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Introducao

- A dinamica de uma cell € + bem compreendida examinando-
sSe 0 curso de sua vida,

- divisao

- fusao de duas cells

- |Isso envolve periodos de
CRESCIMENTO CELULAR — DUPLICACAO DNA — DIVISAO CELULAR

V
CICLO CELULAR




Ciclo Celular




Ciclo celular

A ctila ndo
entra e divisko




Fases Crescimento Celular

Em CULTURA — populacao de cells apresenta-se, geralmente, em
diferentes fases do ciclo celular

SE todas as cells de uma determinada populacao estiverem
atravessando as etapas do ciclo celular ao mesmo tempo —
populacao SINCRONICA

Sincronismo celular — permite identificar e caracterizar os eventos
celulares, bioquimicos e moleculares que ocorrem durante o0s
estagios especificos do ciclo




Fases do Crescimento Celular

CELLS SINCRONIZADAS — modelo essencial para o estudo
da regulacao da proliferacao celular

Sincronia Celular Natural - pouco frequente

Sincronizacao pode ser induzida

- Selecao
- Quimica
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Inducdo por Selecao

Cells de uma cultura que estao em

um determinado estagio do ciclo
celular sao selecionadas e
removidas

Posteriormente, sdo cultivadas
separadamente como uma cultura
sincronica

Inducdo Quimica

Sao0 usados inibidores metabolicos |
especificos de uma determinada
etapa, que ao serem retirados,

possibilitam a progressao das cells |

do ciclo de maneira sincronica
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Arraste reversivel de cells em GO — 1nanic¢ao de soro ¢ aa isoleucina

Arraste reversivel de cells em Gl — utilizacdo de agentes quimicos
(lovastatina € mimosina)

Cells sincronizadas em Gl ¢ S — inibidores de DNA, afidicolina,
diroxiuréia, ou excesso de timidina

Cells sincronizadas em M — nocodazol (inibidor de midrotibulos)



Fases Crescimento Celular

- Para uma linhagem celular ainda nao caracterizada para
sincronizacao — experimentar diferentes procedimentos a fim
de se obter a tecnica mais apropriada;

- Levar em consideracao:

— Qual fase do ciclo celular sera o foco do estudo.

— Qual é o grau de sincroniza¢cao necessario;

— Qual o n. de cells necessaria para analise.

Uso de inibidores quimicos - meétodo principal sincronismo cells
em uma fase do ciclo celular 9



Fases Crescimento Celular

- Desvantagens da Sincronizacao quimica

— possivel rompimento ou distorcao dos processos regulatorios
do ciclo celular normal;

— dificuldade em elucidar o exato alvo celular atingido (ex:
mimosina)

Selecionar o método mais adequado para o que se pretende e
seqguir o protocolo para tal.
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Fases Crescimento Celular

+ Cells normais em cultura — padrao exponencial de

crescimento

V

CURVA
DE
CRESCIMENTO

- Reflete a adaptacao a _cultura; as condicoes do ambiente;

a_disponibilidade de substrato e nutrientes necessarios
para promover a producao de novas cells
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Fases Crescimento Celular

- Curva Crescimento — importante para avaliar
caracteristicas especificas de uma cultura de cells

- Comportamento e bioquimica celular alteram-se em cada
fase da curva — por isso a necessidade de controle do
estagio em que as cells sao coletadas ou quais reagentes
sao adicionados

LAG — LOG — ESTACIONARIA OU PLATEAU — DECLINIO OU MORTE CELULAR
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Fases Crescimento Celular
FASE LAG

- N. de cells nao varia muito;

- Nao ha proliferacao imediatamente apos a adicio das cells a
um meio de cultura;

- Pouca ou auséncia de divisao celular (estende-se de 1h até
dias)

- Duracao fase LAG — depende do estagio de crescimento em
gue a cultura se encontra a cultura de origem
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Fases Crescimento Celular
FASE LAG

- Cells provenientes de cultura em fase LAG, ESTACIONARIA,
DECLINIO — demoram para iniciarem a multiplicacao;

- Cells originadas da fase em crescimento ativo — possuirao
fase LAG menor;

- Cultura com baixa densidade — fase LAG lenta e longa

- Fase LAG — intensa atividade metabodlica (producao de
proteinas estruturais e enzimas - ex: DNA polimerase)
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Fases Crescimento Celular
FASE LOG

Fase logaritmica ou exponencial;

- Periodo de multiplicacao celular maxima e constante;

- Aprox. 90 a 95% das cells estao no ciclo celular;

- Cells distribuidas ao acaso ao longo das fases do ciclo
celular — em determinadas situacdoes € necessario

sincronismo
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Fases Crescimento Celular
FASE LOG

- Maior viabilidade e atividade metabdlica das celas

\/

Melhor fase para estudos e experimentacao

- Duracao da fase — depende da linhagem de cells;
densidade Inicial das cells e taxa de crescimento da
linhagem
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Fases Crescimento Celular
FASE ESTACIONARIA OU PLATEAU

- Quando ocorre formacao de grande n. de cells —
velocidade de crescimento diminui

v

- N. de morte celular tende a ser equivalente
ao n. de cells novas

- Atividade metabdlica decresce — cells + susceptiveis a
danos
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Fases Crescimento Celular
FASE ESTACIONARIA OU PLATEAU

- Motivos da reducao normal das cells:

— contato entre cell-cell (reduz capacidade de
dispersao destas)

— diminuicao da qtde de nutrientes e de fatores de
crescimento;

« Em algumas linhagens — fase € estendida com a
suplementacao do meio
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Fases Crescimento Celular

FASE ESTACIONARIA OU PLATEAU

- Culturas transformadas (espontaneamente, por virus ou

agentes carcinogénicos) geralmente atingem densidade
MAIS ALTA que o normal;

- Fase estacionaria — € o equilibrio da proliferacao celular
(nesses casos)
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Fases Crescimento Celular

FASE MORTE OU DECLINIO

- Reducao drastica no n. de cells;

- Qtde de cells mortas excede a de cells novas;
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Curva de Crescimento

- Construcao da curva de crescimento permite a medicao
de parametros caracteristicos de uma dada populacao sob
dadas condicoes;

- Quantificacao do crescimento
— para manutencao de rotina;
— para saber o n. de cells no futuro.

Concentracao cells para cultivo — depende da linhagem

celular (aprox. 1 x 10° a 1 x 10° cells/mL)
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Curva de Crescimento

- Semear uma suspensao de cells em garrafas de 50 mL
(ex: 4x104 cells/mL)

- Determinar o n. de cells a cada 24h (microscopia optica —
Camara de Neubauer) por 5 a 10 dias

- Verificar a viabilidade celular por exclusdo (ex: contagem
de cells c/ azul de tripan)

- Calcular a porcentagem de cells viaveis (n. cells nao
coradas/ n. cells totais)

24



Curva de Crescimento

- Sao diferentes para linhagens primarias e permanentes

- Linhagens primarias — provenientes de cells animais
derivadas de 1 tecido ou sangue (geralmente morrem
apos algumas geracgoes)

- Linhagens Permanentes — podem ser mantidas
indefinidamente
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