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Biologia da Celula em Cultura

» Cultura de Cells

\V

+ Critica - Cell faz parte de um microambiente n&o
reproduzido em cultura

- Vantagem - Sistema livre de interferéncias



Aplicacdes e Areas de Interesse

- Varios aspectos da fisiologia celular podem ser estudados
por cultura de celulas;

- Caracterizar fenbmenos bioldgicos;

- Testar novos farmacos;

Atualmente:

- Reconstruir orgaos em individuos através do transplante
de cells provenientes de culturas



Linhagens Celulares

2 tipos:

- Aderentes — dependem da fixacao a base dos frascos ou placas
de cultura para se proliferarem (grande maioria das linhagens)

- Em suspensao (Nao aderentes) — Nao dependem da ancorarem
e se proliferam em suspensao (restrito as cells hematopoéticas;
linhagens celulares transformadas e cells tumorais malignas



Linhagens Celulares

Linhagens aderentes ou em suspensao — sao descritas
como primaria ou permanente

« Culturas Primarias — oriundas de cells recentemente
iIsoladas de tecidos (tempo limitado em cultura);

+ Culturas Permanentes — (imortais ou transformadas) —
capacidade ilimitadada de crescimento em cultura.

Ex: cells tumorais



Manutencao de Céelulas Aderentes

— Manutencao de cells aderentes — Troca do meio a cada

48h (Nutricao adequada e eliminacao de metabdlitos do
meio)

— Cells aderidas nao apresentam uniformidade quanto a
morfologia (devido ao contato umas com as outras e com o
frasco)

— Quando cultura apresenta 90% de confluéncia - é
necessario repicar



FIGURA 1 - Células de melanoma aderidas na garrafa de
cultura apresentando 80% de confluéncia.




Subcultivo

— Cultura de cells pode ser transferida para outro frasco e
diluida com tripsina ou tripsina e EDTA;

— Procedimento simples (exige apenas cuidado para manter
o material estéril);

— O intervalo de cada subcultivo dependera do n. de cells
semeadas e da taxa de duplicacao da linhagem,;

— Linhagem de crescimento rapido — subcultivo 2x semana.
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Linhagens Aderidas

IEC-6 — Linhagem celular normal - epitélio intestinal de
Rattus Norvegicus

Hel a - cell tumoral epitelio uterino humano

Ambas podem ser
adquiridas pela ATCC
(American Type Cultures

Collection)




Linhagens Aderidas

— Embora todas as cells tenham requerimentos basicos
similares para o crescimento — podem diferir no tipo de meio
que oferece os nutrientes apropriados;

— Normalmente o meio DMEM e utilizado para cells
aderentes.
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Cultura de Celulas em Suspensao

— Cells em suspensao devem ser cuidadosamente agitadas
com a pipeta ou agitando o frasco;

— Isso para desagrupar as cells em grumos;

— Remover uma aliquota para contagem, calcular a

concentracao celular e proceder (ou ndo) a manutencao do
meio;
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Cultura de Células em Suspensao

Manutencao do Meio — realizada com cells em alta densidade
através de meio e diluicao do n. de cells;

— Quando a cultura esta em baixa densidade e em crescimento
lento - NAO deve ser adicionado meio de cultura

Y CELLS ESTAO EM FASE LAG ]

Linhagens celulares de crescimento lento — diluicao de cells 1:2

Linhagens com crescimento rapido — diluicao 1:8 ou 1:16
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Cultura de Celulas em Suspensao

- Manutencao de rotina - essencial para o crescimento de
linhagens celulares;

- Cultivo inadequado das cells em suspensao pode ocorrer
devido a superpopulacao — o que inibe a proliferacao celular
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Cultura de Celulas em Suspensao

Facilidades:

+ concentracao celular constante;

- diluicao das cells € simples (meio adequado ao frasco);
+ Cultura homogénea,;

- Agitacao nao causa danos as cells;

- podem ser produzidas em grande escala;

- amostras faceis de coletar
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Cultura de Células em Suspensao

Dificuldades:

- crescimento lento de cells (também acontece com cells
aderidas)

- Verificar todas variaveis (equipamento, meio adequado,
frequéncia de repique correta, pH; concentracao das cells,
temperatura, umidade, etc)
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Cultura Primaria
— cells obtidas diretamente de um organismo;

— crescem durante tempo variavel, porem finito, em
cultura (mesmo oferecendo nutrientes necessarios
para sobrevivéncia);

— Cells de cultura primaria podem ser obtidas de:
sangue

orgaos (rins, coracao, figado, linfonodos, baco, timo,
pancreas)

organismos (embrides) 16



