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Historico
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1907 e 1910 Tubo medular

o (sapo)
overslip Explant
Ny P

Glass depression slide

“Quando se tomam precaucodes assépticas adequadas, os tecidos
sobrevivem nessas condi¢cdes por uma semana e, em alguns
casos, foram mantidos espécimes vivos durante
aproximadamente quatro semanas”

“Fibras nervosas surgem das células nervosas”




Historico

Carrel - Burrows

Linfa provenientes de pintos - cultivo de
células de aves e mamiferos.

Burrows - Rockefeller Institute




Historico

CULTIVATION OF TISSUES IN VITRO AND ITS
TECHNIQUE.*

By ALEXIS CARREL avp MONTROSE T. BURROWS.

{(From the Laboratories of the Roc lleyr Institute for Medical Research,
New Fork))

AN ADDITION TO THE TECHNIQUE OF THE CULTIVA-
TION OF TISSUES IN VITRO.*

By ALEXIS CARREL axp MONTROSE T. BURROWS.

( From the Laboratories of the Rockefeller Institute for Medical Research,
New York)




Historico

1950 — Tripsina
Desenvolvimento de Meios de Cultivo
Antibioticos

1952 — 1955 Primeira linhagem de células humana Hela
(George Gey)




Células em Suspensao Células Aderidas

Leucemia Promielocitica Aguda Humano — HL-60

Sem aumento de area superficial
de suporte

A forma assumida pela célula geralmente reflete a sua origem.



Matriz extracelular/ Adesao celular




Tecido conjuntivo
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Matriz extracelular abundante e células
esparsamente distribuidas.

Rica em polimeros fibrosos, a matriz sofre o
estresse mecanico e nao a célula



Tecido Epitelial

nn EPITHELIUM

BASEMENT
MEMBRANE

STROMA

Matriz extracelular esparsa (membrana basal).
Alta densidade celular.
Células sofrem o estresse mecanico.



Simple squamous

+ Lines blood vessels
and air sacs
of lungs

* Permits exchange
of nutrients, wastes,
and gases

Simple cuboidal

* Lines kidney
tubules and glands

* Secretes and
reabsorbs water
and small molecules

Simple columnar

* Lines most
digestive organs

* Absorbs nutnents,
produces mucus

Goblat call

Tecido Epitelial

(a) Most epithelial tissues line or cover surfaces or body cavities

Copyright @ 2001 Banjamin Cummings, an imprint of Addison Wasley Longman, Inc.

Stratified squamous

* Quter layer of skin
mouth, vagina

* Protects against

abrasion, drying
out, infection

Stratified cuboidal

* Lines ducts of
sweat glands

* Secretes water
and ions

Stratified columnar

* Lines epididymus,
mammary glands
larynx

* Secretes mucus

Basement
membrane




Juncoes Celulares

Ocorrem em pontos de contato célula-célula e
célula-matriz (tecidos repletos de
epitélio)

Nature Reviews | Molecular Cell Biology




Juncoes Celulares

Simple squamous Stratified squamous

* Quter layer
mouth, va

Simple cuboidal

* Line
tubules and glands

Simple columnar

Simple columnar st comnr

* Lines most
digestive org

* Absorbs nutnents,
produces mu

Goblet call




Juncoes Celulares

Juncao bloqueadora (juncdes compactas - vertebrados): Impedem que pequenas
moléculas vazem de um lado para outro.

[ransmembrane
proteins

= < Adherens junction

E-cadherin

light junction

/
/

»Desmosomal

Intermediate
filament

§, /. cadherin

W)

= A
b

lransmembrane
proteins (occludin
and claudins)

Basolateral domain




Juncoes bloqueadoras

Tight Junction and Transport




Juncoes de Ancoramento

Juncao de Ancoramento: Conectam o citoesqueleto de uma célula ao citoesqueleto
da célula vizinha ou a matriz extracelular.

[ransmembrane
proteins

K:—_ Tight junction

S Adherens junction
Ss——_1
E-cadherin

Deqmnqomrl

Intermediate
filament

Nature Reviews | Molecular Cell Biology




Jung¢ao de Ancoramento

Proteinas de ancoramento intracelular (placa):

conectam o complexo a filamentos de actina e
filamentos intermediarios

Proteinas de adesdao transmembrana :

liga-se a proteina de ancoramento intracelular e
dominio extracelular da proteina de
adesao transmembrana da outra célula.

Formas Funcionais:

Junc¢oes aderentes (actina) e desmossomos (intermediario): célula-célula;
proteinas de adesao transmembrana familia da caderinas.

Adesoes focais (actina) e os hemidesmossomos (intermediario): célula-matriz;
proteina de adesao transmembrana familia das integrinas



Juncoes Comunicantes (Tipo Fenda)

Gap-junction Connexon

channel

.-\‘ ’\_\.

Proteinas formadora de canais - Conexinas.
No homem 14 tipos diferentes.

1.5 nm (aminoacidos, ions, vitaminas, acucares,
mediadores intracelular).

Manutencao de uma distancia fixa entre as
células.

Cytosol

Connexin COO
subunit




Moléculas de Adesao Celular
(CAMs)

- Proteinas transmembranas.

- Moléculas de adesao célula-célula ou
célula-matriz.

- Dependentes ou independentes de
Ca2+
- Caderinas, superfamilia das
imunoglobulinas e selectinas.
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Moléculas de Adesao Celular - (CAMs)

1. Caderinas

Cadeia polipeptidica dobrada em cinco
a seis repeticdes.
lons posicionados entre cada par de
repeticao de caderina,
formando uma estrutura
rigida.




Moléculas de Adesao Celular - (CAMs)

1. Caderinas

Ligacdo homofilica — cederinas do mesmo tipo em ambas as células.
Ligacdao Heterofilica — caderinas diferentes.

Ligacdo dependente de ligante — ligadas por meio de outra molécula



Moléculas de Adesao Celular - (CAMs)

1. Caderinas

Caderina —E

Células epiteliais
Caderina-N

Nervo, musculo e nas células do cristalino
Caderina-P

Células da placenta e da derme
Caderina-VE
Células endoteliais
80 membros da superfamilia das caderinas (mamiferos)



Moléculas de Adesao Celular - (CAMs)

2. Superfamilia das imunoglobulinas

Um ou mais dominios semelhantes a Ig

Moléculas de adesao de célula neuronal (N-CAM)
mais prevalente nos vertebrados,
ligacao homofilica,
alguns ligacao heterofilico.



Células em Monocamadas
Adesao Celular — Proliferacao

Carcinoma de Pulmao Htjmano - A549



Etapas da Adesao/Proliferagcdo
1. Adsorcao de fatores de adesao: proteinas de matriz extracelular;
2. Contato das células com a superficie;
3. Adesao celular;

4. Espraiamento celular.

Carcinoma de Prostatd Huiﬁano
LNCaP ,




Frascos (garrafas) de Cultura

Garrafas de Vidro — Propriedades opticas e carga de
superficie.

Garrafas Plasticas - (Poliestireno) Possuem boas
propriedades dpticas, uma superficie plana, uniformidade
quanto as propriedades e reprodutibilidade.

Hidrofobicas —— Tratadas com quimicos e irradiacaoy



Fibroblastos: adesao
ao substrato

Fibroblasto de Pulmao Humano — IMR-90

Células Epiteliais: adesao ao

substrato e adesao
células-células (placas)

Adenocarcinoma de Colorretal Humano — HT-29



inugia Celular

tight junction

actin
filamaoants

adhesion beit
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desmosome
(codhering)
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|Qeagentes

1. Tripsina/EDTA

Células aderentes — Tripsina/EDTA
Células nao aderentes - Centrifugacao

Trypsin 0.26% (1X)
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EDTA — atua como guelante
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Matriz Extracelular

MEC = Fenétipo Celular

Linhagens Celulares: MEC
Culturas Primarias e Células Especializadas: MEC exdogeno
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Matriz Extracelular Exégena

Facilitar a adesao, crescimento e diferenciacao

Condicionamento

segunda cultura no frasco e meio de outra cultura

Colageno

altamente purificado; preco elevado

Laminina

altamente purificada;

Géis

mistura de colagenos, predominancia do Tipo |




Giologia Celular

As cflulas sio separadas ¢
VAo para o

Feeder Layer

- >
Embriio ™%
no estagio

de blastocisto

Blastomero ~o
isolado

.f\
,
4 g Células de fibroblasto de
utro recipioente
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N

Novas of¢lulas de alimentacio

Cultura estéavel de células-tronco

rato para alimentar a coloni

a
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Embryonic Stem Cell Lines Derived from Human Blastocysts
Thomson (1998)

Science




|Qeagentes

2. PBS

3. Meios de Cultura

Grande numero de aminoacidos

Vitaminas

Minerais (Ca%*, Na*, K*, CI")

Glicose

Antibidticos

Suplementos Organicos (proteinas, peptideos, piruvato)
Hormonios e Fatores de Crescimento

Vermelho de fenol

Ex: RPMI 1640, MEM (Minimal Essential Medium (Eagle) , DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium)




|?Eagentes

4. Soro

Soro
= Fatores de Crescimento
ik Fatores de Adesdo e Atividade Anti-tripsina
Mineral

Fetal Bovine Serum

U.S. Origin

Lipideos
Hormonios
Proteinas

Nutrientes e metabdlitos (aminoacidos, glicose...)
Ex: Fetal Bovine Serum, Horse Serum, Goat Serum
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Vermelho de fenol — Pode interferir na fluorescéncia e absorbancia




Eunaigﬁes Ambientais

2. Co,e Bicarbonato

H,0+CO, < H,CO, < H*"+HCO,"

NaHCO; =—— Na™+ HCO;~

CO, - redugao do pH
Bicarbonato de Sédio — Aumento do pH

CO, Liberado por Células X CO, Liberado pela Incubadora

5% de CO,
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3. Temperatura

. Dependente da temperatura corporal do animal do qual as células
foram obtidas.
. De variacOes anatomicas (ex: pele e testiculo).
. Incorporacao de uma temperatura de seguranca.

Temperatura utilizada: 37°C
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4. Osmolalidade

Plasma humano: 290 mosmol/kg
Cultivo Celular: 260 mosmol/kg e 320 mosmol/kg
Diferenca de Osmolalidade entre os Meios de Cultivos e evaporacao.

Humidade relativa do ar 95% (mais proximo da saturacao)



Londigdes Ambientais

5. Forma e Composicao de Suportes para Adesao
Celular




1.  Cultivo Primario de Explantes

E 0 estagio da cultura apds o isolamento das células e antes da primeira sub-
cultura.

Migracao celular do tecido.
(Freshney 2005)

Neural Crest-derived Cell Adult Human Retina
Wang (2010) Mayer (2005)
Cell Death and Disease British Journal of Ophthalmology



2. Cultivo Celular

Refere-se a uma cultura derivada de células dispersas oriundas de um tecido
ou linhagens celulares.

Carcinoma de Préstata Humano
LNCaP




Linhagens Finitas e Continuas
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3. Cultivo de Orgio

Refere-se a uma cultura tridimensional de tecidos nao desagregados que
retém parcialmente ou completamente a histologia de um tecido in vivo.

Orgdo Dental

Técles (2008)
Journal of Biomedical Materials Research Part B:
Applied Biomaterials




Fonte Orgdos embrionérios Fragmentos de Tecido desagregado,
e fragmentos de tecidos culturas primarias e
tecidos (adulto) linhagens celulares
Empenho Alto Moderado Baixo
Histologia Informativo Dificil Nao é plausivel de
aplicacao
Propagacao N3ao é possivel Possivel Procedimento padrao

Reprodutibilidade e
homogeneidade

Muita variacao entre
as amostras

Muita variacao entre
as amostras

Baixa variacao entre
as amostras

Quantificacao

Dhifel

Dificil

Facil, muitas técnicas
disponiveis




4. Histotypic Culture (Cultivo Histotipico)

As células sao re-agregadas ou crescem para re-criar uma estrutura
tridimensional com uma densidade celular semelhante ao do tecido.




|||Jns de Cultive

5. Organotypic Culture (Cultivo Organotopico )

Refere-se a co-cultura, com ou sem matriz, de diferentes tipos celulares.




Farmacologia
Acao de drogas, interacao
receptor-ligante,
metabolismo de drogas,
resisténcia a drogas.

Produtos Celulares

Proteomica, produtos
biotecnoldgicos,
secrecgoes.

Atividade Intracelular

transcricao de DNA, sintese
de proteina, apoptose,
diferenciagao, ciclo
celular.

Imunologia
Epitopos da superficie
celular, hibridomas,
citocinas e sinalizacao,
inflamacao.

GenOmica
Anadlise genética,
transfeccao,
transformacao,
imortalizacao.

Fluxo Intracelular
Processamento de RNA,
metabolismo do cdlcio,
fluxo de metabdlitos,
transducao de sinais,
receptores hormonais,
transporte de
membrana.

Interagao célula-célula

Morfologia, controle
paracrino, cinética de
proliferagao celular,
cooperagao metabdlica,
adesdo e mortalidade
celular

Engenharia Tecidual

Toxicologia

citotoxidade, metagénese,
carcinogénese,
irradiacao, infeccao,
inflamacao.




Matriz Extracelular Exégeno

Matrigel
Sarcoma de Engelbreth—Holm—-Swarm — Camundongo
Células epiteliais

Componentes basicos da membrana — laminina,

fibronectina e proteglicanas




