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Resumo:

A técnica de cultura celular in vitro possui grande importancia para testes genéticos,
quimicos e bioquimicos e também na producdo de vacinas, anticorpos, enzimas,
horménios e varios outros produtos. A cultura de linfécitos humanos responde in
vitro de forma semelhante ao do organismo vivo, como danos celulares induzidos
por farmacos e outras substancias quimicas. O ensaio mais utilizado devido a sua
facilidade de reproducdo, comparado a outros testes, é o teste do micronucleo (MN).
Esse teste permite observar danos em nivel cromossémico, ou seja, danos direto ao
material genético. Os cromossomos, sofrem quebra ou perda, formando um
‘segundo’ nucleo com caracteristicas semelhantes a do nucleo principal, no entanto,
com tamanho menor.

Devido ao exposto acima esse trabalho padronizou todas as variaveis, como ajuste
do fixador, corante, quantidade de material coletado e etc., da técnica de cultura de
linfécitos humanos e o teste do MN no Laboratério de Mutagénese e Monitoramento
Ambiental (LMMA), Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular, da
Universidade Estadual de Maringa.

Introducao

O cultivo de linfécitos de sangue periférico humano, € uma boa técnica para ensaios
in vitro, por permitir diversos estudos relacionados a genotoxicidade e citotoxicidade,
além da facil obtencao desse tipo celular.

Produzidos pela medula éssea a partir da diferenciacdo dos leucdcitos, os linfécitos
fazem parte do grupo mais heterogéneo de células que constituem o sistema imune
ou o sistema de defesa do organismo. Os linfocitos sdo células pequenas, regulares
e arredondadas e se dividem em dois tipos, T e B. Os linfocitos T derivados do timo,
fazendo parte da resposta imunoldgica celular, os linfécitos B sdao aqueles que
atingem a maturidade na medula 6ssea, sendo precursores das células produtoras
de anticorpos.
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Com os linfécitos € possivel avaliar danos cromossdmicos, e assim ser usados como
biomarcadores dos efeitos genotoxicos. Nos ultimos 20 anos, varios pesquisadores
desenvolveram ensaios como os de Aberracbes cromossdmicas, Micronucleo,
Trocas entre Cromatides Irmas, Cometa, FISH, Metilagdo, Estresse oxidativo e
Polimorfismo a partir da cultura de linfécitos humanos.

A cultura de linfécitos € amplamente utilizada para o ensaio do MN e Cometa. O
ensaio do MN foi proposto inicialmente por Countryman e Heddle (1976), como
alternativa de analise de quebras cromossdémicas. Este ensaio permite avaliar a
alteracdo do material genético pela exposicdo de agentes quimicos, fisicos e
biolégicos que podem acarretar em danos a saude devido ao seu potencial
genotoxico (FENECH, 2000). Além do teste do MN é possivel aplicar o ensaio do
Cometa. Também conhecido como eletroforese de célula unica em gel (Single Cell
Gel Eletrophoresis, SCGE), € um método para o estudo de danos na fita de DNA,
induzidos por agentes fisicos, quimicos e biolégicos (OSTLING; JOHANSON, 1984;
OLIVE; BANATH, 2006).

A cultura de linfécitos humanos é essencial para o desenvolvimento de diversos
ensaios e testes biolégicos, como por exemplo o do microndcleo, desse modo
padronizar essa técnica € extremamente importante para a realizacdo de pesquisas
cientificas.

Materiais e métodos

Para obtencdo dos linfécitos, foi retirado uma amostra de 5mL de sangue total. O
material foi armazenado por 24h, separando o plasma das hemoglobinas. Foi
adicionado meio de cultivo suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF),
fitohemaglutinina [30ug/mL] e quatro gotas de Buffy Coat, em cada frasco. Apos
isso, os fracos foram levados para a estufa (37°C) por 44h, onde houve leve
agitacao nesse intervalo. Apos esse periodo, foi adicionado 1,2uL/mL de citocalasina
e mantido em estufa por 28h. O material foi transferido para tubos e centrifugados
por 10 minutos a 800rpm, o sobrenadante foi retirado e adicionado 8mL de KCI
(gelado) e levado a geladeira por 5 minutos. Apdés isso, os tubos foram centrifugados
por 5 minutos a 800rpm, o sobrenadante foi descartado e adicionado 3mL de fixador.
O material foi ressuspendido, centrifugado por 5 minutos a 800rpm, descartado o
sobrenadante e adicionado 2mL de fixador + formaldeido 1% (5mL de fixador + 3
gotas de formaldeido). Logo apés, houve a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido possibilitando a deposi¢cdo do material em
laminas de vidro, previamente lavadas e imersas em agua destilada gelada.

As laminas foram coradas com Giemsa devidamente filtrado e diluido em tampéo
Sorensen (1 Giemsa : 30 Sorensen) por 8 minutos. As laminas, foram lavadas e
analisadas previamente em microscopio de luz no aumento de 200x a 400x para a
localizacdo de campos de boa qualidade e com células individualizadas. E com a
objetiva de 1000x vezes para analise das células.

Resultados e Discussao

No trabalho em questéo foi possivel padronizar todos os parametros relacionados a
cultura de linfécitos humanos, desde a coleta do material até a fixacdo e coloracéo
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do mesmo. Ndo houve nenhum tipo de tratamento com algum agente quimico ou
com indutores de danos.

Os linfécitos cultivados cresceram e permitiram a analise de possiveis microndcleos
ou células binucleadas, pois foram obtidas células individualizadas e bem coradas
(Figura 03).
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Figura 01 - Cultura de Linfécitos humanos em aumento de 1000x A, B, C,De F, e E
— Cromossomos.

Além das células individualizadas, a coloragéo final das laminas possui um papel
fundamental na identificacdo dos diversos tipos celulares. A coloracdo nédo deve
apresentar um tom azulado (Figura 01) e sim tom roseo (Figura 02).
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Figura 02 - Cultura de Linfécitos humanos com coloracdo azulada no
aumento1000x.
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Diante disso, a cultura de linfocitos humanos € uma técnica que exige a
padronizacdo e experimentacdo dessas variaveis, desde a coleta de material até a
preparacao das laminas e coloracéo.

Conclusobes

Pequenos ajustes na concentracdo de fitohemaglutinina, quantidade de amostra
adicionada nos frascos de cultura, adicdo de menores quantidades de fixador, ajuste
do tempo de coloracdo, apresentaram éxito na padronizacdo da cultura de linfocitos
humanos e do teste do MN para esses tipos celulares, no Laboratério de
Mutagénese e Monitoramento Ambiental (LMMA), do DBC, da Universidade
Estadual de Maringa. Apesar disso, € necessario padronizar o tratamento com
agentes indutores de danos e ainda com outros compostos, para se certificar acerca
da técnica de cultivo de linfocitos.
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