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Alinha celular AKATA, derivada do linfoma de Burkitt, ¢ um modelo amplamente utilizado para estudar a
laténcia e a reativagdo do virus Epstein-Barr (EBV). O EBV é um herpesvirus ubiquo ligado a uma série de
cancros, incluindo o linfoma de Burkitt, e estabelece normalmente uma infegdo latente nas células B. Nas
células AKATA, o EBV é mantido num estado epissomal com um programa de laténcia do tipo I, expressando um
conjunto limitado de genes virais, como o EBNA-1, os RNAs EBER e os transcritos BamHI-A para a direita (BARTS).
Esta expressado genética restrita permite que o virus persista no hospedeiro sem iniciar um ciclo litico completo.
No entanto, as células AKATA podem ser activadas para entrar na fase litica, em que o virus se replica
ativamente e produz descendentes. Esta reativagdo é normalmente induzida através da ligagdo cruzada de
imunoglobulinas de superficie, o que faz das células AKATA uma excelente ferramenta para estudar a dindmica
da reativacdo do EBV e a regulacdo dos genes virais.

Ainvestigacdo que utiliza a linha celular AKATA também examinou o impacto dos agentes quimioterapéuticos
na reativagdo do EBV. Por exemplo, foi demonstrado que farmacos como o etoposido e a doxorrubicina
influenciam a laténcia viral. O etoposido induz a apoptose nas células AKATA, mas reactiva o EBV de forma
menos eficaz do que a doxorrubicina, que promove niveis mais elevados de expressdo de genes liticos e de
producdo de descendentes virais. Além disso, estudos envolvendo técnicas de edigdo de genes, como
CRISPR/Cas9, exploraram o papel dos reguladores epigenéticos nas células AKATA. Por exemplo, a eliminagéo
da histona metiltransferase EZH2 nas células AKATA perturba a manutenc&o da laténcia, reduzindo a
trimetilagdo da histona H3K27, o que leva a um aumento da expressao dos genes latentes e liticos do EBV, bem
como a uma maior replicagdo viral e proliferagao celular.

As células AKATA também apresentam carateristicas fenotipicas distintas com base na presenca do EBV, tais
como uma maior sensibilidade a agentes indutores de apoptose e variagdes na expressao de genes relacionados
com as vias apoptoticas. Estas diferengas fazem das células AKATA EBV-positivas um modelo poderoso para
dissecar a influéncia do EBV na sobrevivéncia das células hospedeiras, na expressdo genética e no ciclo de vida
do virus, particularmente no contexto do desenvolvimento do cancro e de potenciais intervengdes terapéuticas
dirigidas a doencas malignas associadas ao EBV.

Humano

Sangue

Linfoma de Burkitt

Akata, Akata-BL, Akata BL, Akata-EC, Akata-Early Culture

4 anos

Feminino

Japonés
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Morphology

Cell type

Growth
properties

Linfoblasto

CélulaB

Suspensao

Dados regulamentares

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

AKATA (nimero de catalogo Cytion 305510)

9606

CellosaurusAccession CVCL_0148

Dados biomoleculares

Viruses Transformante: EBV
Manuseamento

Culture RPMI 1640, com: 2,0 mM de glutamina estavel, com: 2,0 g/L NaHCO3 (ndimero de artigo Cytion 820700a)

Medium

Supplements Completar o meio com 10% de FBS

Subculturing Reunir as células em suspensdo num tubo de 15 ml e lavar suavemente as células aderentes com PBS sem célcio
e magnésio (utilizar 3-5 ml para os frascos T25 e 5-10 ml para os frascos T75). Aplicar Accutase (1-2 ml para os
frascos T25, 2,5 ml para os frascos T75), assegurando a cobertura total da camada celular. Deixar as células
incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Apds a incubagdo, combinar e centrifugar tanto a
suspensdo como as células aderentes. Apods a centrifugacdo, ressuspender cuidadosamente o pellet de células e
transferir a suspensdo de células para novos frascos com meio fresco.

Freeze Como meio de criopreservagao, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% DMSO para

medium uma viabilidade pds-descongelamento adequada, ou CM-1 (nimero de catalogo Cytion 800100), que inclui
osmoprotectores optimizados e estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperagéo e reduzir o stress
induzido pela crio.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirme que o frasco permanece profundamente congelado aquando da entrega, uma vez que as

células sdo enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. Apos a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservagdo da integridade celular, ou avancgar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Parauma cultura imediata, descongelar rapidamente o frasco imergindo-o num banho de dgua a 37°C
com agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40-60 segundos até ficar
um pequeno aglomerado de gelo.

4. Efetuar todos os passos subsequentes em condig8es estéreis numa capela de fluxo, desinfectando o
frasco criogénico com etanol a 70% antes de o abrir.

5. Abrir cuidadosamente o frasco desinfectado e transferir a suspensdo de células para um tubo de
centrifugagdo de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando
suavemente.

6. Centrifugar a mistura a 300 x g durante 3 minutos para separar as células e eliminar cuidadosamente o
sobrenadante que contém o meio de congelacdo residual.

7. Ressuspender suavemente o pellet de células em 10 ml de meio de cultura fresco. No caso de células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; no caso de culturas em suspensao,
transferir todo o meio para um frasco T25 para promover uma interagdo e um crescimento eficazes das
células.

8. Cumprir os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento e manutengdo continuos da
linha celular, garantindo resultados experimentais fiaveis.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% 00 atmosfera humidificada.

Flask Coating
Para uma fixagdo e viabilidade dptimas apds a descongelagdo, recomendamos a utilizagdo de frascos ou placas

revestidos com colagénio.

Freezing
Procedure As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com

refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da recegdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.
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z::‘pdpi::?fns As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com
refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage

Conditions Para conservagdo a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre

-150 e -196 °C. O armazenamento a -80 °C € aceitavel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.

Controlo de qualidade / Perfil genético [ HLA

Sterility
A contaminagdo por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detegdo de
micoplasma baseados em luminescéncia.
Para garantir que ndo ha contaminagdo bacteriana, fungica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.
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