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INTRODUCAO

O cultivo de tecidos existe ha cerca de 100 anos (1), e pode ser definido como um conjunto de
procedimentos que permite o isolamento, manutencéo e proliferacdo de células em sistemas in vitro sob
condicdes controladas (2). A cultura celular vem sendo utilizada com sucesso em diferentes areas e
apresenta inimeras aplicacfes, de produgdo de vacinas a biotecnologias reprodutivas (3; 4), avangos que
s6 se tornaram possiveis a partir do estabelecimentos de sistemas de cultivo especificos para cada tipo
celular. Nesse contexto o objeto deste trabalho foi estabelecer um sistema de cultivo de fibroblastos fetais
suinos eficiente.

MATERIAL E METODOS

Fetos suinos de aproximadamente 50 dias de idade foram obtidos em abatedouro e transportados em
frascos estéreis até o laboratério. Sob fluxo laminar, os fetos foram retirados do saco amnibtico e
transferidos para placas de petri estéreis. Fragmentos de pele foram removidos assepticamente e lavados
3 vezes em PBS com antibiético (50 Ul/mL de gentamicina) em seguida foram cortados em pequenas
fracbes de 2 a 3mm e transferidos para placas de Petri (35mm) cobertas com 2 ml de meio de cultura
(DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 50 Ul/mL de gentamicina). As placas foram
incubadas a 37°C, 5% de CO, em ar e alta umidade. Apds a 5 dias de cultivo, foi adicionado 1 ml do meio
de cultura fresco em cada placa, tomando o cuidado para ndo descolar as fragdes do fundo da placa de
Petri. Ao observar aproximadamente 40% de confluéncia, as fragbes de fragmento foram retiradas
cuidadosamente. A identificacdo dos fibroblastos foi realizada através avaliagdo morfologica através de
microscopia Optica. Os fibroblastos permaneceram em cultivo até atingirem aproximadamente 90% de
confluéncia, quando foram tratados com tripsina (tripsina 0,1%, EDTA 0,025% em PBS sem calcio e
magnésio) e replaqueados sucessivamente até atingir a 3° passagem, sendo congelados em meio
contendo DMEM, suplementado com 20% de SFB e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O sucesso da cultura de células, baseia-se principalmente na realizagdo de um procedimento asséptico,
uma vez que cerca de 70% dos problemas que surgem no cultivo séo devidos a contaminacgdes (5), o que
foi rigidamente mantido durante o estabelecimento da cultura. Além disso, a utilizagao fetos suinos pode
ter minimizados a probabilidade de contaminacéo, visto que os fetos estavam envoltos pelo saco
amniotico, que proporciona um ambiente estéril aos tecidos. O meio nutritivo também € determinante para
o cultivo celular, sendo que a escolha do meio de cultivo varia de acordo com o tipo celular a que se
destina, por ser altamente especifico, e em muitos casos precisa ser adaptado para cada tipo celular (6).
Neste trabalho foi as células mostram facil adaptagéo as condi¢des de crescimento estipuladas, ademais,
as células fetais tem alta capacidade de replicagdo e de diferenciagdo celular, o que pode ter contribuido
para rapida proliferacéo celular.

CONCLUSOES
O protocolo utilizado no estabelecimento da cultura de fibroblastos fetal foi eficiente para obtencéo,
manutencao e proliferagdo celular.
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Figura 1. Feto suino de aproximadamente 50 dias de idade, envolto pelo saco amniético.
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