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isoladas ist
'|‘ J

caracteristicas proprias .
d |

- Podem fazer-se cultur
animais e vegetais;

3

partir tecidg'
> A cultura de tecidos impli¢a a
ou enzimatica) do tecido

cultivadas numa camada ader



Factos marcant

da cultur de teC| do:

> 1885 ROUX — celu embrlonarlas de pinto pode
vivas em solug3o s:

(fora do corpo do animal.
> 1907HARRISON - contr érsia da neurobiologia ,cada
nervosa é produto de uma unica célula nervosz er a

muitas.

» 1910 ROUS - induz um tum
celulas de tumor de galinha,
virus de RNA (virus de sarcoma de Rous).

> 1913 CARREL - células podem crescer por periodos longos em
cultura, desde que sejam “almentadas” regularmente, sob
condlgoes assépticas. " e -

> 1948 EARLE - isola um unica celu]g da Imh’:fggm das celulas L e
mostra que elas formam clones de céelulas em cultura de tecidos.

» 1952 GEY - linhagem continua de células derivadas de um
carcinoma cervical humano, que mais tarde se tornou bastante
conhecida como linhagem de células Hela.

usando um e}tracto filtrac
ostrando mais tarde conter




1954 LEVI-MONTF -
estimula o cresci

crescimento, alterados .

1958 TEMIN e RUBIN — ensaio quantitativo para -
celulas de pinto em cultura, urlflcando o.mrus do s arcol
Rous. |

1961 HAYFLICK e MOORHEAD - flbroblastos humanos morre
ap6s um numero finito de ﬂlVlsoes em cultura.

1964 LITTLEFIELD — meio HAT para o crescimento selectivo de
células somaticas hibridas. Juntamente com a técnica de fusao
das células, tornando acessivel a genética dlulas somaticas.

KATO e TAKEUCHI - planta completa de cenoufi, em cultura de
tecidos, a partir de uma unica célula da raiz da cenoura.

partir de cultura de células *




> 1965 HAM — mei defini
crescimento clonal de

mamiferos ,pela fusao
induzida por virus.

> 1968 AUGUSTI-TOCCO e SATO - adaptamz'um tumor de
nervosa de camundongo (neuroblastoma) a cultura de teci
e isolam clones que sao electricamente excitaveis e que
estendem os prolongamentos nervosos.

» 1975 KOHLER e MILSTEIN - 1° Imhagem de -celulas de
hibridoma secretoras de ant‘b‘brqos monoclonais. -

> 1976 SATO — 12 série de trabalhos mostrando que diferentes
linhagens de células necessitavam,de diferentes misturas de
hormonas e de factores de cresmmento para crescerem em
meio sem soro.




to -
cult_ ra de teC|

> 1977 WIGLER e AXEL ~'método efici? para introd
de cépia Uinica de mam Ai em célt -
um método anterior desenvolvido por C har

> 1986 MARTIN e EVANS — is olam e cultl\ﬁ%m
embrionarias totlpotenmal s do rato estamlnals

> 1998 TOMSON e GEARHAR f.— |solam céTuIﬁge
humano. . :
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> Primeiras culturs forar as a partir
tecidos colocados € \- agulos asir

E]

" "

> Grande av}ihgo (1940);
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crescimento de linhagens celulares a partir
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isoladas que aderiam‘., superficie de plac

Mas... g ?ﬁ
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> As células eram cultivadas el meios indefinidos:

combinacgao de soro e extractos embrionarios. f
" i
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- Plasma de galinha _
- Extracto de embriao bovino
- Soro de cordao umbilical

Mas...

> O meio era complexo e indefinido tornan
as necessidades especificas p 'q_ o cres
animais. o=t e R
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ao crescimento d
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» Estudou o Qresmment de duas linh

o 1.,'..
- células HeLa .
-- células L ‘E

""l.yﬂ—_'

» O meio em que cultivou es a‘m élulas cen’

.- Mistura de sais *’al

- Carbohidratos | )
-- Aminoacidos L %

-- Vitaminas suplementadas com soro de proteinas

g



celular:

--Sais

-- Glicose

--13 a.a. -

-- Vitaminas ?

-- Juntamente com soro e-’ p rotelnas

Fr.

il

Actualmente ainda é usado m nv
como meio basL('::o para cultur d células r -
. Y . "

O seu uso permltlu aos menﬂstﬁs cultivar uma ampla
variedade de células sob condicoes experimentais definidas.
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Método cada vez
células |soladas fora of

utl ado que

ganlsmo o iste.
 r: :
) :
> Cultura primaria: culturajl eparada difectar ente d
de um organismo, com Ou sem passo |n|q al de fr

Ha dois tipos de cultura Z‘:

das células. .

> Cultura secundaria: as célu é cultivad
de uma cultura primaria, elas podem ser
subcultivadas desta forma, por semal’\as Oou meses.




CELL FUSION AND
| FORMATION OF
HETEROCARYONS,
WHICH ARE
| THEMN CULTURED

heterocaryon
tumor cell

three clones of hybrid cells, each
of which retains a small number
of different human chromosomes
together with the full complement
of mouse chromosomes

SELECTIVE MEDIUM
ALLOWS ONLY
HETEROCARYONS TO
PROLIFERATE. THESE
BECOME HYBRID
CELLS, WHICH ARE
THEMN CLONMED

hybrid cell

Figure 8-5 The production of hybrid
cells. Human cells and mouse cells are
fused to produce heterocaryons (each
with two or maore nuclei). which
eventually form hybrid cells (sach with
one fused nucleus). These partcular hybrid
cells are useful for mapping human genes
on specific human chromosomes because
most of the human chromosomes are
quickly lost in 2 random manner, leaving
clones that rewin only one or a few.The
hybrid cells produced by fusing other
wypes of cells often remin most of their
chromosomaes.




mouse immunized mutant cell line derived from
with antigen X a wumor of B lymphocyies

~ cell making eSe
- anti-X antibody — ©g®

B lymphocytes (die after {cells grow indefinitely in normal
~ a few days in culture) medium, but die in selective medium)

FUSIIDN

products plated in multiple wells

etree| [P [PSeges|

I|

only hybridomas grow on the selective medium

test supernatant for anti-X
antibody and redistribute cells from
positive well at -1 call per well

! ¢k o 3

[

allowr celis to multiply, then test
supernatant for anti-X antibodies;

positive clones provide
a continuing source of
anti-X antibody

Figure 8-6 Preparation of
hybridomas that secrete monoclonal
antibodies against a particular
antigen. Here the anrigen of interest is
designated as “antigen X." The selective
growth medium used after the cell fusion
step contains an inhibitor (aminopterin)
thar blocks the normal biosynthetic
pathways by which nucleotides are made.
The cells must therefore use a bypass
pathway to synthesize their nucleic acids.
This pathway is defective in the mu@ant
cell line derived from the tumor, but it is
intact in the cells obtained from the
immunized mouse. Because neither cell
type used for the initizl fusion can grow
on its own, only the hybrid cells survive.




5 podem prolife
propagadas como uma linhag

b
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LT ’ .
podem ser preparadas a partir de
células cancerigenas
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> Tanto aEﬂmhage i_ e «x% transformadz

células nao-transform ac as sao extreman teis

pesquisa celular, con onte de grandes quar idades

células de um tipo uni s
iy > 4

> As linhagens de células 1" formadasp C
causar tumores, se |njecta AS num animal s

Porém...



Assim...

> A unlformldade genetl ca de uma linh
melhorada pela clonage ‘\ lular, em

isolada e prolifera-se para fc mar posterl ]

# el
s

> Podem ser armazenadas em ¢
periodo muito longo e con ,:
descongeladas. P
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Figure 8-4 Cells in culture. (A) Phase-contrast micrograph of fibroblasts
in culture. (B) Micrograph of myoblasts in culture shows cells fusing to form
multinucleate muscle cells. (C) Oligodendrocyte precursor cells in culture.
(D) Tobacco cells, from a fast-growing immortal cell line called BY2, in liquid
culwure. Nuclei and vacuoles can be seen in these cells. (A, courtesy of
Daniel Zicha; B, courtesy of Rosalind Zalin; C, from D.G.Tang et al..J. Cell Bial.
148:971-984, 2000. © The Rockefeller University Press; D, courtes  f
Gethin Roberts))

Fig. 4 — Células em cultura T
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A- Isolamento
‘ s Ji'i, =t i b

De forma a preservar mais informagoe:
individual de células, os biologos senv:

dissociar as células dos tecidos e s@o va

bre ‘¢ ,

b

Fig. 5 - Centrifugadora
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v taI ou n;wfa
5 veis;

> As células de tecid
producoes de células di )ciaveis vi

Atrave |
-- dlssomagao mecanica A n.!'
-- enzimas proteoliticas - (tr\‘pé.;na e colagenase)
-- agentes - (acido etilenodiaminotetracético, EDTA)
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sample

stabilizing
sucrose
gradient

|
CENTRIFUGATION

slow-sedimenting
component

fast-sedimenting
component

FRACTIONATION

(e.g., 20-70%)

low-buoyant-
density
component

high-buoyant-
density
component
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> Anticapss:‘ .
apenas um tipo de. célul
varias matrizes co

L1 I .
-- colagénio; ol "1..,.. ,
-- ésteres de polissacaride
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celulas reconhecidas pel'c!;énticorpo, s
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ultrasonic nozzle vibrator

cell suspension

— sheath fluid

anticorpos ;
a um corant
fluorescente,
seguida, a s
destas células
marcadas das nao
marcadas num
separador de celulas
activado por -
fluorescéncia; e .
vd.-:%"ﬂ

laser } (D |\

drop-charging
signal

.~ todstection of single T

'l M il
uorescent cell
I e small groups of drops

positively charged due
to detection of single

nonfluorescent cell
. +2000V

flask for undeflected droplets

Fig. 7 — Citometria de fluxo

Figure 8-2 A fluorescence-activated
cell sorter.A cell passing through the
laser beam is monitored for fluorescence.
Droplets coneining single cells are given a
negative or positive charge, depending on
whether the cell is fluorescent or not.The
droplets are then deflected by an electric
field into collection tubes according 1o
their charge. Note that the cell
concentration must be adjusted so that
most droplets contain no cells and flow to
a waste conainer together with any cell
clumps.




laser beam cuts around Figure 8-3 Microdissection

SO of intarest techniques allow selected cells to be
isolated from tissue slices. This
method uses a laser beam to excise a
region of interest and eject it into a
conw@iner, and it permits the isolation of
even a single cell from a tissue sample.

second laser beam
used to ‘catapult”
selected region
into container




> Ao contrario das bacté £
nao estao adaptadas p“ ,, M s ”w"
de uma superficie's ' A para crescerem e direl

agora usualmente a
de tecidos;

uperficie plastica de placa

> Certas culturas celulares i_uem:

Factores de crescimento j_w;l- :

| i
= .

estimulam a proliferacéo celular

=



Com
para ¢

osi

cul

Vui,ia;l'?inas i

Aminoacidos

Arginina Biotina

Cistina Colina

Glutamina Folato

Histidina Nicotinamida
Isoleucina Pantotenato Ca(Cl,
Leucina Piridoxal MgCl,
Lisina Tiamina

Metionina Riboflavina
Fenilalanina

Treonina

Triptofano

Tirosina

Valina

i Soro

| Glicose

Penicilina L ina
Estreptomicina | Fa
Vermelho de fe ’

Fig.9 — Tabela de componentes de um meio tipico

» Algumas células nao crescem nem se diferenciam se a placa nao
estiver coberta com componentes especificos da matriz extracelular



Possilic;n"'dade» de
intactos;

Controlo das condigdes
concentragdo de O, e C‘
Obtencio de células com ._f'homogenﬂda"

caracterizadas; “ -

Economia de reagentes, ten )0,

o

Conhecimento de comportamento e fungao de
isolada de células; N



da cultur_ by h
> Instabilidade de cultura ce ‘_ r;

» Condicao (évcrescim‘

> Perda de caracterlstlcas
*ﬁi

S
> Dificuldade de ezgtra’polagao pa
intacto. e
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> Nec;:%de de operadc perientes (c
da técnica em cond - assépticas, etc);

4 B
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> Perda de aéracteristi enotipica': ke
> Necessidade do uso de ma adores de.y .
caracteristicas fenotlplcaé b .

> Instabilidade das célula
imortais).
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> Producao de vacina anti-virais; '-"L, '

-
SRS N
> Compreensao de fenémenos de ne0p|!|-
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» Estudo da Imunologia;

> Ensaios de farmacos e cosm.

G
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> As células para ané

divisao rapida em c

> As celulas mais acessivei

linfocitos T.

» O procedimento seguinte 7

uma cultura destas ce U
e

= &




1)

2)

3)

-y
Jlil

Obtém-se uma am ra sangue periférico
heparina para evita Coagulagao; ‘, -
u" v“! | | H.- o~

A amostra é de segt: ‘ ntrlfugad,
permita aos leucocitos se Imentarem;se
distinta; r

Os leucocitos sao colhm
tecidual e estimulados a divi Qm-se pelo
agente mltog'e“'r'ilco (estlmulanté a«a mitose),
hemaglutinina. 1"5!“




4)

9)

6)

7)

A cultura é incubac le 72 horas,
estejam a multiplica iente;

Acrescenta-se, entés ima solugadlw da d
para impedir a conclusio da divisdo celula
formacgao de fusos e retardando a separag?
centromeros. Em consequéncia, as células
metafase acumulam-se |

t:ultura -
Em seguida, adiciona-sem solu
tumefaccao nas células
cromossomas, mas mantenc qs centr

Os cromossomas sido fixados, espalhados em laminas e
corados por uma de varias técnicas e prontos para analises.

o-h""&iomc ,
e Ilberta dc
ros intactos;
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