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Boas Práticas em Cultura Celular 

Objetivo da Boas Práticas de Cultura Celular: 
 
A fundamentação científica tem base na 
manutenção de um alto padrão de de 
qualidade de todo material evolvido, desde 
os descartáveis, meios de cultura, 
equipamentos e principalmente a célula. 
Isto é essencial para garantir a 
reprodutibilidade, confiabilidade, 
credibilidade, aceitação e principalmente, 
correta aplicação de quaisquer resultados 
produzidos. 
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Objetivo da Boas Práticas de Cultura Celular: 
 
Dos US$ 51 bilhões que o EUA gasta em 
pesquisa biomédica, US$ 28 bilhões são em 
pesquisas irreproduzíveis. 
 
As principais causas são: 
 
•Delineamento científico; 
•Protocolos laboratoriais; 
•Reagentes biológicos; 
•Analise de dados 
•Relatoria dos trabalhos 

http://www.nature.com/news/foxtrot/svc/mailform?doi=10.1038/nature.2015.17711&file=/news/irreproducible-biology-research-costs-put-at-28-billion-per-year-1.17711
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De 57 projetos analisados pela Bayer sobre alvo terapêutico 
para novos medicamentos para o tratamento de câncer. 
Destes 43 foram inconsistentes. Somente 14 projetos foram 
reprodutíveis e mereceram atenção e investimento da 
empresa.  
O maior problema: falta de especificidade para o alvo sobre 
diversas células cancerígenas, ou seja, o mesmo alvo 
terapêutico em células diferentes não interagiam com o 
medicamento. 
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Base dos estudos de Boas Práticas de Cultura Celular 
1) Varações Inerentes aos Sistemas “In vitro” 

a) Material Inicial 
b) Tipo de células 

i) Primária 
ii) Contínuas 

c) Meio de Cultura 
2) Relatório sobre a célula 

a) Origem (espécie, órgão, tecido etc..) 
b) Método de isolamento  
c) Método de propagação 
d) Fonte da célula (primária, ATCC, ECACC) 
e) Morfologia Básica. 

3) Equipamentos 
4) Outros Materiais 
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Novas Considerações sobre Boas 
Práticas de Cultura Celular 

Problemas associados a cultura celular 
tais como: perda da identificação 
celular, contaminação por  micoplasma, 
instabilidade fenotípica e genotípica são 
frequentemente ignorados pela 
comunidade científica. 

Por estas razões em 2014 surge uma 
nova diretriz para trabalho com células 
para pesquisa biomédica. 
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DESENVOLVENDO UMA NOVA LINHAGEM CELULAR 

Desenvolver uma nova linhagem celular é um exercício árduo que 
consome muito tempo, porém necessário para o desenvolvimento de 
novos alvos moleculares. 

O seu real valor dependerá de: 

Autenticidade da célula  

A autenticidade é a confirmação da origem, ou seja, confirma se a 
célula é originária da espécie desejada.  

Para obtenção de célula é necessário cumprir toda a legislação em 
ética em pesquisa, no Brasil é necessário consentimento da pessoa, 
autorização do CEP, CONEP e ANVISA. Caso seja obtido de animais 
vertebrados é necessário atender a legislação de ética animal e 
autorização das CEUAS. 
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DESENVOLVENDO UMA NOVA LINHAGEM CELULAR 

A autenticidade é comprovada através 
análise comparativa de DNA de uma 
amostra de sangue ou tecido do doador 
com a célula cultivada. 

Para células obtidas de tecidos em cirurgia 
devem ser confirmadas por histopatologia, 
ou seja, parte do tecido original deve ser 
fixado em  formol a 10%. 

Amostras de sangue ou tecido do doador 
devem ser guardadas para prova de 
autenticidade e comparabilidade com 
tecido normal, principalmente para 
verificar a mutagênese celular. 
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Informações Clínicas 
O paciente ou doador após o consentimento e 
aprovação do comitê de éticas deve permitir as 
seguintes informações: 
a) Sexo e idade 
b) Hospital e número de protuário 
c) Órgão de origem e natureza do tecido 
d) Estágio do câncer ou patologia ou outra 

sindrome 
e) Cópia do relatório histopatológico 
f) Histórico clínico incluindo tratamento 
g) Informações adcionais, tais como: marcador 

molecular, histórico genico-familia 
h) Informação de consenso e evidencia dos 

direitos comerciais 
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Outras Informações Importantes 

Caracterização de Imortalidade – número de passagens sucessivas que 
a célula pode ter antes de sofre mutações; 

Formação de Banco de células – quantos “vials” e tempo em nitrogênio 
líquido a célula estão sendo mantidas; 

Meios de cultura e aditivos, tais como antibiótico a célula foi mantida. 
Tão logo seja possível o antibiótico deve ser removido para 
determinação de contaminação de micoplasma; 

Se a célula é geneticamente modificada, um relatório detalhado deve 
ser feito descrevendo o processo utilizado (incluindo métodos para 
imortalização), detalhes sobre a sequência, modo de inserção e 
marcadores de resistência a antibióticos. 
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Designação da célula 

A célula deve ser identificada e não 
pode ter ambiguidade de nomes com 
outras já existentes e de forma alguma 
pode conter a informação do doador. 

Publicação 

A primeira publicação deve conter 
todas as informações descritas 
anteriormente. E todas as publicações 
subsequentes deve demonstrar que a 
célula está livre de micoplasma. 
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Aquisição de células de outro laboratório 

Existe um risco relativamente alto ao adquirir célula de outro 
laboratório. 

As células simplesmente pode não ser o que ela afirma ser e a 
descrição publicada da linhagem celular e suas propriedades podem 
não estar garantidas. 

É importante que o número de passagens, a origem, a caracterização 
e a determinação de contaminantes, como fungos, bactérias e vírus 
adventícios tenha sido realizada. 

É um custo muito alto para o pesquisador a obtenção de todos estes 
dados. Porém a maioria das vezes é esquecido, principalmente a 
determinação da autenticidade da célula, tornando o trabalho 
irreprodutível. 
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Aquisição de células de outro laboratório 

Quarentena 

Células adquiridas de outros laboratórios devem permanecer em 
quarentena até que a sua autenticidade e determinação de 
contaminantes seja realizada (fungus, bactérias, micoplasma e 
vírus). 

Equipamentos como Cabine de Segurança e Estuda de CO2 devem 
ser dedicados a área de quarentena. 

Autenticação 

A autenticação da célula deve ser feita por uma metodologia de 
determinação de sequencia de DNA já reconhecida e aprovada. Se 
possível comparar a célula com outras amostras do doador. 
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Aquisição de células de outro laboratório 

Caracterização 

Células que são replicadas constantemente 
devem ser analisadas quanto as suas 
características genotípicas e fenotípicas. 

Genotípicas – Cariotipagem e determinação 
de isoenzimas; 

Fenotípicas – determinação do “doubling 
time”; determinação de marcadores de 
superfície. 
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Adquirindo de Banco de Células 

Um número muito grande de banco de células e de coleções de 
células tem se espalhado mundialmente. Apesar de possuir um 
certificado de análises, muitas vezes não são garantidas as 
autenticidades e ausência de contaminantes. Aliás muitas vezes 
o próprio certificado indica a presença do vírus da diarreia 
bovina,  do vírus da rinotraqueite bovina e do circusvirus suíno.  

Uma vez que se obteve uma célula validada (autenticada e sem 
contaminação) o próximo passo é criar uma banco de células de 
estoque em sistemas de criopreservação. Este banco pode ser 
de 20 ampolas de 1 mL contendo de 1-5 X 106cel./ampola. 
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No Brasil temos o Banco de Células do Rio de Janeiro  - http://bcrj.org.br/ 
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Aquisição de células de outro laboratório 

Criopreservação 

Células devem ser estocadas congeladas 
lentamente a uma taxa de 1ºC/min. Até 
chegar a -130ºC com um crioprotetor 
(DMSO a 10%).   

Algumas células podem ter como requisito 
o congelamento rápido 5-10ºC/min. 

A conservação em -80ºC deve ser por um 
período muito curto (24hs) e podem ser 
utilizados para um primeiro congelamento. 
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Aquisição de células de outro laboratório 

Conservação 

Células devem ser conservadas em 
nitrogênio líquido ou ultra-freezer de -
140ºC.  

O Banco Mestre de Células (BMC) deve 
estar separado em dois repositórios 
distindos (áreas diferentes). 

Existe risco ao se manipular Nitrogênio 
Liquido, tais como: queimaduras por frio, 
congelamento e asfixia. 
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BANCO DE CÉLULAS MESTRE E BANCO DE CÉLULAS TRABALHO 

Escala e Composição do Banco de 

Células 

 

Células Eucarióticas 

Master Cell Bank – 20 a 50 ampolas 

Work Cell Bank – 100 – 200 ampolas 

Densidade -  > 5 X 106 cells ml-1 

 

Células Procarióticas 

Master Cell Bank – 500 – 1000 ampolas 

Work Cell Bank – 1000 – 2000 ampolas 

Densidade - > 1012 
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Meios de Cultivo 

O desenvolvimento para meios de 

cultiva para células de mamíferos vêm 

sendo estudados por  mais de 50 anos. 

No início utilizou-se fluidos biológicos, 

principalmente derivados de soro.  

Porém, logo depois, Eagle desenvolve 

um meio mínimo essencial para o 

crescimento celular denominado Meio 

Mínimo Essencial de Eagle (EMEM). Este 

meio contém 13 aminoácidos, 8 

vitaminas, 6 sais iônicos e soro dializado 

para promover um crescimento com 

componentes inespecíficos. 
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Meios de Cultivo 

Novos cultivos celulares necessitaram de 

novos meios de cultivo, muitas destas 

novas linhagens celulares necessitavam 

de meios mais complexos. 

Estes inclui o Meio de Dulbecco, o Meio 

de RPMI entre outros. 

Contudo a maioria destes meios 

requerem componentes indefinidos 

existentes em soros de animais, desta 

forma foi extensivamente utilizado o 

soro fetal bovino. 
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Meios de Cultivo 

Na dédaca de 90 começam a ser 

desenvolvidos os chamados meios serum-

free, que trouxe uma série de vantagens 

em relação aos meios com proteínas 

derivada de animais, entre estas: 

-Diminuição do risco de transmissão de 

micoplasma; 

-Diminuição do risco de transmissão de 

vírus de origem animal; 

-Eliminação da transmissão da 

Encefalopatia espogiforme (Mal da Vaca 

Louca);  
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Meios de Cultivo 

-Diminuição da variação de lote a lote o qual 

causa inconsistência nas propriedades de 

crescimento; 

-Redução das altas concentrações de proteínas 

o qual pode dificultar a purificação do produto; 

-Redução dos altos custos de obtenção do soro 

fetal bovino; 

-Redução das dificuldades de obtenção em 

função de estar disponível durante a gestação 

do animal; 

-Eliminação da garantia limitada em função do 

período de estocagem.  
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Meios de Cultivo 

Nutrientes: 

Glicose – suplementado entre 5 a 25mM é 

um carboidrato primário, e é metabolizado 

pela via da glicolise até piruvato, o qual é 

reduzido a lactato. Apenas 20 a 30% dos 

carboidratos são metabolizados pela via 

ácido tricoxílicos. 

Glutamina – também utilizada pelas células 

de mamíferos é um dos maiores 

fornecedores de energia. Incluída em 

grandes concentrações em relação a 

outros aminoácidos (2 a 4mM). 
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Meios de Cultivo 

Nutrientes: 

Aminoácidos – devem ser adicionados os 

aminoácidos essenciais para o crescimento 

celular, pois estes não são sintetizados em 

mamíferos “in vivo”. Alguns aminoácidos 

não essenciais também são incluídos 

devido algumas linhagens celulares não 

terem capacidade de produzi-los. São 

metabolizados pela via da uréia. 

Sais – são utilizados para manter a 

isotonicidade e o balanço osmótico. São 

eles: Na+, K+, Mg2+, Ca2+, Cl-, SO4
2-, PO4

3-. 
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Meios de Cultivo 

Nutrientes: 

Elementos Figurados – são outros elementos 

inorgânicos que aparece a nível de traços e 

incluem Mn, Cu, Zn, Mo, Va, Se, Fe, Ca, Mg, Si 

e Ni. Muito destes elementos são importantes 

nas atividades enzimáticas essenciais a 

sobrevivência da célula. 

Vitaminas – vitaminas e componentes 

hormonais estão presentes em concentrações 

relativamente baixas e são utilizadas como 

cofatores e mostram considerável variação 

dependendo do tipo de célula. 
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Meios de Cultivo 

Nutrientes: 

Antibióticos – antibióticos são utilizados em 

culturas de pequena duração, somente na 

rotina de subcultura para estoque. 

Uso prolongado de antibióticos pode levar a 

uma retenção seletiva de contaminantes 

resistentes a antibióticos. São comumente 

utilizados: penicilina (100 UI/mL); 

estreptomicina (50mg/mL); amfotericina-B 

(25mg/mL). 

Não é mais recomendado pelo FDA e pela 

WHO o uso de antibióticos na produção de 

biofármacos e vacinas virais. 
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Meios de Cultivo 

Fatores de Crescimento: 

Fator de Crescimento Fibroblastico: FGF 

ácido; FGF alcalino. 

Fator de Crescimento Epiteliais (EGF): 

semelhante ao ativador da tirosina quinase. 

Fator de Crescimento e Transformação: 

TGF-beta; TGF-alfa. Tem 30% de homologia 

com o fator de crescimento epitelial. 

Insulina Semelhante Fator de Crescimento: 

IGF-1 e IGF-2 

Fator de Crescimento Derivado de Plaqueta 

Interleucina - 6 
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Contaminação Cruzada 

Problema geralmente negligenciando 

 

 Manutenção adequada dos 

 equipamentos 

 

 Padronização dos Procedimentos 

 

 Treinamento e Educação 

 

 Trabalhos simultâneos 
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Promover um sistema efetivo de controle de qualidade; 

Outros Materiais para condições de cultivos 

 Responsabilidades pelos Materiais 

 Monitoramento de reagentes em contato com as células 

 Correto uso e calibração dos seguintes equipamentos 

  Freezer de baixa temperatura 

  Estufas e incubadoras 

  Fluxo laminar e cabines de segurança biológica 

  pipetas e pipetadores automáticos 

  Estufas e autoclaves de esterelização 

  Equipamentos de produção e analáse 
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Documentação e informação necessária para 

utilização dos materiais e métodos. 

A documentação deve ser recuperável e deve conter: 

1. O objetivo do trabalho 

2. A base técnica para escolha dos materiais e 

procedimentos 

3. Origem e característica das células 

4. Protocolos laboratoriais incluindo resultados e 

conclusão dos  insumos, matéria prima e 

controle de qualidade. 

5. Preservação e estocagem das células 

6. Registro de qualquer desvio durante processo e 

controle. 
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Transporte de células 

O transporte de todo material químico, biológico e como 

qualquer outro material com potencial de risco seres 

humanos, animais e plantas ou meio ambiente devem 

estar de acordo com a legislação nacional e internacional. 

http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods 

Todo material biológico deve ser transportado em pacotes 

inquebráveis, resistentes a vazamentos e corretamente 

identificados. Devem ser acompanhados com os 

documentos necessários a sua identificação e métodos de 

contenção em caso de acidentes. 

http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods
http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods
http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods
http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods
http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods
http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods
http://www.iata.org/whatwedo/dangerous_goods
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Conformidade em relação as leis, regulamentações e princípios 

éticos. 

 Leis e Regulamentações: 

  ANVISA, Ministério da Saúde, Ministério da  

  Agricultura, Pecuária e Abastecimento, WHO, ICH, 

   FDA e EMEA. 

 

 Uso de material de origem animal 

  Decreto n.º 24.645, de 10 de julho de 1934 

  Lei Arouca (nº 11.794) 

  SBCAL 

 

 Uso de material de origem humana 

  ANIVISA, CONEP, WHO, EMEA e FDA 

 

 Organismos Geneticamente Modificados 

  Lei 11.105 

  CTNBio 
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Dentro da Boas Práticas de Laboratório em Cultura de Células devem 

incluir: 

•Descrição do trabalho, curriculum vitae, registro de treinamentos e 

descrição da equipe de pesquisa. 

•Manutenção e atualização de registros de estudos, sua natureza, testes 

utilizados, dados concluídos e nome dos diretores dos estudos 

•Planos de estudos, Procedimento Operacional Padrãp, associados aos 

registros de lotes, registro de controle de qualidade e certificados de 

analises 

•Quadro da organização das facilidades, e Maste Site Plan 

• Detalhamento do serviço e manutenção de equipamentos 

•Política do programa de saúde e treinamento das equipes 

•Lista dos estudos e procedimentos e registro dos procedimentos para os 

apontamentos 
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