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Alinhagem celular NCI-H1975 é um modelo bem estabelecido derivado do carcinoma pulmonar de células ndo
pequenas (NSCLC) humano, especificamente do adenocarcinoma. Essa linhagem celular é particularmente
significativa devido as suas mutag&es duplas no gene do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR).
Ela apresenta a mutacdo ativadora L858R no exdo 21 e a mutacgado T790M no exdo 20, o que confere resisténcia
aos inibidores de tirosina quinase (TKIs) de primeira geragcdo, como o gefitinibe e o erlotinibe. Essas
caracteristicas genéticas tornam a NCI-H1975 uma ferramenta valiosa para o estudo de mecanismos de
resisténcia a medicamentos e para o teste de inibidores de EGFR de Ultima geragao.

A mutagdo T790M altera a cavidade de ligagdo ao ATP do EGFR, reduzindo a eficacia dos inibidores de EGFR
anteriores, a0 mesmo tempo em que mantém a atividade de sinalizagdo do receptor. Essa propriedade
impulsionou pesquisas sobre inibidores de terceira geragdo, como o osimertinibe, que tém como alvo seletivo o
EGFR com mutagdo T790M, poupando o EGFR de tipo selvagem e reduzindo os efeitos fora do alvo. Estudos que
utilizam o NCI-H1975 contribuiram para a compreensdo dos impactos estruturais e funcionais dessas mutagdes
nas vias de sinalizagdo mediadas pelo EGFR, incluindo efeitos a jusante nas vias PI3K/AKT e RAS/RAF/MEK/ERK,
que sdo fundamentais para a proliferagdo e sobrevivéncia das células tumorais.

Além de seu papel na pesquisa sobre resisténcia a medicamentos, a linha celular NCI-H1975 é empregada em
avaliagGes pré-clinicas de terapias combinadas que visam superar a resisténcia ao atuar em mdltiplas vias. Seu
perfil genético e molecular bem caracterizado, incluindo dados detalhados sobre variagdes no niimero de
cdpias e paisagens mutacionais, consolidou seu status como um modelo essencial no estudo da biologia do
NSCLC e no desenvolvimento terapéutico.
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

NCI-H1975 (nimero de catalogo da Cytion 305067)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1511
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RPMI 1640, com 2,0 mM de glutamina estavel e 2,0 g/L de NaHCO; (nimero de artigo da Cytion: 820700a)

Adicione 10% de FBS ao meio

Accutase

Remova o meio antigo das células aderentes e lave-as com PBS sem calcio nem magnésio. Para frascos T25, use
3 a5 mlde PBS; para frascos T75, use 5 a 10 ml. Em seguida, cubra as células completamente com Accutase,
utilizando 1 a 2 ml para frascos T25 e 2,5 ml para frascos T75. Deixe as células incubarem a temperatura
ambiente por 8 a 10 minutos para que se desprendam. Apés a incubagdo, misture delicadamente as células com
10 ml de meio para ressuspender, depois centrifugue a 300xg por 3 minutos. Descarte o sobrenadante,
ressuspenda as células em meio fresco e transfira-as para novos frascos que ja contenham meio fresco.

2 a3 vezes por semana

Como meio de criopreservacgao, utilizamos meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% de DMSO para
garantir viabilidade adequada apds o descongelamento, ou CM-1 (ndimero de catdlogo da Cytion 800100), que
inclui osmoprotetores e estabilizadores metabdlicos otimizados para melhorar a recuperagdo e reduzir o
estresse induzido pela criopreservacao.
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Thawing and

rin " . . ~
Culturing Cells 1. Verifique se o frasco permanece profundamente congelado no momento da entrega, pois as células sao

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

2. Apos o recebimento, armazene o criovial imediatamente a temperaturas abaixo de -150 °C para garantir
a preservagao da integridade celular ou prossiga para a etapa 3, caso seja necessaria a cultura imediata.

3. Para culturaimediata, descongele rapidamente o frasco imergindo-o em um banho-maria a 37 °C com
agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente por 40 a 60 segundos até que reste
apenas um pequeno pedaco de gelo.

4. Realize todas as etapas subsequentes em condi¢des estéreis em uma cabine de fluxo, desinfetando o
criovial com etanol a 70% antes de abri-lo.

5. Abra cuidadosamente o frasco desinfetado e transfira a suspensao celular para um tubo de centrifuga
de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando delicadamente.

6. Centrifugue a mistura a 300 x g por 3 minutos para separar as células e descarte cuidadosamente o
sobrenadante contendo o meio de congelamento residual.

7. Ressuspender suavemente o sedimento celular em 10 ml de meio de cultura fresco. Para células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; para culturas em suspensao, transferir
todo o meio para um frasco T25 a fim de promover a interagdo e o crescimento celular eficazes.

8. Siga os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento continuo e a manutengdo da
linhagem celular, garantindo resultados experimentais confiaveis.

Incubation
Atmosphere 37 °C, 5% de CO,, atmosfera umidificada.

(S::LpleiL?fns As linhagens celulares criopreservadas sdo enviadas em gelo seco, em embalagens isoladas e validadas, com
refrigerante suficiente para manter a temperatura em aproximadamente —78 °C durante todo o transporte. Ao
receber a remessa, inspecione o recipiente imediatamente e transfira os frascos sem demora para o local de
armazenamento adequado.

Storage
Conditions Para preservagdo a longo prazo, coloque os frascos em nitrogénio liquido em fase de vapor a uma temperatura

entre aproximadamente —150 e -196 °C. O armazenamento a —80 °C é aceitavel apenas como uma etapa
intermediaria de curta duragdo antes da transferéncia para o nitrogénio liquido.

Controle de Qualidade e Analise Molecular
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Sterility

A contaminagdo por micoplasma é descartada por meio de ensaios baseados em PCR e de métodos de detecgdo
de micoplasma baseados em luminescéncia.

Para garantir que n3o haja contaminagdo por bactérias, fungos ou leveduras, as culturas celulares sdo
submetidas a inspeges visuais didrias.
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