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Introducio

Os mitogenos sao substancias que tém sido amplamente utilizadas em imunologia, pois induzem a sintese
de DNA, a transformag&o blastica e a divisdo por mitose.(1) A fitohemaglutinina (PHA) e a interleucina-2
(IL-2) sdo dotadas das propriedades de ativar e induzir a proliferacdo de linfocitos humanos in vitro.(2-3)
Assim, a adicdo aos cultivos celulares, em concentracBes ideais otimiza a proliferacdo celular e a
sobrevida das células. O presente estudo visa identificar as concentraces ideais de fitohemaglutinina e/ou
interleucina-2 que deverdo ser acrescidas ao cultivo celular.

Métodos, procedimentos e materiais

A padronizacdo da concentragdo ideal de PHA e IL-2 foi realizada apds separacéo celular, por gradiente
de densidade Ficoll-paque. As células foram contadas em Camara de Neubauer e mantidas em meio
RPMI 1640 com 20 mM de Hepes acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado (SFB) e 2mM de L-
glutamina, em microplaca. Posteriormente foram submetidas ao teste de exclusdo em azul de Tripano a
0,1% em PBS (4) para verificac8o da viabilidade celular. O grau de pureza da amostra foi realizado ap6s
distensdo celular, utilizando-se coloragdo de Giemsa e leitura ao microscépio dptico. Utilizou-se 200 pL
da solu¢do com concentracdo de 2 x 105 células mononucleares (CMN) em cada pogo. Foi adicionado
10pL da dosagem étima (90 pL de solucdo estoque de PHA em 810 pl de RPMI) e subdtima (125 pL de
solucdo de estoque de PHA em 2375 pL de RPMI) de PHA e 1uL das dosagens 6tima (9 pL da solugdo
estoque de IL-2 em 81 pL de RPMI) e sub6tima (12,5 pL da solucéo estoque de IL-2 em 237,5 pL de
RPMI) de IL-2, em conjunto e separadamente. Essas solu¢fes foram adicionadas em triplicata aos pocos
da placa. Durante 72h foi observada a proliferagdo realizando-se contagens em Camara de Neubauer.

Resultados e discussdo

A recuperacdo das células mononucleares foi aumentando progressivamente com uma média de 70,75%.
A viabilidade celular foi superior a 95%. Em todas as amostras analisadas o grau de pureza foi superior a
90%. A analise da utilizacdo de fitohemaglutinina sub6tima e interleucina 2 no cultivo celular foi
realizada com o objetivo de verificar o melhor resultado da replicacdo celular nas dosagens étima e
sub6tima, separadamente e em conjunto. A combinacdo que apresentou o melhor resultado foi observada
quando se adicionou a dosagem de fitohemaglutinina subdtima com a interleucina 2 subétima. As duas
dosagens apresentaram uma acao sinérgica na proliferagdo celular. Esses resultados otimizam o tempo de
cultura celular, conseguindo em menor intervalo de tempo um maior nimero de células.

Conclusao e referéncias

Este estudo foi realizado com o intuito de estabelecer condi¢Ges ideais para a obtencdo das células
mononucleares e posteriormente a realizacdo do cultivo celular. Nossos resultados permitiram identificar
concentracgdes ideais de fitohemaglutinina e interleucina 2 que deverdo ser acrescidas ao cultivo celular
para otimizar a proliferacdo celular. Estudos posteriores serdo realizados com o intuito de testar diferentes
concentragdes de peconhas de cobras nas culturas de células mononucleares do sangue periférico.
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