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- O que sao culturas celulares?




Produtos celulares
Protedmica, secregéo, Imunologia :

biotecnologia, biorreatores Epitopos na superficie celular,
hibridomas, citocinas, inflamacéo

Atividade Intracelular
Transcricdo de DNA, sintese proteica,
metabolismo energético, ciclo celular,
diferenciagéo, apoptose

GenlOmica :
Andlises genéticas,
transfeccao,

/ infec¢do, transformacéao,
imortalizacao,
senescéncia

Fluxo Intracelular
Processamento de RNA, receptores
hormonais, fluxo de metabdlitos,
mobilizacdo de calcio, transducéo de
sinais, trafico de membranas

Engenharia Tecidual
Construcéo de tecidos, matrizes,
propagacao, diferenciacao

Farmacologia : _ _
Acéo de farmacos, interagéo \ TOXICO|OgIa .
entre ligante-receptor, metabolismo Intera(;éo Célula-célula : Infeccao, citotoxidade, mutagénese,

do farmaco, resisténcia a drogas Morfogénese, controle paracrino, carcinogénese, irritacéo, inflamacgéo

proliferacdo celular, cooperacdo
metabdlica, adeséo, motilidade,
interacdo com a matriz, invasividade




Século 19: Sydney Ringer desenvolveu solucao salina contendo
cloreto de sodio, potassio, calcio e magnésio para manter os
batimentos cardiacos de um coracao isolado fora do corpo;

1885: Wilhelm Roux manteve células embrides de galinha vivas em
solucao salina aquecida por varios dias;

1907: Ross Granville Harrison isolou pequenos pedacos da medula
espinhal de anfibios em coagulo linfatico e os manteve por alguns
dias;

1913: Alexis Carrel demonstra que células podem crescer por
longos periodos em cultura, desde que alimentadas regularmente,
sob condicOes assépticas.



Obtidas diretamente do tecido animal,
podendo ser de origem tumoral ou nao.

Culturas de tecidos normais
Diploides;
Dependentes de suporte;
Vida finita em cultura;



Ceélulas cihadas do
epitelio nasal

MNeuronios de rato
(hipocampo)




Unico tipo celular expandido

Linhagens de vida limitada
Diploides;
Manutencao de caracteristicas.

Linhagens continuas
Crescimento constante;
Disponibilidade ilimitada;
Poucas caracteristicas originais.



Celulas do
epitelio renal de
simios
transformadas
pelo virus 5V-40

Células epiteliais
de carcinoma
cervical humano

Leucemia linfoblastica
aguda T
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Prototipos (50mL a 1 litro)




Reatores de bancada ( 1 a 20 litros)




Semi-industriais

50 a 500 litros










Crescimento Lento;

Fragilidade (auséncia de parede celular);
Necessidades Nutricionais complexas;
Subprodutos toxicos;

Passiveis de contaminacao.



mahnhuten
Itura de celul




-Zona de recepcao de material;
- Zona de trabalho (sala de cultura);

- Zona de lavagens e tratamento do
material;
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(10.000 ou C)

asse 5 (100 ou A)




- Camaras de fluxo laminar;
- Incubadoras;

- Centrifugas ;

- Microscopio.




Risco de contaminacao;
Perda de caracteristicas;
Alteracoes genéeticas;
Perda devido a vida finita;
Contaminacao cruzada;
Alto custo pessoal e reagentes.



Nitrogénio liquido;

- Niveis de energia cinética
tao baixos a -196°C que
nao permitem os
movimentos moleculares.




Alta viabilidade >=90%;
De preferéncia em fase exponéncial;

Agentes crioprotetores

Soro;
DMSO;
Glicerol.



Perigos
Danos ao material genético;

Injurias causadas pelo congelamento e
descongelamento sucessivos

- Estrutura de membranas;

- Contracao citoplasmatica;

- Agregacao de citoesqueleto;

- Alteracoes na cadeia respiratoria.



Congelamento lento;
Descongelamento rapido;
Compartimentos numerados;
Identificacao;

Tanque em local ventilado;
Treinamento para manipulacao de N,.






» Viabilizar o crescimento dos diversos
tipos de microorganismos e celulas.




- Fonte de carbono;
- Fontes de energia;

- Fonte de elementos essenciais para
crescimento.



Microorganismos - Agar

MacConkey Agar Shigella-Salmonella Agar




De uma maneira geral quanto maior a
complexidade da célula em questao maior
0 seu requerimento nutricional.



acidos organicos;

agua ;
gud . proteinas,;
sais inorganicos; hormanios:
acucares; i
aﬁwinoéci;:IOS' fontes de carbono;
P DA ! fontes de nitrogénio;
. J micronutrientes (ions
Lipidios;

organicos € minerais);



Nutricao;
Adesao celular;

Protecao bioldgica (antioxidantes e
antitoxinas);

protecao mecanica para celulas.



Eagle (1955)
Necessidades nutricionais de fibroblastos
murinos e celulas HelLa (Science)

Definiu assim um meio chamado de meio
minimo essencial de EAGLE (MEM)



A partir dos anos 1980, ceélulas animais
passaram a ser utilizadas industrialmente na
producao de biofarmacos.

produtividade;
reprodutibilidade de experimentos;

custos de fabricacao;
especificidade de requerimentos nutricionais.



BME - Basal de Eagle
EMEM - Minimo de Eagle
DMEM - Dulbecco - 4x aminoacidos , vitaminas

GMEM - Glasgow - 2x aminoacidos , vitaminas + glicose e
bicarboanto

RPMI - Roswell Park Memorial

Leibovitz - fibroblastos

Alfa MEM - varios propdsitos

Ham’s F10 - embrides de galinha

Ham s F12 - complexo de suplementos
Ham’s F14 - estudo de neurdnios sensoriais
IMDM - Iscove

MCDB - fibroblastos humanos

KO-DMEM



Glicose

Fonte de carbono e energia
5-25mM
Alta velocidade de consumo

Glutamina
Fonte de carbono, nitrogénio e energia
1-5mM
Alta velocidade de consumo



Metabolismo energético
CO,

Glucose glucose-6P P-gluconate ribulose-5P
fructose-diP Ribose-5P

P-enolpyruvate

transamination

QAT - Alanine

CO, ~
acetyl CoA R Lactate

oxaloacetate .

TCA cltrate

cycle

succinate 2-oxoglutarate glutamate "-_ Glutamine
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Amonia 2 a 4mM

afeta vias de transporte de K*, requerendo
maior energia da célula para manutengao do
gradiente ionico

Lactato > 20mM
Aumento da acidez e osmolalidade

Alanina;



Suplementacao

» Aditivos complexos e indefinidos;

» Soro fetal bovino.




O soro € um suplemento COMPLEXO
rico em proteinas, que estimula o transporte
de glicose, fosfato e aminoacidos e aumenta
a permeabilidade das membranas.



contaminacdoes por parasitas, bactérias,
fungos, micoplasmas, virus e prions;

Variabilidade lote a lote.






Componentes termosensiveis;
Esterilizacao por filtracao;

Filtros 0,22 um.




Seguranca

Pessoal;

Produto;

Ambiental.



Mudanca repentina de pH;
Turbidez do meio ;

Deterioracao da cultura: queda de
viabilidade, alteracoes no metabolismo



ras e fungos filamentos

icoplasma.




Menores procariontes existentes capazes
de se propagar livremente

Tem cerca de 0,3um de diametro e forma
de coccus



Principais problemas
Reducao da velocidade de proliferacao
Aberragcées cromossomicas
Alteracao do metabolismo
Aglutinacao de células em suspencao
Resposta modificada a estimulos externos

Alteracdo da eficiéncia de transfeccao



le de qualidade

visao de tecnicas e procedime







Oxigénio no ar 21%;
Células realizam principalmente glicolise;
Geracao de radicais livres;

Morte provocada por contato.



S menos dan

variacoes bruscas;




20 mOsm/kg (cel. animais

0 390 mOsm/kg (células insetos)




.8 (células insetos)

tema tamponante

Bicarbonato /CO,







Fragilidade a tensoes

\U




Otimizacao de parametros de
crescimento;

Otimizacao de meios de cultivo;
Otimizacao da expressao proteica;

Aumento de escala de cultivos.
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enzimaticos, Urgel de A(melda_ Lima, Eugenio Aquarone,
\zNoaAtler Borzani e Willibaldo Schimidell, Ed.” Edgar Blucher,

Cell Culture Technology for pharmaceutical and cell-
IF)ased tggggples, Sadetfin S. Ozturk, Wei-Shou Hu, Taylor e
rancis, :

Animal cell culture & Technology, Michael Butler, BIOS
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Laboratory Procedures in Biotechnologg Alan Doyle e J.
Bryan Griffits, Ed. John Wiley & Sons Ltd, 1998.



