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Informacoes gerais

Description
As células LMH, derivadas de um hepatoma de Leghorn macho, sdo uma linha celular versatil amplamente
utilizada na investigagdo bioldgica. Tomoyuki Kitagawa criou-as em 1981 no Instituto do Cancro em Téquio,
Jap3o. Estas células tém um fendtipo epitelial e sdo particularmente Gteis para estudar as interagdes entre o
hospedeiro e 0 agente patogénico no trato gastrointestinal das aves de capoeira.
As células LMH s3o aderentes e apresentam uma morfologia de tipo dendritico. Expressam glucose-6-fosfatase e
uma fraca atividade de ATPase canalicular. Com um cariétipo triploide e seis cromossomas marcadores, estas
células apresentam carateristicas genéticas distintas.
Nomeadamente, foi demonstrado que as células LMH suportam eficazmente a sintese de ADN do virus da
hepatite B do pato (DHBV) quando transfectadas com construgdes virais. Isto torna-as uma ferramenta
inestimavel para a investigacao viroldgica, particularmente no contexto das infec¢des virais relacionadas com
as aves de capoeira.
A derivagdo de células LMH envolveu a indugdo de nddulos tumorais no figado de galinhas Leghorn através de
um tratamento a longo prazo com dietilnitrosamina. Estas células foram também transformadas quimicamente,
permitindo a sua imortalizag&o e propagagdo continua em cultura.
Em termos de tumorigenicidade, as células LMH tém a capacidade de formar tumores em ratinhos nus atimicos.
Esta carateristica torna-as um modelo importante para o estudo do carcinoma hepatocelular. As células LMH
expressam o recetor de estrogénio e podem ser induzidas a expressar o gene da apolipoproteina Il (apoll)
especifico do figado. Isto indica o seu envolvimento nas vias de sinalizagdo dos estrogénios e no metabolismo
lipidico. Para cultivar células LMH, é necessario revestir previamente os vasos de cultura de tecidos com
colagénio. Isto assegura a adesdo e o crescimento adequados das células.

Organism Galinha

Tissue Figado

Disease Carcinoma hepatocelular

Applications Alinha celular é (til para estudos de transfeccdo.

Synonyms Linha celular de hepatoma macho Leghorn

’ .
Carateristicas

Breed/Subspecies  Chifre de boi

Age 16 meses

Gender Masculino

Morphology De tipo epitelial, de tipo dendritico.
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Growth Aderente. Pode demorar alguns dias até que as células crescam em coldnias totalmente aderentes.
properties

Dados regulamentares

Citation LMH (ndmero de catalogo Cytion 601411)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9031

CellosaurusAccession CVCL_2580

Dados biomoleculares

Receptors Estrogénio (expressdo de baixo nivel).
expressed
Tumorigenic As células LMH formam tumores em ratinhos atimicos.
Products Glucose-6-fosfatase, atividade ATPase canalicular (fraca)
Karyotype Triploide, nimero modal = 116, seis cromossomas marcadores
Manuseamento
Culture EMEM (MEM Eagle), com: 2 mM L-Glutamina, com: 2,2 g/L NaHCO3, com: EBSS (niimero de artigo Cytion
Medium 820100a)
Supplements Completar o meio com 10% de FBS e 1% de NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing As células LMH aderem melhor a recipientes de cultura de tecidos que tenham sido pré-revestidos com

colagénio. Remover o meio e enxaguar as células aderentes com PBS sem calcio e magnésio (3-5 ml de PBS para
T25, 5-10 ml para frascos de cultura de células T75). Adicionar Accutase (1-2 ml por T25, 2,5 ml por frasco de
cultura de células T75), devendo a folha de células ser completamente coberta. Incubar a temperatura ambiente
durante 8-10 minutos. Ressuspender cuidadosamente as células com meio (10 ml), centrifugar durante 3
minutos a 300 g, ressuspender as células em meio fresco e distribuir em novos frascos que contenham meio
fresco
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Seeding 1a3x10% células/cmz

density

Fluid renewal Acada 2 dias

Freeze Como meio de criopreservacao, 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.

Thawing and

rin .
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 preservacdo da integridade celular, ou avancar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Para uma 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¢Bes 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 suspensao 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 congelac&o 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 interacao 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
] 0, PR by <
Atmosphere 37°C, 5% 55 atmosfera humidificada.
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Flask Coating Nenhum
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 rececdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento

adequado.

Shipping

Conditions 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 recegao,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage

Conditions Para conservacdo 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 é aceitdvel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.

Controlo de qualidade / Perfil genético [ HLA

Sterility
A contaminag&o 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, flingica ou de leveduras, as culturas de células sdo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.
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