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Objetivos

Cultivo Primario

Transformacao e
Imortalizacao Celular




Cultivo Primario

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

Migracao celular do tecido.

Neural Crest-derived Cell
Wang (2010)
Cell Death and Disease



Problemas Relacionados a Culturas
Primarias

* HIV, Hepatite, Tuberculose  Semelhanca com Primatas




Estabelecimento de uma cultura:
e Cultura primaria

* Linhagem celulares



Cultura Primaria de Fibroblastos Pulpares




l.  Aquisicao das amostras




II. Isolamento do tecido




I1l. Dissecacao e/ou desagregacao

» Explante
» Desagregacao

» Dissociacao Mecanica



I1l. Dissecacao e/ou desagregacao

» Explante

{\l V4




I1l. Dissecacao e/ou desagregacao

» Desagregacao

Tripsina/EDTA
Hialuronidase

Pronase

Dispase
Colagenase



I1l. Dissecacao e/ou desagregacao

» Dissociacao Mecanica




IV. Cultura apos a colocacao em um frasco de
cultivo (trocas do meio)

5. Estufa

2. Lavagem com PBS
3. Remocgao do PBS

1. Remoc¢ao do Meio 4. Colocagao de Meio Novo



Cultura Primaria

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




Sub-culturas

Pode ser cultivada por até 7 passagens até entrar
em processo de senescéncia e a proliferacao
cessar definitivamente.
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/\ Sub-cultura (Repique)

e’ med

Linhagens Celular Finitas e Continuas

1° passagem



Linhagens Celular Continua e Finita




20 - 80 passagens

Dipldoides

Dependéncia de Ancoragem

Possuem Inibi¢ao por Contato

Monocamada

Crescimento Celular Baixo (24 — 96h)



Inhagens Lelulares Lontinu

Sobrevivéncia no sitio secundario
Aguisizao de um fendlipo invasivo
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Adapiacao e proliferacao celular
para formar maeiaslase




Mudancas fenotipicas permanentes (DNA e expressao
génica).
Induzidas (Infeccdes por virus ou transfeccao) ou
Espontaneas (lrradiacao ou quimicos carcinogénicos)

Células Tumorais
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Fenotipos:

* Imortalizacao (aquisicdo de uma linhagem de
célula continua);

* Aberracao no controle do crescimento celular
(inibicao por contato, limitacao da proliferacao
celular por densidade celular, dependéncia da

ancoragem);

* Malignidade (crescimento invasivo quando in
vivo).
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Instabilidade Genética

* Reparo de danos no DNA; Correcao na replicacao

 Manuteng¢ao da integridade dos cromossomos — anomalias
no cariotipo




Ciclo Celular

The cell "double checks” the
duplicated chromosomes for
error, making any needed
repairs.

Mitosis
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Each of the 46 CERPAP

_ chromosomes is
 duplicated by the

cell.

Cellular contents,
excluding the chromosomes,
are duplicated.

Cell cycle arrest,

Estado de
Inativagao
Especializado



Are all chromosomes

Is all DNA replicated? attached to the spindle?

METAPHASE-TO-ANAPHASE
TRANSITION

G2/M CHECKPOINT
TRIGGER ANAPHASE AND

m PROCEED TO CYTOKINESIS

M

Is environment favorable?

G CONTROLLER

ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO S PHASE

START CHECKPOINT

Is environment favorable?

Pontos de Checagem

Tendem a agir por meio de sinais
intracelulares negativos (interrupg¢ao do
ciclo celular), em vez da remogao de sinais
positivos.

Ex: Fixacao do cromossomo ao fuso
mitotico



Giclo Celular - cinases dependentes de ciclinas

" Active S-Cdk
S-Cdk S-cyclin
S-cyclin is
degraded

Proteino-

quinases
M-cyclin is degraded

/A s

cdk = Cyclin-dependant kinases Active M-Cdk

G1/S-ciclina: liga-se a CDKs no final de G1 e permite que a célula faga a replicacdo do
DNA;

S-ciclina: liga-se a CDKs durante a fase S, necessario para o inicio da replicacao do
DNA;

M-ciclina promove os eventos de mitose.



E2F Regulada pela
proteina
retinoblastoma (Rb)
Inibido do ciclo
celular

E2F
Liga-se a regiao
promotora
de genes
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Nature Reviews | Cancer

G1/S-ciclina (ciclina E): liga-se a CDKs no final de G1 e
permite que a célula faga a replicacao do DNA;

S-ciclina (ciclina A): liga-se a CDKs durante a fase S,
necessario para o inicio da replicacao do DNA;



Dois pontos de checagem: final G; (impede a entrada na fase
S) e final G, (impede entrada na fase de mitose)

p53
“guardiao do genoma”

p53 estimula a transcricao do gene que codifica para a proteina
CKl (p21) liga-se ao complexo G1/S-Cdk e S-Cdk inibindo
a sua atividade — bloqueando a entrada na fase S




SV40 LT (Virus simio 40) —— LT (Large T) — Inativacdo da pRB e p53

Células aderentes Abortando mecanismos
apoptoticos

Virus do Epstein-Barr (EBV)
Papilomavirus humano (HPV)



Perda da capacidade de replicagdo/metabolismo celular




Acarreta em apoptose

S




Breakage - Fusion — Bridge Cycle

Ciclos de quebra-fusao-ponte

‘.‘ ‘! Fusion
0

Aberra¢coes Cromossomicas

DNA
replication § Telomeros: permitem que a

extremidade cromossomica seja
eficientemente replicada e protege
os finais dos cromossomos




Telomerase

Before - short telomere

/ hTR (componente de RNA)
hTERT (human telomerase reverse trascriptase)

_Short end
" Of DNA

Telomerase

GGTTAGGGTT A
CAAUCCCAAUC

After - long telomere

LY WA




Inducao da telomerase para a imortalizacao

Tranfeccdao com o gene da telomerase
hTERT



- Subunidade catalitica (outras subunidades RNA
hTR suficientes.

- Células evitam a crise
- -Ceélulas saem do processo do processo de crise



Perda da capacidade de replicagdo/metabolismo celular
Consulta do meio externo




Remoc¢ao do Soro antes de completa 80-90%da fase G;,
irao falhar em prosseguir o ciclo celular - Go



AAC

Cancer Research

Keratinocyte Growth Conditions Modulate Telomerase
Expression, Senescence, and Innmortalization by Human
Papillomavirus Type 16 E6 and E7Y Oncogenes

Baojin Fu, Jesse Cuintero and Carl C. Baker

Cancer Res 200363 7815-7824. Published online November 21, 2003

Queratindcitos neonatais
P16 'NK4A - bloqueia a fosforilacao pRb - pRb hipofosforilada para a proliferacao

-i- On plastic
—o—-0On feeder fibroblasts

pi16inkda vi mRNA

30 40 50
Population doublings







Em linhagens finitas (5° passagem)
90% de viabilidade

Sem contaminac¢ao

Fase ativa de crescimento

Criopreservadores: DMSO,
glicerol, polivinilpirrolidona (PVP)

1°C/min




Uescunge\amentu




denescéncia da Replicagdo Celular

Are all chromosomes

_ pRb (proteina do
. METAPHASE-TO-ANAPHASE reti n O b I a Sto m a )

Is environment favorable?
TRANSITION

S/ EHECKPOINT TRIGGER ANAPHASE AND . H inici i
m hipofosforilada inicio e meio de
. G1 - inibidora do

crescimento

C/ CONTROLLER

Ciclinas associadas a Cinases
responsaveis pela
fosforilacao — induzidas

B por sinais extracelulares
ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO S PHASE

START CHECKPOINT
Is environment favorable? "Guardiﬁ dO Ponto de Restrigﬁo"




Proc. Natl. Acad. Sci. USA
Vol. 92, pp. 4337—-4341, May 1995
Cell Biology

Oxidative DNA damage and senescence of human diploid
fibroblast cells

(8-oxoguanine /protein oxidation /oxygen tension/ a-phenyl-#-butyl nitrone /replicative life span)

QIN CHEN, ANN FISCHER, JOSHUA D). REAGAN, LIANG-JUN YAN, AND BRUCE IN. AMES™
401 Barker Hall, Division of Biochemistry and Molecular Biology, University of California, Berkeley, CA 94720

Contributed by Bruce N. Ames, January 23, 1995

Fibroblastos de Pulmao Humano
Duplicaram 50% mais em culturas com 3% de oxigénio.
As tensOes mais baixas de oxigénio refletem melhor as tensdes que in vivo




