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Protocolo de Congelamento de
Células Aderentes

Um pré-requisito essencial para a qualidade
constante das células é o estabelecimento de
um banco de células por meio de
criopreservacdo. O cultivo continuo pode levar
a mudancgas genéticas, reducdo da taxa de
proliferacdo, transformacao e alteracao dos
padrdes de expressdao. Com a ajuda da
criopreservacao, as linhas celulares podem ser
armazenadas quase indefinidamente sem
qualquer reducdo na qualidade.

O protocolo seguinte descreve as etapas bdsicas
para o congelamento de células aderentes. Este
protocolo ndo é adequado para todas as linhas
de células. Favor consultar também os
protocolos dos bancos de células/fontes
correspondentes.

Consulte sempre os regulamentos nacionais
para o manuseio de material bioldgico, use a
roupa de protecao apropriada e observe as
regras de trabalho asséptico em todas as
etapas.

Informagodes gerais:

Antes que as células sejam congeladas, elas
devem ser examinadas morfologicamente e
para contaminagdo. As células devem estar na
fase de registro tardio. Para células aderentes,
recomenda-se a colheita de células em 70-80%
de confluéncia. 24 h antes do congelamento,
uma troca de meio deve ser realizada.

Cryopreservation of
Adherent Cells

An essential prerequisite for the constant
quality of cells is the establishment of a cell
bank by means of cryopreservation.
Continuous cultivation may lead to genetic
changes, reduction of the proliferation rate,
transformation, and altered expression
patterns. With the help of cryopreservation,
cell lines can be stored almost indefinitely
without any reduction in quality.

The following protocol describes the basic
steps for freezing adherent cells. This
protocol is not suitable for every cell line.
Please also refer to the protocols of the
corresponding cell banks/sources.

Refer always to the national regulations for
handling biological material, use the
appropriate protective clothing and observe
the rules of aseptic work in all steps.

General Information:

Before cells are frozen, they should be
examined morphologically and checked for
contamination. The cells should be in a late
log phase. For adherent cells, cell harvesting
at 70-80% confluence is recommended. 24
hours before freezing a media change should
be performed.
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Congelamento do meio:

As seguintes composicdes sdao adequadas como
meios de congelamento:

Soro contendo meio de cultura:

e 90% meio de cultura +10% DMSO*
e 45% meio filtrado estéril acondicionado /
45% meio fresco + 10% DMSO*.

O anticongelante contido no meio de cultura e
o alto teor de proteina do soro protegem as
células contra danos durante o processo de
congelamento e descongelamento. Com meios
livres de soro o efeito protetor do soro é
perdido e pode ser compensado por
anticongelante adicional (por exemplo: HES,
F68™ Plurdnico, metil celulose).

Meio de cultura livre de soro: (xeno-livre,
quimicamente definido)

e 89% quimicamente definido, meio livre de
soro, 10% DMSO*, 1% F68™Plurdnico [5].

e Meios comerciais de congelamento sem
soro

*DMSO nao é adequado para algumas células
HL-60 [1], HBE4-E5/E7 [1, 2], a glicerina é uma
alternativa adequada

Preparacao:
Pré-resfriar as pipetas soroldgicas, o meio de

congelamento, os recipientes de congelamento
e os tubos criogénicos no refrigerador.

Freezing Media:

The following media are suitable as freezing
media:

Media with Serum:

e 90% culture media +10% DMSO*
e 45% sterile filtered conditioned media /
45% fresh media + 10% DMSO*.

The antifreeze in the culture media, and the
high protein content of the serum, protect
the cells from damage during the freezing
and thawing process. With a serum-free
media the protective effect of the serum is
lost and can be compensated by additional
antifreeze (e.g.: HES, Pluronic F68™, and
methyl cellulose).

Media Serum-free: (xeno-free, chemically
defined)

e 89% chemically defined, serum-free
media, 10% DMSO¥*, 1% Pluronic F68™ [5]

e Commercially available serum-free
freezing media

*DMSO is not suitable for some cells HL-
60 Y, HBE4-E5/E7 1221, glycerol is be a
suitable alternative

Preparation:
Pre-cool the serological pipettes, the freezing

media, the freezing container and the
cryotubes in the refrigerator.
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Procedimento:

e Aspirar o meio de cultura com uma
pipeta esterilizada e lavar as células
duas vezes com PBS quente (0,1
mL/cm?).

e Dissolver as células com um reagente
de dissociacdo adequado (por exemplo,
Tripsina, Tripsina-EDTA). Siga o
protocolo estabelecido em seu
laboratério.

e Apds a adicdo de um meio fresco
contendo um componente inibidor de
dissociacdo, transfira as células para um
tubo de centrifugacao.

e Centrifugar as células: 200 x g durante
5 minutos.

e Remover o sobrenadante e resuspender
as células com meio fresco e determinar
a contagem de células.

e Centrifugar as células novamente a 200
x g durante 5 minutos.

e Remova o sobrenadante e resuspend as
células com o volume necessario de
meio de congelamento para obter uma
contagem de células vivas de 1 x 106 -1
x 107 células/mL.

e Aliquota a suspensdo da célula nos
tubos criogénicos devidamente
rotulados.

e Ascélulas devem ser congeladas a uma
taxa de congelamento controlada de -
1°C/min. Vocé pode usar maquinas de
congelamento programaveis ou
recipientes de congelamento para este
fim.

e Armazene os recipientes de
congelamento durante a noite em um
freezer a -80°C.

e No dia seguinte, transferir os tubos
criogénicos para um freezer de -152° C
ou armazena-los na fase gasosa de um
container de LN2. Como ndo ocorrem
reacdes nas células a-130° C [7], o
armazenamento na fase de gas é
possivel e recomendado por razdes de
seguranca. [8]

Procedure:

Remove all the culture media from the
flask and wash the cells twice with
warm PBS w/o Ca and Mg (0.1 mL/cm?).
Dissolve the cells with a suitable
dissociation reagent (e.g. Trypsin,
Trypsin-EDTA). Follow the protocol
established in your laboratory.

After addition of fresh media containing
a dissociation inhibiting component,
transfer the cells into a centrifuge tube.
Resuspend the cells with fresh medium
and determine the total cell count and
live cell count (viability).

Calculate the required volume of
freezing medium to achieve a final live
cell count of 1 x 10° -1 x 107 cells/mlL
Centrifuge the cells at 200 x g for 5 min.
Remove the supernatant and resuspend
the cells with the calculated volume of
freezing medium.

Aliquot the cell suspension into the
appropriately labelled cryotubes.

The cells should be frozen at a
controlled freezing rate of -1 °C/minute.
You can use programmable freezers or
freezing container.

Store the freezing container overnight in
a -80 °C freezer.

Transfer the cryotubes the next day to a
-152 °C freezer or store them in the gas
phase of an LN; cryogenic storage unit.
Since no reactions take place in the cells
from -130 °C!’], storage in the gas
phase is possible and recommended for
safety reasons &
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Verificar a qualidade da criopreservacgao
24 h apds o congelamento, realizando o
primeiro controle de descongelamento
(vitalidade e esterilidade).

Descongelamento das células:

Coloque 14 mL de meio de cultura
guente sem antibioticos em um frasco
de T-75 cm? e 10 mL em um tubo de
centrifugacao.

Retire um tubo criogénico da unidade
de armazenamento de LN2 e aqueca-o,
com agitacdo suave, em um banho de
agua morna, equilibrado a temperatura
de cultura da linha de células.

Quando os cristais de gelo ndo forem
mais visiveis, transferir o contetdo do
tubo criogénico para o tubo de
centrifugagdo usando uma pipeta
estéril.

Centrifugar as células: 200 x g durante 5
minutos.

Remover o sobrenadante e resuspender
as células com 1 mL de meio fresco.
Evite a formacdo de espuma durante a
resuspensao. Isto pode levar a uma
conexdo pobre e desigual das células. A
espuma pode ser reduzida por um ritmo
uniforme de pipetagem que ndo é
executado rapidamente e
apressadamente.

Transferir as células para a garrafa de T-
75 cm? e cultivar durante 24 h.

Apds 24 h, verifique as células quanto a
vitalidade, identidade e esterilidade e
subcultive, se desejar.

Os controles de degelo devem ser
realizados regularmente.

Check the quality of the
cryopreservation 24 hours after freezing
by performing the first thawing control
(vitality and sterility).

Thawing of the Cells:

Fill 14 mL warm culture media without
antibiotics in a T-75 cm? flask and 10 mL
in a centrifuge tube.

Remove one cryotube from the LN2
cryogenic storage unit and warm it up in
a warm water bath equilibrated to the
culture temperature of the cell line.

As soon as ice crystals are no longer
visible, transfer the content of the
cryotube into the centrifuge tube using
a sterile pipette.

Centrifuge the cells: 200 x g for

5 minutes.

Remove the supernatant and resuspend
the cells with 1 mL fresh media.

Avoid foaming during resuspension. This
can lead to poor and uneven cell
attachment. Foaming can be reduced by
an even pipetting rhythm which is not
performed quickly and hastily.

Transfer the cells into the T-75 cm? flask
and cultivate for 24 hours.

Transfer the cells into the T-75 cm? flask
and cultivate for 24 hours.

After 24 hours you can check the cells
for vitality, identity, and sterility and
sub-cultivate them if desired.

The thawing controls should be
performed regularly.
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