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Desenvolvimento e estabelecimento de linha celular de 

blástula de Xenopus laevis 

A redução do uso de experimentação animal tem-se tornado uma prioridade nos últimos 

anos. As metodologias in vitro, nomeadamente através da realização de experiências com 

linhas celulares, têm demonstrado constituir uma alternativa rápida, simples, de baixo 

custo e sensível à experimentação animal. O desenvolvimento destas metodologias é 

particularmente relevante no contexto de avaliação de risco (AR) de contaminação em 

anfíbios, uma vez que esta Classe de vertebrados apresenta uma grande proporção de 

espécies ameaçadas a nível mundial, sendo a poluição um dos principais fatores a 

contribuir para esse declínio. O presente estudo pretendeu isolar e desenvolver uma linha 

celular de blástula da espécie de anfíbio Xenopus laevis, de modo a poderem ser utilizadas 

em fases iniciais de AR de compostos químicos em anfíbios. Para tal, utilizaram-se 

embriões de X. laevis em fase de blástula aos quais se removeu a gelatina e a membrana 

vitelina. Foram testados vários protocolos de descontaminação dos ovos e diferentes 

condições de cultura celular, variando o meio de cultura, e as concentrações de antibiótico 

e fungicida. O presente trabalho permitiu desta forma o desenvolvimento de uma cultura 

celular primária proveniente do estádio de desenvolvimento de blástula de X. laevis. 
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INTRODUÇÃO 

A classe Amphibia refere-se a um grupo de animais vertebrados ectotérmicos (a sua temperatura corporal é 

regulada de acordo com a temperatura ambiental) anamniotas, isto é o ovo não possui âmnio e 

consequentemente é desprovido de saco amniótico. O termo “anfíbio” deriva do grego amphibios, que significa 

“ter uma vida dupla”, refletindo esta estratégia de vida, apesar de algumas espécies apresentarem ciclos de 

vida completamente aquáticos ou terrestres. São conhecidas mais de 8000 espécies de anfíbios, que se 

distribuem por três ordens – Anura (sapos e rãs), Caudata (tritões e salamandras) e Gymnophiona (cobras-

cegas) (AmphibiaWeb, 2019). Os anfíbios ocorrem amplamente por todo o planeta, estando apenas ausentes 

nas regiões polares, nas ilhas oceânicas mais remotas e nos desertos mais áridos (Duellman e Zug, 2019) 

(Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desde os anos 80, tem-se vindo a observar um declínio das populações de anfíbios (Gibbons et al., 2000; 

IUCN, 2020). Entre as potenciais causas encontram-se a perda e degradação de habitat, doenças infeciosas, 

espécies invasoras, contaminação química, radiação ultravioleta, alterações climáticas, e captura ilegal (ex.: 

Berridge et al., 2008; Sparling et al. 2010). Pensa-se atualmente que as doenças infeciosas podem ter um 

impacto no declínio das populações de anfíbios tão grande como a destruição de habitats. Uma das doenças 

conhecidas com maior impacto nas populações naturais de anfíbios é a quitridiomicose, causada por um 

fungo parasita (Batrachochytrium dendrobatidis) (ex.: Whittaker e Vredenburg, 2011; Jenkinson et al., 2018; 

Fisher e Garner, 2020). Esta doença é uma das grandes causas do declínio das populações de anuros da 

Austrália e da América Central, com impactos também na Europa e América do Norte, causando até a extinção 

de algumas espécies (Stuart, 2004; Lips, 2018). Por outro lado, a contaminação química tem também 

contribuído para um declínio muito acentuado dos anfíbios a nível mundial. As fontes de contaminação 

química são muito variadas, e incluem diversos grupos de compostos químicos, como por exemplo os metais, 

pesticidas (ex. carbamatos, organofosfatos, organoclorados), fertilizantes, antibióticos, derivados de petróleo, 

entre outros. Os anfíbios podem estar expostos a estes compostos quer através do compartimento aquático 

FIGURA 1: Distribuição geográfica mundial da classe Amphibia em 2019. Fonte: amphibiaweb.org; 
iucnredlist.org. 
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quer do terrestre, por contacto direto através da pele e/ou brânquias. Pode ainda ocorrer a incorporação de 

compostos químicos por ingestão, a partir de partículas nos solos, sedimentos e de alimentos, ou inalação. 

No início do presente milénio, o conhecimento sobre os efeitos dos contaminantes em anfíbios era bastante 

escasso (Gibbons et al., 2000), mas desde 2000, o número de estudos tem vindo a aumentar (Slaby et al., 

2019), demonstrando que esta área de investigação é muito importante para percebermos as causas do 

declínio das populações de anfíbios e promover a sua conservação.  

Os anfíbios possuem muitas características que os tornam ideais como animais modelo em várias áreas do 

conhecimento. Estas incluem: fisiologia básica muito bem estudada, uma elevada diversidade específica e de 

modos de reprodução e de vida, filogenias bem estabelecidas e conhecidas, capacidade de colonizar uma 

ampla gama de habitats, existem espécies com uma gama de tolerância ao oxigénio e à temperatura extensa, 

são sensíveis a perturbações ambientais e são de fácil manutenção em laboratório (Burggren e Warburton, 

2007). Na Classe Amphibia, e no contexto de investigação científica, destaca-se uma espécie da Família 

Pipidae comumente utilizada como espécie modelo em estudos de diversas áreas do conhecimento: a rã-de-

unhas-africana, Xenopus laevis. Esta espécie, caracterizada por possuir três unhas nos membros posteriores, 

tem origem na região da África subsariana e possuí um ciclo de vida totalmente aquático (Goldin, 1992). Os 

seus ovos são libertados em grandes quantidades e fáceis de manipular, sendo uma ferramenta inestimável 

para o estudo do desenvolvimento embrionário, toxicologia, genómica, neurobiologia, entre outras áreas da 

biologia e biomedicina. 

Uma vez que a classe Amphibia está em declínio a nível mundial, é essencial perceber o impacto dos 

compostos químicos nestes organismos. No entanto, considerando o elevado número de produtos químicos 

produzidos pela sociedade, realizar a sua avaliação ecotoxicológica para anfíbios utilizando ensaios in vivo é 

uma tarefa difícil, principalmente porque lhe estão associadas várias questões éticas.  Desta forma, o 

desenvolvimento de metodologias in vitro, nomeadamente através do uso de linhas celulares estabelecidas a 

partir de tecidos destas espécies, é relevante e necessária de forma a poderem ser utilizadas, como 

alternativas à experimentação animal, em fases iniciais da avaliação de risco de contaminantes para anfíbios. 

No contexto da experimentação animal, aplica-se o princípio dos 3Rs (do inglês Replacement, Reduction and 

Refinement, traduzindo para português: Substituição, Redução e Refinamento) que foi desenvolvido há mais 

de 50 anos (Russel e Burch, 1959), e fornece um guia para a realização de investigação com animais de 

forma mais humana. O conceito Substituição, está associado à prerrogativa de sempre que possível se utilizar 

um método experimental científico que seja satisfatório e não implique o uso de animais vivos.  

Estes métodos podem envolver substituição total ou substituição parcial. Como exemplo de substituição total, 

temos o uso modelos matemáticos e computacionais, enquanto que a substituição parcial inclui a utilização 

de células e tecidos (Lewis, 2019). O conceito Redução, envolve a diminuição do número de animais a ser 

usados nos procedimentos experimentais para um número mínimo que não comprometa atingir os objetivos 

que foram estabelecidos. Finalmente, o conceito Refinamento pretende promover o bem-estar dos animais 

utilizando metodologias que eliminem ou reduzam ao mínimo a dor, sofrimento, angústia e danos duradouros 

que possam ser induzidos nos animais durante a realização dos procedimentos experimentais (Russell e 

Burch, 1959).  
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As culturas celulares de anfíbios constituem alternativas úteis do arsenal de células que podem ser 

propagadas in vitro, pois têm características incomuns entre os vertebrados (Rafferty, 1969). Nos primórdios 

da biologia celular, o tamanho grande dos glóbulos vermelhos dos anfíbios permitiu o estudo dos mesmos em 

estudos de hematologia (Forman et al., 1976; Mitsuru, 1981). Atualmente, as células de anfíbios são muito 

usadas no estudo da replicação de cromossomas, da regulação do ciclo celular e de várias vias de sinalização 

celular (Burggren e Warburton, 2007; Freeburg, 2016). Contudo, apesar de as primeiras culturas celulares 

terem sido desenvolvidas a partir de células de anfíbios (em meados do século XX), as experiências pioneiras 

de Ross Harrison (1870-1959) surgiram com a utilização de pequenos pedaços de tecido embrionário de sapo 

(Landecker, 2002), o nosso conhecimento sobre os requisitos e condições de cultura para este tipo de células 

é ainda muito limitado comparativamente ao conhecimento existente para culturas de linhas celulares de 

organismos homeotérmicos. 

As condições necessárias para o desenvolvimento de linhas celulares variam com o tipo de célula, e incluem 

temperatura, bom substrato e meio de cultura. A temperatura apropriada para as células é usualmente igual 

à temperatura corporal do organismo do qual foram obtidas. Assim, para células de vertebrados ectotérmicos, 

a temperatura ótima situa-se entre 18 e 25°C, enquanto que para a maioria dos mamíferos, a temperatura 

tem de ser mantida entre 36 e 37°C. O meio de cultura é o fator mais importante para manter uma cultura 

celular e também o mais complexo. É através do meio de cultura que se fornecem os nutrientes e factores de 

crescimento necessários às células, além disto é ainda necessário fornecer os gases apropriados ao 

crescimento celular, regular o pH e a osmolaridade (Ryan, 2008). 

Um dos problemas mais comuns do desenvolvimento de culturas celulares primárias é a contaminação das 

mesmas. Esta pode ser de dois tipos: química ou biológica. A contaminação química é a mais difícil de detetar, 

visto ser causada por agentes invisíveis, tais como, vestígios de desinfetantes, iões metálicos, entre outros. 

A contaminação biológica é causada por leveduras, bactérias e fungos, que têm geralmente um crescimento 

muito rápido. Este tipo de contaminação é normalmente fácil de detetar, pois tem efeitos visíveis na cultura, 

e pode ser evitada com o uso seletivo de antibióticos, para além de técnicas de assepsia (Ryan, 2008). 

No contexto acima descrito, este trabalho teve como principal objetivo isolar e desenvolver uma linha celular 

de embriões em fase de blástula de Xenopus laevis com a finalidade de ser proposta para a realização de 

ensaios de in vitro em fases iniciais de avaliação de risco de contaminantes para anfíbios. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Espécimes adultos de X. laevis foram mantidos sob condições de temperatura e fotoperíodo consideradas 

ótimas para esta espécie: 23 ± 1°C e um ciclo de 14:10 luz:escuro. Cada adulto foi mantido individualmente 

em aquários de ca. 20 L. Esta espécie apresenta respiração cutânea e pulmonar, pelo que necessita ter 

acesso fácil ao ar. De modo a facilitar o acesso à superfície da água, os aquários onde os animais foram 

mantidos foram preenchidos com 5-8 L de modo a que o nível da água não ultrapassasse os 12 cm. A espécie 

de anfíbio X. laevis habita preferencialmente sistemas lênticos dulçaquícolas (Goldin, 1992), pelo que que os 

sistemas de cultura dos adultos mimetizaram estas condições (Figura 2).  
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Todos os aquários dos sistemas com recirculação de água foram 

sifonados em dois terços da sua capacidade, sendo reposto o 

mesmo volume de água, três vezes por semana de forma a garantir 

a boa qualidade da água. Por forma a monitorizar a qualidade da 

água, os parâmetros como pH, a quantidade de amónia, nitritos, 

nitratos e oxigénio dissolvido foram avaliados todas as semanas. 

No seu ambiente natural, os hábitos alimentares de X. laevis incluem 

maioritariamente artrópodes vivos, mortos ou moribundos e outros 

pedaços de matéria orgânica. Estes organismos têm um apetite 

voraz, ingerindo todo o alimento que encontram (Avila e Frye, 1978). 

A alimentação que foi fornecida aos organismos adultos de X. laevis 

mantidos em laboratório mimetizou o tipo de alimentação na 

natureza e assegurou as suas necessidades nutricionais. 

A reprodução de X. laevis foi induzida através da injeção de um casal 

(macho e fêmea) com a hormona gonadotropina coriónica humana 

(hCG). Ao final do dia os animais foram injetados com a hormona, o macho com 100 IU e a fêmea com 500 

IU de hCG da região dorsal onde se encontram localizados os sacos linfáticos. Após este procedimento, 

ambos os animais foram introduzidos numa tina com aproximadamente 50L de água filtrada e envelhecida, 

onde foi colocada uma rede de forma a evitar que os animais pudessem provocar danos físicos nos ovos, e 

deixados a 23˚C no escuro até à manhã do dia seguinte. 

No dia seguinte os ovos libertados foram observados à lupa (Figura 

3) de forma a confirmar a sua fertilização e o estádio de 

desenvolvimento. Os embriões na fase de blástula foram 

selecionados para se prosseguir com o protocolo de isolamento e 

estabelecimento de culturas de células primárias. 

Os procedimentos usados no desenvolvimento e estabelecimento 

das linhagens celulares foram adaptados a partir de técnicas 

descritas por Smith e Tata (1991) e Freed e Mezger-Freed (1970) 

e complementadas com a técnica de remoção da gelatina e 

membrana vitelina dos embriões de Okamoto (1972).  

Foram realizados quatro procedimentos diferentes variando as 

condições do meio e da cultura celular. 

 

1.º procedimento 

Numa câmara de fluxo, 20 embriões em fase de blástula foram colocados em 2 placas de Petri (10 em cada 

placa) e lavados várias vezes com solução de FETAX estéril (NaCl (62,5 mg/L), NaHCO3 (96 mg/L), KCl (30 

mg/L), CaCl2 (23,4 mg/L), CaSO4 (60 mg/L), MgSO4 (145,05 mg/L)), com uma pipeta de Pasteur. Retirou-se o 

meio de lavagem e incubaram-se os embriões em 5 mL de tripsina-EDTA 0,25% por um período de 16 h, de 

modo a remover a membrana vitelina e a gelatina. Após este período, transferiu-se a solução de tripsina com 

FIGURA 2: Sistemas de recirculação 
de água usados nas culturas de 
Xenopus laevis e os respetivos aquá-
rios. Fonte: Sara Costa. 

FIGURA 3: Embriões de Xenopus laevis 
em fase de blástula. Fonte: Helena Pires. 
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as células para tubos Falcon de 15 mL e centrifugou-se a 200g durante 5 minutos. Removeu-se a tripsina e 

ressuspenderam-se as células no meio completo (50% L-15, 10% FBS, 40% água destilada estéril, 50 µg/mL 

Pen-Strep, 2,5 µg/mL Fungizone), transferindo-as e cultivando-as em placas de Petri com 5 mL de meio. As 

células foram ulteriormente observadas num microscópio invertido e colocadas a incubar a 25˚C, no escuro, 

durante 2 dias. De seguida, descartou-se uma das culturas e substituiu-se o meio da outra, aumentando a 

concentração de fungizona para 6,5 µg/mL. Deixou-se incubar durante um dia nas mesmas condições, a 

25˚C, no escuro. Fez-se a passagem das células cultivando-as num novo meio com 6,5 µL/mL de fungizona 

e 100 µg/mL de Pen-Strep. Observou-se a cultura num microscópio invertido, diariamente.  

2.º procedimento 

Numa câmara de fluxo, lavaram-se 3 embriões em fase de blástula várias vezes em água destilada estéril 

numa placa de Petri. De seguida, os embriões foram deixados em solução de mertiolato (100 mg/mL) durante 

15 minutos e posteriormente lavados várias vezes em meio FETAX (meio artificial padronizado que é utilizado 

para a manutenção de estádios de desenvolvimento aquático de anfíbios em laboratório) suplementado com 

0,25 mL de Gentamicina (25 µg/mL). Os embriões foram depois incubados numa solução contendo 10 mL de 

Tripsina (0,25%) + Tioglicolato de sódio à temperatura ambiente (23 ± 1°C) e foi-se observando 

periodicamente. Após 4 horas, apesar de a gelatina já ter sido removida, os ovos ainda se encontravam 

inteiros, pelo que se aplicou força mecânica com uma pipeta de Pasteur contra as paredes da placa de Petri, 

até que estes se desfizessem. Transferiu-se a solução com as células para um tubo Falcon de 15 mL e 

centrifugou-se a 200g durante 5 minutos. Removeu-se a solução e ressuspenderam-se as células no meio 

completo. O meio completo deste 2º procedimento consistiu em: 50% L-15, 10% FBS, 40% água destilada 

estéril, 50 µg/mL Pen-Strep, 0,2 µg/mL Micostatin. Seguidamente, transferiu-se a solução para frascos de 

cultura de 25 cm2 com 5 mL do mesmo meio e deixou-se a incubar a 25˚C, no escuro, durante dois dias. 

Depois desse período, substituiu-se o meio e observou-se a cultura num microscópio invertido, diariamente. 

3.º procedimento 

Repetiu-se o 2.º procedimento descrito acima, com 5 embriões, e aumentou-se a concentração de Pen-Strep 

para 100 µg/mL. Após dois dias, substituiu-se o meio, retirando o meio antigo, lavando com PBS e, por fim, 

colocando 5 mL de meio novo, que consistiu em: 50% L-15, 10% FBS, 40% água destilada estéril, 100 µg/mL 

Pen-Strep, 0,2 µg/mL Micostatin. Deixou-se a cultura a a incubar nas mesmas condições, observando-se 

diariamente. Após quatro dias, substituiu-se parcialmente o meio e deixou-se novamente a incubar. Voltou-

se a trocar parcialmente o meio cinco dias depois.  

4.º procedimento 

Repetiu-se o 3.º procedimento, em quatro recipientes. Em cada frasco foi colocado um meio de cultura 

diferente, variando a concentração de L-15 e de Pen-Strep. Os meios completos testados deste 4.º 

procedimento consistiram em: Frasco 4.1 - 50% L-15, 10% FBS, 40% água destilada estéril, 75 µg/mL Pen-

Strep, 0,2 µg/mL Micostatin; Frasco 4.2 – 50% L-15, 10% FBS, 40% água destilada estéril, 50 µg/mL Pen-

Strep, 0,2 µg/mL Micostatin; Frasco 4.3 – 90% L-15, 10% FBS, 50 µg/mL Pen-Strep, 0,2 µg/mL Micostatin; 

Frasco 4.4 – 59% L-15, 10% FBS, 31% água destilada estéril, 50 µg/mL Pen-Strep, 0,2 µg/mL Micostatin. 
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RESULTADOS 

1.º Procedimento 

No primeiro ensaio foram preparadas duas culturas celulares. 

Dois dias após a iniciação, ambas as culturas apresentaram 

contaminação bacteriana. Uma vez que a contaminação era 

residual numa das culturas, e esta continha células aderentes e 

alguma divisão celular, procedeu-se ao seu sub-cultivo para uma 

nova caixa. Esta nova sub-cultura foi mantida em meio 

suplementado com 6,25 µg/mL de fungizona e 100 µg/mL de 

Pen-Strep. Este procedimento não revelou ser eficaz na 

remoção da contaminação e após três dias a cultura foi 

descartada (Figura 4). 

2.º procedimento 

No 2.º procedimento, após 2 dias de iniciação, a cultura 

apresentou células em suspensão sem contaminação aparente 

por microrganismos. No entanto, após 5 dias da iniciação 

observou-se contaminação bacteriana na cultura e descartou-se 

a mesma. As bactérias apresentavam forma de bastonete com 

aspeto sugestivo de bacilos (Figura 5). Existiam células 

aderentes, no entanto, não se observou multiplicação celular 

significativa. 

3.º procedimento 

No 3.º procedimento, 6 dias após a iniciação, a cultura 

apresentou células em suspensão (Figura 6A), que foram 

retiradas com a substituição do meio de cultura. Ao fim de 17 

dias, observou-se contaminação bacteriana (Figura 6B), no 

entanto, as células que permaneciam semiaderentes não 

apresentaram crescimento significa-

tivo durante esse período. As 

bactérias eram morfologicamente 

semelhantes às do 2.º ensaio, com 

forma de bastonete. 

4.º procedimento 

No início do 4.º procedimento, as 

culturas apresentavam uma grande 

quantidade de células (Figura 7), no 

entanto a maioria revelou não estar 

aderente quando se substituiu o 

meio, após 6 dias de iniciação das 

culturas. 

FIGURA 4: Imagens de microscopia ótica 
(400x) da cultura de células de blástula de 
Xenopus laevis (frasco 1.2 do 1.º 
procedimento, Tabela I) com contaminação 
bacteriana após um período de cultura de 4 
dias. Fonte: Helena Pires 

FIGURA 5: Imagens de microscopia ótica 
(200x) da cultura de células de blástula de 
Xenopus laevis (frasco 2, Tabela I) com 
contaminação bacteriana. Fonte: Helena 
Pires. 

A B 

FIGURA 6: Cultura de células de blástula de Xenopus laevis (3) A - após 
um período de cultura de 13 dias (Imagens de microscopia ótica (100x)); B 
- com contaminação bacteriana de bacilos após um período de cultura de 
17 dias (Imagens de microscopia ótica (200x)). Fonte: Helena Pires 

A B 
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Após esse período, o frasco 4.4 

apresentava contaminação bactéria-

na e foi descartado (Figura 8A). Após 

9 dias do início da cultura, descartou-

se o frasco 4.2 visto que este 

também apresentava contaminação 

por microorganismos (Figura 8B). 

Após 15 dias de cultura, observou-se 

contaminação bacteriana no frasco 

4.3 (Figura 8C) e descartou-se o 

mesmo.  

O frasco 4.1, cujo meio era composto 

por 50% de L-15 e 75 µg/mL de Pen-

Strep, permaneceu para futuras 

observações (Figura 9), uma vez que 

a cultura não apresentava conta-

minação. Este frasco continha células em suspensão e outras num estado semiaderente, apresentando 

multiplicação celular lenta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se pode verificar 

pela análise da Tabela I 

onde estão sumarizadas 

as condições utilizadas e 

os resultados obtidos, as 

culturas dos ensaios 

posteriores ao 1.º proce-

dimento persistiram mais 

tempo sem contamina-

ção, e as culturas com 

maior concentração de 

Pen-Strep (3 e 4.1) não contaminaram tão rapidamente.  

FIGURA 7: Imagens de microscopia ótica (100x) das culturas de células 
de blástula de Xenopus laevis (4.1, 4.2, 4.3 e 4.4, Tabela I) após um 
período de cultura de 2 dias. Fonte: Helena Pires 

FIGURA 8: Imagens de microscopia ótica (200x) da cultura de células de blástula de Xenopus laevis A – Frasco 
4 .4 com contaminação bacteriana após um período de cultura de 6 dias; B – Frasco 4.2 com contaminação 
bacteriana após um período de cultura de 9 dias; C - Frasco 4.3 com contaminação bacteriana após um período 
de cultura de 15 dias. Fonte: Helena Pires 

A B C 

FIGURA 9: Imagens de microscopia ótica (100x) da cultura de células de blástula 
de Xenopus laevis frasco 4.1 A – após um período de cultura de 15 dias; B - após 
um período de cultura de 28 dias. Fonte: Helena Pires 
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DISCUSSÃO 

A redução da experimentação animal é uma preocupação cada vez mais emergente na comunidade científica. 

No ano de 2017, na Grã-Bretanha, foram realizados 3,79 milhões procedimentos científicos envolvendo 

animais, sendo este o número mais baixo desde 2010 (Home Office, 2018). Em toxicologia, a alternativa mais 

usada para substituir o uso de animais é o desenvolvimento de culturas celulares, já que estas apresentam a 

grande vantagem de permitir isolar e caracterizar células, controlar com precisão o ambiente físico-químico 

da cultura, como o pH, temperatura, osmolaridade e gases dissolvidos, e as condições fisiológicas, tais como 

a quantidade de hormonas e nutrientes. Contudo, não há muitos relatos bem-sucedidos no estabelecimento 

de linhagens celulares de anfíbios, indicando que o desenvolvimento de culturas primárias destes organismos 

é um processo difícil e trabalhoso, tendo em consideração que se baseia em tentativa e erro. Para além disso, 

a bibliografia existente referente ao desenvolvimento e estabelecimento de linhas celulares de Xenopus laevis 

é muito escassa e antiga (ex.: Balls et al.,1966; Pudney et al.,1973; Nishikawa et al., 1990; Smith e Tata, 

1991).  

Neste trabalho, o fator mais difícil para o estabelecimento das culturas celulares de blástula foi controlar a 

contaminação inerente a estes ambientes já que a reprodução ocorre no meio aquático onde se encontram 

os adultos. Como os embriões possuem flora microbiana associada, os métodos para a sua descontaminação 

nem sempre foram suficientes e/ou apropriados. A descontaminação dos embriões com solução de mertiolato 

revelou ser o método mais eficaz para a redução da contaminação das culturas celulares.  

A contaminação é, de facto, um dos problemas mais comuns inerentes ao estabelecimento de culturas 

primárias (Yoshino et al., 2013). O meio de cultura celular, sendo rico em nutrientes, oferece boas condições 

de crescimento para as células alvo, mas também para os microrganismos. Vários trabalhos reportam a 

ocorrência de contaminações bacterianas, fúngicas e de protozoários, apesar do uso de antibióticos durante 

o processo de desenvolvimento das culturas celulares. Por exemplo, van der Merwe et al. (2010) deparou-se 

TABELA I: Resultados sumarizados dos 4 procedimentos realizados, para estabelecimento da linha celular de 
blástula de Xenopus laevis, salientando as diferenças entre os meios, os recipientes de cultura usados, a 
ocorrência de divisão celular e a longevidade de cada cultura. 

Ensaio Frasco 
Número de passagens/ 
substituição de meio 

Recipiente 
Divisão 
celular 

Dias sem 
ocorrência de 
contaminação 

      

1 

1.1 0 

Placa de petri 3,5 cm 

N/A 3 

1.2 2 

Fungizona (6,25 µg mL-1) 

Sim 3 Pen-Strep (100 µg mL-1), 

Fungizona (6,25 µg mL-1) 
      

2 2 1 Frasco de cultura de 25 cm2 N/A 6 
      

3 3 3 Frasco de cultura de 25 cm2 N/A 17 
      

4 

4.1 1 

Frasco de cultura de 25 cm2 

Sim +28 

4.2 1 N/A 9 

4.3 1 N7A 15 

4.4 0 N/A 6 
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com contaminações bacterianas frequentes ao tentar estabelecer uma cultura celular primária de molusco, 

apesar de ter suplementado o meio de cultura com 1% (v/v) de Pen-Strep e 0,5% (v/v) de Gentamicina. 

Igualmente, Goméz-Mendikute et al. (2005) relatou contaminação das linhas celulares primárias provenientes 

de brânquias de mexilhão, após 5 dias em cultura, apesar da utilização de 100 U /mL penincilina, 100 µg/mL 

estreptomicina, 100 µg/mL neomicina e 100 µg/mL canamicina no meio de cultura. Foi também reportado por 

Biermelin et al. (1999) contaminação por bacterias no estabelecimento de culturas celulares primárias 

provenientes da glândula digestiva de mexilhão, apesar do meio de cultura conter 1% de gentamicina e 1% 

de AntiPPLO (direcionado para micoplasma). Por outro lado, duas das culturas primárias de carraça 

estabelecidas por Fang-Shiang (2017) foram contaminadas por fungos, independentemente do uso de Pen-

Strep e de 25 µg/mL do antifúngico Anfotericina B.  

Não parece existir um protocolo único para evitar as contaminações nas culturas celulares, uma vez que nem 

todas as culturas são iguais. Um protocolo que apresente eficácia para um tipo de cultura celular, poderá não 

funcionar para outro tipo de células. A utilização de antibióticos na cultura de células de anfíbios permite o 

controlo da contaminação, contudo, pode contribuir para a diminuição da sobrevivência das células, 

fragilizando a integridade celular e eventualmente potenciando o desenvolvimento de estripes de bactérias 

resistentes (European Collection of Cell Cultures (ECACC) and Sigma-Aldrich, 2001). O uso de antibióticos é 

bastante comum, sobretudo quando se trata de estabelecimento de cultuaras primárias, no entanto, o tipo de 

antibiótico e a sua concentração é muito variada (Chen e Wang, 1999; Odintsova, et al., 2001). Assim, a 

concentração de antibióticos deverá ser ajustada de forma a ser eficiente no controlo da contaminação, sem 

contudo, danificar as células alvo. 

Outro problema associado com o estabelecimento de culturas celulares primárias é a senescência das 

mesmas, isto é, as culturas param de crescer e eventualmente morrem. Este processo ocorre porque a 

capacidade de divisão das células é limitada, contrariamente às linhas celulares imortalizadas. A esperança 

de vida das culturas primárias de células de anfíbios não está definida. A bibliografia sobre este fenómeno é 

limitada e os resultados descritos são ambíguos, contudo, a senescência das culturas celulares primárias é 

comum. Reves e Laskey (1975), por exemplo, reportaram que, ao fim de seis a oito dias, a monocamada 

celular das culturas celulares primárias de X. laevis parou de crescer, uma vez que as células começaram a 

diferenciar-se e pararam de se multiplicar.  

Neste trabalho, foi possível estabelecer a cultura celular de blástula de X. laevis observando-se divisão celular 

e ausência de contaminação no frasco 1 do 4.º procedimento (frasco 4.1) com suplementação de 10% de 

FBS e 75 µg/mL de Pen-Strep e incubação a 25ºC. Contudo, dada a taxa de divisão lenta, mais condições 

deverão ser exploradas para determinar as condições ótimas de multiplicação celular tais como a 

suplementação com 20% de FBS e incubação a 28ºC (Barman et al., 2014). Como Okumoto (2001) verificou 

diferentes padrões de crescimento para a mesma linha celular, sugerindo grande variabilidade, a repetição 

do procedimento e o desenvolvimento de mais culturas primárias poderá gerar resultados positivos. 

As condições do meio serão um dos fatores mais importantes para o sucesso no estabelecimento de culturas 

celulares primárias. Strauß et al. (2013) verificou que para o estabelecimento de células epiteliais de Andrias 

davidianus, o meio de cultura com DMEM/F12 originou melhores resultados que o meio de Leibovitz (L-15) e 

que a estabilização do pH é fundamental. Deste modo, estes fatores terão de ser tidos em conta em trabalhos 

futuros. 
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APLICAÇÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

A informação adquirida ao longo deste trabalho é de extrema importância para a redução da experimentação 

animal, já que reporta as condições mais apropriadas para o estabelecimento de culturas celulares primárias, 

provenientes de animais utilizados em laboratório, cuja microbiota inerente dificulta a perpetuação das 

culturas. Este estudo indica os métodos e condições de cultura celular que favoreceram a proliferação celular 

e reduziram a contaminação que poderão ser reproduzidas e/ou adaptadas para o desenvolvimento de outras 

linhas celulares primárias. 
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