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Informacoes gerais

Description

Organism

Tissue

Synonyms
Carateristicas

Age

Gender

Morphology

Growth
properties

Alinha celular OK é uma cultura permanente de células de tipo epitelial derivada de tecido renal de uma fémea
adulta de gamba americano (Didelphis virginiana). Estabelecida in vitro, esta linha celular é notavel pelo seu
numero cromossémico modal no diploide de 23 e pela sua adaptabilidade as condi¢des de cultura de tecidos.
Inicialmente derivada de tipos celulares mistos, a cultura evoluiu para células predominantemente epiteliais
apos oito passagens. A linha celular OK foi amplamente caracterizada em termos de morfologia, constitui¢do
cromossomica e dinamica de crescimento, o que a torna um modelo robusto para estudos citogenéticos e de
isolamento de cromossomas.

Uma das principais carateristicas da linha celular OK é a sua utilidade em estudos cromossémicos,
especialmente para o isolamento do cromossoma X dos mamiferos. O cromossoma X do gamba é
significativamente mais pequeno (cerca de 30% mais pequeno do que os autossomas mais pequenos) e nao
contém grandes blocos de heterocromatina constitutiva, o que facilita a separagdo dos autossomas através de
técnicas como a microfluorometria de fluxo e a centrifugacdo em gradiente. O cariétipo estavel das células OK,
com a presenc¢a de um cromossoma marcador metacéntrico distinto, aumenta a sua aplicagdo em estudos
gendmicos e cromossomicos. A inativacdo preferencial do cromossoma X paterno neste marsupial constitui um
modelo comparativo para o estudo dos mecanismos subjacentes a inativagdo do cromossoma X nos mamiferos.

As células OK também demonstraram resiliéncia e adaptabilidade em varias condig¢Ges de cultura, incluindo
variagdes de soro e diferentes agentes de bloqueio mitdtico, como o Velban (sulfato de vinblastina), que é
particularmente eficaz para obter indices mitéticos elevados para o isolamento dos cromossomas. A
capacidade da linha celular para se sincronizar e produzir elevados rendimentos de células metafasicas
sublinha ainda mais a sua aptiddo para analises cromossomicas pormenorizadas, incluindo a quantificagdo do
contelido de ADN e a obtengdo de imagens de alta resolugdo de espalhamento cromossémico.

Gamba

Rim, cértex, tdbulo proximal

Rim de gamba, OK-WT

Adulto

Feminino

De tipo epitelial

Monocamada, aderente

Dados regulamentares
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

OK (nimero de catalogo Cytion 606465)

9267

CellosaurusAccession CVCL_0472

Dados biomoleculares

Receptors
expressed

Manuseamento

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Fluid renewal

Alfa2-adrenérgico, serotonina, hormona paratiroideia, fator natriurético atrial

EMEM (MEM Eagle), com: 2 mM L-Glutamina, com: 2,2 g/L NaHCO3, com: EBSS (niimero de artigo Cytion
820100a)

Completar o meio com 10% de FBS e 1% de NEAA

Accutase

Retirar o meio antigo das células aderentes e lava-las com PBS sem calcio e magnésio. Nos frascos T25, utilizar
3-5mlde PBS e, nos frascos T75, 5-10 ml. Em seguida, cobrir completamente as células com Accutase, utilizando
1-2 ml para os frascos T25 e 2,5 ml para os frascos T75. Deixar as células incubar a temperatura ambiente
durante 8-10 minutos para as destacar. Apos a incubagdo, misturar suavemente as células com 10 ml de meio
para as ressuspender e, em seguida, centrifugar a 300xg durante 3 minutos. Deitar fora o sobrenadante,
ressuspender as células em meio fresco e transferi-las para novos frascos que ja contenham meio fresco.

Recomenda-se uma proporcao de diluicdo de 1:4 a 1:8

2 a3 vezes por semana

Freeze Como meio de criopreservagdo, 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 recuperacéo 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 s3o enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. Apds a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservacdo 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 condi¢8es 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
centrifugacdo 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 congelagao 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 intera¢do 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% s atmosfera humidificada.

Flask Coating Nenhum

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

refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececao,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.
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z::‘pd':;lt?ogns 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.

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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