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RESUMO: O método de cultivo celular permite a manutencao de células vivas in vitro onde exemplares
de células isoladas desenvolvem-se fora de seu habitat natural e com isso garantiu grandes avangos na
area das pesquisas bioldgicas, permitindo que estudos experimentais anteriormente restritos a apenas
modelos vivos adquirissem novas perspectivas. O cultivo celular é um recurso valioso utilizado tanto na
area da pesquisa biomédica quanto para a biotecnologia em geral, além do diagnostico de doengas
genéticas por meio do cariétipo. Nesse sentido, para que uma cultura celular possa ser efetiva para os
fins que se destina a padronizacdo dos parametros do cultivo precisam ser estabelecidos de maneira
sistematizada. Assim, levando em consideracao os beneficios do uso de uma cultura de células e os
parametros de cultivo necessarios para a realizacdo desse procedimento, o presente estudo busca
padronizar o método de cultivo de linfécitos humanos a fim de contribuir para a realizagdo dos exames
de cariétipo utilizados no diagnéstico de cariopatias. Para isso, serdo coletadas amostras sanguineas de
10 individuos fenotipicamente nao sindromicos e maiores de 18 anos que aceitarem participar do
estudo. Para iniciar o cultivo de linfocitos sera comparado o uso de sangue total, plasma com linfécitos
separados por sedimentacdo natural em decantacdo e linfécitos obtidos por centrifugacdo. Estas
amostras serao transferidas para o meio RPMI 1610 suplementado pelo fornecedor com aminoacidos e
antibioticos, acrescido de fitohemaglutinina e soro fetal bovino. Com relagdo volume de fitohemaglutina,
serdo testados os volumes indicados pelo fornecedor buscando padronizar o volume que promove o
melhor estimulo a mitose dos linfocitos. Para tanto serdo comparados os volumes de 100 pL, 150 pL e
200 pL de fitohemaglutina. As culturas de linfocitos serdo cultivadas por 71 horas e 30 minutos em estufa
a 37°C. Para avaliar a taxa de crescimento dos linfocitos nos parametros que serdo testados sera
realizada a contagem direta em hemocitometro e construida curva de crescimento em fun¢do do tempo
de cultivo. Para tanto a contagem direta de linfocitos sera realizada antes do cultivo (tempo zero), 24, 48
e 72 horas. As variaveis testadas serdo realizadas em triplicatas e os resultados serdao analisados
estatisticamente com o auxilio do Software Statistica 8.0. Para a comparagdo das variaveis testadas sera
utilizado ANOVA e o teste do x2 para verificacdo de associagdo. O nivel de significancia adotado sera de
5%, ou seja, serdo consideradas significativas as associagdes cujo p<0,05. Espera-se ao término desta
pesquisa estabelecer os parametros necessarios para o cultivo de linfécitos humanos e com isso
padronizar esta técnica para fins de diagndstico por meio de cariotipo.
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