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Morphology

Growth
properties

Alinhagem celular OK é uma cultura celular permanente de tipo epitelial derivada do tecido renal de uma fémea
adulta de gamba-americano (Didelphis virginiana). Estabelecida in vitro, essa linhagem celular se destaca por
seu nimero modal cromossémico ndo diploide de 23 e por sua adaptabilidade as condi¢ées de cultura de
tecidos. Inicialmente derivada de tipos celulares mistos, a cultura evoluiu para células predominantemente
epiteliais apds oito passagens. A linhagem celular OK foi amplamente caracterizada em termos de morfologia,
constituicdo cromossémica e dindmica de crescimento, tornando-se um modelo robusto para estudos
citogenéticos e de isolamento de cromossomos.

Uma das principais caracteristicas da linhagem celular OK é sua utilidade em estudos cromossémicos,
especialmente para o isolamento do cromossomo X de mamiferos. O cromossomo X da sariguéia é
significativamente menor (aproximadamente 30% menor que os autossomos menores) e ndo contém grandes
blocos de heterocromatina constitutiva, facilitando a separagdo dos autossomos por meio de técnicas como
microfluorometria de fluxo e centrifugacdo em gradiente. O cari6tipo estavel das células OK, com a presenca de
um cromossomo marcador metacéntrico caracteristico, amplia sua aplicagdo em estudos genémicos e
cromossomicos. A inativacdo preferencial do cromossomo X paterno nesse marsupial fornece um modelo
comparativo para o estudo dos mecanismos subjacentes a inativagdo do cromossomo X em mamiferos.

As células OK também demonstraram resiliéncia e adaptabilidade em varias condig¢Ges de cultura, incluindo
varia¢des de soro e diferentes agentes de parada mitética, como o Velban (sulfato de vinblastina), que é
particularmente eficaz para alcancar altos indices mit6ticos para o isolamento cromossdmico. A capacidade da
linhagem celular de sincronizar e produzir altos rendimentos de células em metafase ressalta ainda mais sua
adequacdo para analises cromossémicas detalhadas, incluindo a quantificagdo do contelido de DNA e a
obtencdo de imagens de alta resolugdo de espalhamentos cromossémicos.

Gamba

Rim, cértex, tdbulo proximal

Rim de gamba, OK-WT

Adulto

Mulher

De tipo epitelial

Monocamada, aderente

Dados regulatorios
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

OK (nimero de catalogo da Cytion 606465)

9267

CellosaurusAccession CVCL_0472

Dados biomoleculares

Receptors
expressed

Manuseio

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

Receptores alfa-2-adrenérgicos, serotonina, horménio paratiredideo, fator natriurético atrial

EMEM (MEM Eagle), contendo: 2 mM de L-glutamina, contendo: 2,2 g/L de NaHCO;, contendo: EBSS (nimero de
artigo da Cytion 820100a)

Adicione ao meio 10% de FBS e 1% de NEAA

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

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

medium garantir viabilidade adequada apds o descongelamento, ou CM-1 (nimero de catalogo 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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