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Culturas Celulares

O que sao?

Para que se utilizam e porqué?
LimitacOes?

Categorias celulares



Culturas Celulares

Surgiram nos principios do séc. XX como método de
estudo do comportamento de células animais fora do
organismo multicelular, livres de influéncias
sistémicas

Inicialmente realizadas em tecido nao desagregado

Passado meio século expandiu-se a técnica da
cultura de células dispersas

No inicio foi usado tecido de anfibio, depois foi
transportado para a galinha e, finalmente, para o
mamifero



I ista de células cultivadas

Tecido conjuntivo: fibroblastos, cartilagem,
0SSO

Musculo: esquelético, cardiaco, liso
Epitélios: diversas origens

Células neurais: glia, neurdnios
Células endocrinas

Melanocitos

Células tumorais



Interesses de cultivar células

nteresse médico

nteresse cientifico

nteresse industrial e ambiental
nteresse social e ético




Interesse médico

Producao de vacinas antivirais
Compreensao de fendmenos neoplasicos
Producao de anticorpos monoclonais

Transformacao de células humanas para producao de
farmacos

Amniocentese

Cirurgia reconstrutiva (células epidérmicas e
endoteliais)

Manipulacao genética de células para re-implantacao
Efeitos toxicos farmacologicos



Interesses

Interesse cientifico
Interaccoes intercelulares

Mecanismos de controlo de diferenciacao celular/
desenvolvimento

Interesse Industrial e ambiental
Efeito de certos poluentes ambientais

Interesse social e ético

“Direito dos animais”: substituicao parcial da
experimentacao animal (ex.: industria de cosméticos)



Culturas de c€lulas - Vantagens

Controlo das condicoes fisico-quimicas e
fisiologicas

Aumento da homogeneidade das células
Factores economicos:

@ Exposicao directa a reagentes:
concentracao reduzida

Poupanca no uso de animais



Cultura de c€lulas - Desvantagens

Custo de esforco e material: producao de pouco
material bioldgico

“Desdiferenciacao” e seleccao das células: perda
de caracteristicas fenotipicas

Rastreio das celulas: expressao de marcadores
do tecido original

Instabilidade ao longo das passagens: taxa de
crescimento, n.° cromossomico, entre outros



Culturas de células - Limitacoes

Perda de interaccoes intercelulares

Auséncia de regulacao pelos sistemas
endocrino e nervoso

Aspectos metabodlicos



Categorias de culturas celulares

Culturas primarias

@ Desagregacao mecanica ou enzimatica do tecido
Purificacao das células em estudo

@a partir da 12 passagem

Linhas celulares
Linhas seleccionadas para uma dada
caracteristica

Estirpes celulares

Ul

Clone Celular

(obtido a partir de uma unica célula)



Categorias de culturas celulares

Linha celular finita — n.® limitado de
passagens (senescéncia)

Linha continua ou imortalizada —
espontaneamente ou transformada
(mutagenios, virus, irradiacao, entre outros)



Tipos de cultura

Cultura de orgaos — arquitectura do érgao mantida
Cultura de explantes — migracao de células
Cultura celular — possibilidade de passagem

Cultura histotipica — reconstituicio da estrutura
tecidular

Cultura organotipica — recombinacao de diferentes
tipos celulares

Cultura aderente — células dependentes de
“ancoragem’”

Cultura em suspensao — celulas dependentes de
ancoragem (hematopoiéticas, algumas tumorais),
facilidade de manipulacao



Meios de cultura

As condicoes de cultura visam mimetizar o
mais fielmente possivel as condicoes em que
as células se encontravam in vivo, tais como:

Temperatura
Osmolalidade
Nutricao

pH

Oxigénio

Dioxido de carbono



Meio de cultura basico

Objectivos
Manutencao do pH (7.2-7.4) e osmolalidade

@ Vitalidade celular

Fornecimento de nutrientes e fontes de energia

@ Crescimento

Sobrevivéncia celular

Exemplos de meios: Eagle e derivados, Ham’s F12



Meios - constituintes

Solucao salina equilibrada
Tamponamento

Fontes de energia
Vitaminas

Oligoelementos
Antibibticos

Outras substancias



Solucao salina equilibrada

= Sais inorganicos (pH e pressao osmotica —
meio iIsosmaotico)




Tamponamento

Objectivo: Compensar a producao de CO2 e acido
lactico

Bicarbonato de sodio: equilibrio com o CO2
dissolvido e na atmosfera da estufa

Tampoes organicos: independentes de CO2 (ex.
HEPES)

Indicador de pH: vermelho de fenol



Fontes de energia

-
® Glucose

= Aminoacidos essenciais: arginina, isoleucina,
metionina, glutamina




Vitaminas

Vitamina B essencial para o crescimento

Precursores de co-factores (biotina, acido
folico, riboflavina)
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Oligoelementos

Ferro
Cobre
Zinco
Selénio
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Antibi16ticos

De baixa toxicidade e espectro alargado
Penicilina + estreptomicina
Gentamicina




Outras substancias

Substancias a adicionar, principalmente na
auséencia de soro:

Hormonas e factores de crescimento:
Insulina, hidrocortisona

Proteinas e polipéptidos: fetuina,
fiboronectina, albumina, transferrina

Acidos gordos e outros lipidos



Soro

Constituintes:
Factores de crescimento e hormonas
Proteinas transportadoras
Agentes protectores: anti-proteases
Factores de adesao celular: fibronectina, laminina
Nutrientes: aminoacidos, glucose

Pré-esterilizado, testado e congelado

Inactivado pelo calor (56°C, 30°): destruicao de
proteinas



Soro - Vantagens

Capacidade de estimular o crescimento das
células

Eficaz em muitos tipos celulares

Minimizacao de efeitos toxicos e
perturbacoes do meio



Soro - Desvantagens

Componentes e concentragdes mal definidas
Variabilidade de lotes

Presenca de anticorpos
Riscos de contaminacao (BSE)

Introducao de dificuldades experimentais
acrescidas



Outras solucdes necessarias

Agua
Contaminantes inorganicos (metais) e inorganicos
(produtos provenientes de algas e microbios)

Maior pureza possivel
(desionizacao+destilacao+filtracao)

Solucoes salinas

Meios de lavagem

Ex.: Earle’s BSS, Dulbecco’s PBS, Hank’s BSS
Enzimas

Proteoliticos

Tripsina com ou sem EDTA



Contaminacoes

Inexperiéncia
Omissao de etapas na técnica asséptica
Ambiente (p6, humidade, operador, animais)

Causa recorrente (verificacao do
equipamento e stocks)



Detec¢ao de contaminagoes

Mudanca repentina de pH

Meio turvo

Observacao em MOC (bactérias, fungos e leveduras)
Observacao em ME (virus)

Testes de esterilidade

Deterioracao das condicoes de cultura, alteracao do
metabolismo celular @

Micoplasma

@ Microorganismos cujo tamanho e complexidade os situa entre
as bactérias e os virus. S4o 0s menores organismos de vida

livre conhecidos.




Procedimentos de rotina

Sementeira
Passagem

Teste de viabilidade
Contagem
Congelacao
Descongelacao



Culturas de células epiteliais

As células epiteliais sao muitas vezes responsaveis
pelas funcdes dos 6rgaos, tais como: absorcao no
rim, secrecao no figado e pancreas e trocas gasosas
no pulmao

Sao também muito interessante como modelos de
diferenciacao e cinética de células estaminais
(especialmente os queratindcitos) e também porque
sao os tecidos mais comuns em situagoes de cancro



Culturas de células epiteliais

Devido a estas razoes, as células epiteliais
tem sido foco de atencao durante varios anos

O maior problema deste tipo de culturas € o
crescimento de tecido conjuntivo

Para prevenir este crescimento devem ser
efectuadas alteracoes a nivel nutricional



Culturas de células epiteliais

Epiderme

Mama

Colo do utero

Tracto gastrointestinal
Figado

Pancreas

Rim

Tragquela

Bronquio



Cé¢lulas mesenquimatosas

Incluem as células que derivam da
mesoderme embrionaria, excluindo o sistema

hematopoiéetico

Exemplos de culturas de células da
mesoderme:

Tecido conjuntivo
Tecido adiposo
Tecido muscular
Cartilagem

Osso



Ceélulas neuroectodermais

Células que derivam das células da
neuroectoderme embrionaria

Exemplos de culturas:
Células da glia
Células enddcrinas



Outros tipos de culturas celulares

Células hematopoiéticas
Macrofagos

Gonadas

Teratomas

Tecidos tumorais
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