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Resumo: O processo de criopreservacdo € essencial para a manutencédo de
cultivos celulares, uma vez que a linhagem celular € congelada, a mesma pode
ser mantida em nitrogénio liquido por tempo indeterminado. Buscando melhorar
a eficiéncia no processo de congelamento de linhagens celulares, varias
substancias tém sido avaliadas como crioprotetoras. Neste trabalho, foram
comparados dois crioprotetores, dimetilsulfoxido (DMSO) e glicerol tamponado
(pH 7.0), nas concentracdes de 5%, 7,5%, 10% e 12,5%. Para os ensaios da
taxa de recuperacao de células viaveis e de porcentagem de viabilidade apds o
congelamento foram utilizadas células da linhagem “Madin_Darbin bovine
kidney” (MDBK). A taxa de recuperacdo das células viaveis foi estimada por
contagem das mesmas através de coloracdo com azul de Trypan em camara
de Neubauer. A porcentagem de células viaveis foi avaliada 24 horas apés o
descongelamento, através do ensaio de reducdo do MTT (3-(4,5
dimethylthiazol2yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide). Verificou-se que apesar
das taxas de recuperacdo de células viaveis terem sido similares entre os
grupos tratados, a porcentagem de viabilidade celular foi significativamente
maior para células congeladas com 10% DMSO. Testes com outras linhagens
celulares devem ser feitos pois 0 seu genoétipo tem influencia quanto a
tolerancia e tipo de crioprotetor utilizado bem como em sua concentragao.

INTRODUCAO

O processo de criopreservacao é central para a manutencéo de cultivos
celulares em longo prazo. Todavia, durante o congelamento os cristais de gelo
intracelulares formados causam ruptura das membranas celulares e prejudicam
a viabilidade celular ao descongelamento (PICKETT, 1986).
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Para minimizar estes danos sdo adicionados crioprotetores ao meio de
congelamento. Durante o congelamento lento, cristais de gelo s&o formados no
meio extracelular, aumentando a concentracdo do crioprotetor. Em uma
resposta osmoética o diluente do meio intracelular passa para 0 meio
extracelular, fazendo com que a célula diminua o tamanho e diminua a
formacao de cristais de gelo intracelulares (MAZUR, 1986)

Um crioprotetor bastabte conhecido é o dimetilsulfoxido (DMSO),
composto muito usado como solvente apolar em laboratérios e na inddstria. E
produzido pela oxidacdo do dimetil sulfeto, que por sua vez é produzido por
alguns processos bioldgicos. Acredita-se que o DMSO diminua o ponto de
congelamento, o que leva a formagcdo de gelo somente em baixas
temperaturas, -40°C a-50°C (MASSUMOTO et al., 1997).

Outra substancia freqientemente utilizada como crioprotetor € o glicerol,
ou Propano-1,2,3-triol (IUPAC, 1993). O glicerol é um composto organico,
liquido & temperatura ambiente (25 °C), higroscopico, inodoro e viscoso. E um
crioprotetor intracelular com baixa toxicidade que evita danos as células
causados pelo processo de criopreservacao e descongelamento, que séo a
desidratacdo (alteragcbes osmoéticas) e a formacdo dos cristais de gelo
intracelulares mantendo a estabilidade da mesma e vitalidade durante o
processo de criopreservacédo (BRIDSSON et al., 2001).

Neste trabalho foram avaliadas a taxa de recuperacao de células viaveis
e porcentagem de viabilidade celular, apés o descongelamento de células
MDBK (ATCC CCL-22) tratadas com DMSO ou glicerol em diferentes
concentracoes

MATERIAL E METODOS
Células

Garrafas de 25 cm? com monocamadas de células MDBK (ATCC-
CCL22), na 382 passagem foram tripsinizadas. Para isto, o0 meio de cultivo foi
removido e a monocamada lavada duas vezes com PBS. Em seguida foi
adicionado 1mL de tripsina verseno e as garrafas foram incubadas por 5
minutos a 37°C. Apoés a individualizagdo das células, foram adicionados 9 mL
de meio de cultivo. A suspensao celular foi centrifugada a 200 g por 5 minutos,
0 sobrenadante desprezado e o pellet celular ressuspendido em meio de cultivo
(meio essencial minimo acrescido de 10% soro fetal bovino).

Congelamento de células

As células tripsinizadas foram coradas com azul de Trypan e contadas
em camara de Neubauer, como descrito por Butler e Dawson (1992). A
concentracgao celular foi ajustada com E-MEM com 10% de SFB, de modo que
cada criotubo contivesse 1x10° células. Em seguida, foi adicionado 5%, 7,5%,
10% ou 12,5% do crioprotetor, glicerol tamponado ( pH 7.0) ou DMSO, de



modo que o volume final para cada criotubo fosse de 1mL. Todos os
tratamentos foram realizados em triplicata.

Os criotubos contendo as células ressuspendidas na solucdo de
congelamento foram embalados com uma camada de algodao e papel aluminio
e armazenados a -70°C por 18 horas. ApoOs foram acondicionados em
nitrogénio liquido (-196°C) onde permaneceram até o momento do
descongelamento.

Taxa de recuperacéao de células viaveis

Os criotubos foram retirados do nitrogénio, descongelados em banho-
maria a 37°C e ressuspendidos em 9mL de EMEM com 10% de SFB. A
concentracao celular foi determinada e a porcentagem de recuperacdo foi
calculada através da estimativa do numero total de células recuperadas em
relacdo ao numero de total de células congeladas (BUTLER & DAWSON,
1992).

Ensaio dereducédo do MTT

Para determinacdo da porcentagem da viabilidade celular utilizou-se
ensaio de MTT. Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 100 pL da
suspensao celular de cada tratamento. Cada criotubo foi semeado em triplicata
perfazendo um total de 9 pocos por tratamento. Como controle foram utilizadas
células MDBK tripsinizadas e resuspendidas em E-MEM com 10% de SFB em
uma concentracdo de 10° células/mL. A placa foi incubada 24 _hs em estufa a
37°C, com atmosfera a 5% de CO,, Em seguida o sobrenadante foi removido e
adicionado 20pL de MTT, a placa foi incubada por 4 horas, protegida da luz, a
37°C, com atmosfera a 5% de CO,. Retirou-se o MTT, adicionou-se 50uL de
etanol por poco e incubou-se por 10 minutos por 37°C, em seguida retirou-se 0
sobrenadante e foi feita a leitura em 2 comprimentos de onda, 570 nm e 650
nm. A porcentagem da viabilidade celular (PVC) foi determinada pela seguinte
férmula; PVC = média da diferenca (??570-??650) dos pocos tratados x 100) /
média da diferenca (??570- ??650) dos pocos do controle.

RESULTADOS

A média da taxa de recuperacdo de células viaveis (Figural) apés o
descongelamento foi de 63,3%, 83,3%, 86,6% e 96,6% para 0S grupos
congelados com DMSO 5%, 7,5%, 10% e 12,5% respectivamente; e de 73,3%,
86,6%, 96,6% e 90% para os grupos congelados com Glicerol 5%, 7,5%, 10%
e 12,5% pelo método de coloracéo azul de Trypan.

No ensaio de reducao do MTT (Figura 1) a viabilidade celular em relagéo
ao grupo controle (100%) foi de 37,03%, 62,80%, 70,30%, 63,94% para 0s
grupos congelados com DMSO 5%, 7,5%, 10% e 12,5% e com Glicerol 5%,
7,5%, 10% e 12,5% foi de 7,01%, 8,64%, 7,34% e 6,36% respectivamente.
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Figura 1. Porcentagem de viabilidade celular apdés o descongelamento.
Resultados obtidos através de coloracéo de azul de Trypan e reducdo do MTT.

DISCUSSAO

A determinacdo da taxa de recuperacao celular através da coloracéo de
azul de Trypan tem a vantagem de produzir um resultado rapido. Este método
€ baseado na habilidade de células eliminarem o corante através da
membrana. Células mortas sdo permeaveis e permanecerdo com o0 corante.
Apesar do teste informar a integridade da membrana celular ele néo
necessariamente indica como a célula estad metabolicamente. J& no ensaio de
MTT as células viaveis reduzem o composto a azul de formazan. A reducéo
ocorre se as células possuirem um nivel significativo de metabolismo oxidativo
(BUTLER & DAWSON,1992). Quando comparamos o resultado da taxa de
recuperacao de células viaveis com os resultados obtidos no ensaio com MTT,
€ possivel verificar que a propor¢cdo de células viaveis nos grupos tratados
(DMSO e glicerol) em relagdo ao grupo controle diminui. Isto se da
provavelmente porque o congelamento celular pode induzir apoptose, de forma
gue apesar das células estarem viaveis logo apés o descongelamento, as
mesmas acabam sofrendo morte celular programada (REUBINOFF et al.,
1981).

A taxa de recuperacdo de células viaveis foi maior (96,6%) nos grupos
tratados com glicerol 10% e DMSO 12,5%. Porém, no ensaio de reducédo de
MTT, o DMSO demonstrou-se mais apropriado para o congelamento celular.
WATSON et al (1981) ao utilizar glicerol como crioprotetor, explica que esse
crioprotetor ndo quela o calcio no meio extracelular, aumentando assim seu



influxo para o meio intracelular no processo de resfriamento. Isso ocorre devido
a concentragdo de calcio intracelular que vai aumentando na proporgéo que cai
a temperatura e cujo acumulo pode tornar-se irreversivel, dificultando ou até

mesmo impedindo a taxa de recuperacdo celular apés descongelamento
(ROBERTSON & WATSON 1986).

Ressalta-se ainda a necessidade de testar outras linhagens celulares,
uma vez que o gendtipo pode influenciar no grau de tolerancia ao tipo e a
concentracdo do crioprotetor utilizado. Outro fator a ser levado em
consideracdo é o efeito do crioprotetor nas funcbes celulares; sabe-se por
exemplo que células tronco embrionarias humanas perdem sua pluripoténcia
guando congeladas com DMSO 10% (KATKOV et al.,, 2006). Além disso, é
necessario que cada laboratorio padronize seus proprios protocolos de
congelamento, uma vez que a qualidade de meios, reagentes e aparelhos,
podem variar influenciando na eficiéncia do processo de criopreservacao.
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