ambas as
formas descritas de propagagdo da linhagem
celular em meio solido. Apds este tempo de
crescimento foram feitas fotomicrografias das
placas contendo as células nos diversos meios
solidos. Para o registro do material foi utilizado
um microscopio invertido Leica DMIL e sistema
fotografico Leica MPS-30.

Os experimentos foram sempre realizados em
duplicata.

Resultados

As células se multiplicam através de um
processo de mitose e ao passarem por este
processo as novas células e sua vizinhangca se
reorganizam espacialmente através de forcas de
contato, principalmente forcas de adesdo, que
dependem diretamente dos tipos celulares em
contato. As células aderem através de moléculas
especializadas nesta fungao, as chamadas CAMs
(“Cell Adhesion Molecules”) que estdo presentes
na membrana celular e criam sitios de ligagédo. A
correta organizagdo espacial das células ¢é
essencial para a fungdo de um dado tecido num
organismo e esta depende também das
propriedades de adesao entre as mesmas [6].

Visto a necessidade de uma correta
organizacao espacial das células também em
cultura de células, fez-se a comparagdo do
crescimento celular em dois Meios de Cultura
Sdlidos distintos.

Linhagem Celular em Meio Sélido Agar:
Como se pode observar, a Figura 1 apresenta
reducdo da densidade celular, haja visto que
culturas celulares sadias mostram-se arranjadas
em estrutura de monocamada confluente. O que
pode ser notado na fotomicrografia ¢é a
distribuicdo esparsa das células, evidenciando a
ocorréncia de morte celular.

Figura 1: Linhagem Celular VERO cultivadas

em Meio Sdlido Agar, apresentando lacunas
intercelulares, X1000.

Linhagem Celular em Meio Sélido Agar -
Gelatina: Ja naFigura 2 pode-se observar a
grande densidade celular em monocamada
confluente devido ao alto indice de células vivas,
nao apresentando espacgos entre as células o que
evidencia baixo indice de morte celular.

Figura 2: Linhagem Celular VERO cultuvadas

em Meio Sélido Agar-Gelatina, apresentando
monocamada confluente sem lacunas
intercelulares, X1000.

Discussao

Comparando o método de cultivo em Meio
S¢lido Agar e o método de cultivo em Meio Solido
Agar-Gelatina, pode-se verificar uma grande
diferenca entre os dois métodos levando-se em
conta os indices de morte celular.
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O método de cultivo em Meio Soélido Agar [6]Gilbert, S. F., Developmental Biology ,
demonstrou um alto indice de morte celular, Sunderland, Massachussets: Sinauer, 1991.
provavelmente, por baixa quantidade nutricional,
pois o Agar apresenta auséncia de qualquer tipo

de nutriente, causando com isso o estress celular Apoio: _—
por desnutrigdo. i d 9 .

Enquanto que o método de cultivo em Meio N—”” m
Sdlido Agar-Gelatina se mostrou mais eficiente, CAFPES

provavelmente devido a presenga de moléculas
do meio minimo essencial utilizado, além da
gelatina como substrato de valor nutricional
relevante e o agar como agente responsavel pela
consisténcia do Meio Sélido. Todos esses fatores
contribuindo para uma maior proliferagéo celular
€ maior resisténcia as passagens (ciclo celular)
sem a adicao de meio de cultura.

Conclusao

Observou-se que o crescimento da cultura
celular ocorreu efetivamente em ambos os meios
solidos nos primeiros 3 dias. Entretanto a cultura
em Meio Sélido Agar apresentou maior indice de
morte celular, inclusive um declinio no niumero de
células vivas a partir do 3° dia. Ja a cultura em
Meio Solido Agar-Gelatina n3o apresentou
indices anormais de morte celular, tdo pouco
declinio no numero de células vivas; pelo
contrario, as placas contendo este meio sdlido se
mostrou com alta densidade celular.
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