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Descricdo

As células HaCaT sao um modelo fundamental na investigagao dermatoldgica, oferecendo conhecimentos sobre os mecanismos complexos
da biologia e patologia da pele. Alinha de células HaCaT espontaneamente imortalizada € derivada de células epidérmicas humanas adultas
e mantém a capacidade de proliferar e sofrer diferenciagdo, semelhante aos queratinécitos basais in vivo. As células HaCaT constituem uma
plataforma robusta para investigar o processo de diferenciagcao epidérmica e estudar os marcadores de diferenciacéo epidérmica essenciais
para manter a integridade da pele.

A suscetibilidade das células HaCaT a apoptose e a sua sensibilidade aos agentes indutores de apoptose sdo amplamente estudadas,
nomeadamente no contexto de agentes citotéxicos como o RIPL. Os investigadores avaliam as citotoxicidades destes agentes e a extensao
da citotoxicidade utilizando células HaCaT, recorrendo a técnicas como a microscopia de fluorescéncia para visualizar as alterac6es
celulares.

Os investigadores utilizaram as células HaCaT para examinar os efeitos de varios agentes, incluindo substratos antimicrobianos e a sua
influéncia na viabilidade celular. Estas células sdo um excelente substrato para testar biomateriais antimicrobianos e substratos de
atelocolagénio antimicrobianos, cruciais para a reparagao da pele e aplicagdes médicas.

Alinha epidérmica HaCaT desempenha também um papel crucial no estudo da senescéncia celular, das citocinas e dos perfis de expresséo
genética relacionados com o envelhecimento e as doengas crénicas. Os perfis transcricionais das células HaCaT, incluindo o papel do kB e
dos microRNAs, permitem compreender os mecanismos reguladores a nivel molecular.

A linha de queratinécitos HaCaT, com as suas carateristicas de queratinécitos epidérmicos, oferece um sistema tratavel para dissecar a
intrincada interacéo entre as células epidérmicas e o sistema imunitario, especificamente o papel dos queratindcitos nos estados de doenca.
Permitem a exploragdo de modificagdes epigenéticas e a sua influéncia na diferenciagdo dos queratindcitos, incluindo a formagéao do
envelope cornificado, uma carateristica fundamental da fungéo de barreira da pele.

Em resumo, as células HaCaT s&do um modelo indispensavel na investigagao dermatolégica, facilitando uma compreensao mais profunda da
biologia e da patologia da pele através da sua semelhanca com os queratindcitos basais e da sua capacidade de crescimento e
diferenciacgao celular. A sua aplicacéo vai desde o estudo da diferenciagdo epidérmica e dos efeitos antimicrobianos até a exploracéo de
respostas celulares como a apoptose, o que as torna uma pedra angular da biologia celular e da investigagao biomédica.

Tecido Pele

CLASSIFICAGCAO

Organismo Humano
Sexo Masculino
Propriedades de crescimento Aderente
Nivel de biosseguranca 1

CARACTERISTICAS

Tipo de célula Queratindcitos com um diametro de 20-25 micrémetros.
Tumorigénico Né&o
Cariétipo

Aneuploide (hipotetrapléide)

Tempo de duplicacao O tempo de duplicacéo das células HaCaT é de 28 horas.
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IDENTIFICADORES

Referéncia
HaCaT (numero de catalogo Cytion 300493)

Numero de identificacao fiscal do 9606
NCBI
Cellosaurus CVCL 0038

MANUSEAMENTO E CULTURA

Meio de cultura

DMEM, com: 4,5 g/L de glucose, com: 4 mM de L-Glutamina, com: 3,7 g/L de NaHCO3, com: 1,0 mM de piruvato de sédio (nimero de artigo
Cytion 820300a)

Atmosfera de incubacao 37°C, 5%C02, atmosfera humidificada.

Suplementos

Completar o meio com 10% de FBS

Reagente de dissociacao A mistura 1:1 de EDTA (stock: 0,05%) e tripsina (stock: 0,1%) tem de ser preparada antes
da separagao das células, utilizando PBS sem Ca2+ e Mg2+ para obter uma osmolaridade
fisiol6gica. Nao se recomenda a utilizag8o de misturas de tripsina/EDTA prontas a usar, uma
vez que tal pode resultar em aglomerados de células. Em alternativa, pode ser utilizado o
TrypLE Express (Life Technologies) em vez de tripsina/EDTA. O protocolo do fabricante
deve ser seguido.

Subcultura

Eliminar o meio antigo: Remover cuidadosamente o meio de cultura antigo dos frascos.

Lavar as células: Adicionar 3-5 ml de solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) sem célcio e magnésio aos frascos T25, ou 5-10 ml aos
frascos T75, para enxaguar as células aderentes.

Adicionar a solu¢éo de EDTA: Cobrir totalmente a camada de células com uma solugdo de EDTA a 0,05% recentemente preparada. Utilizar
1-2 ml para os frascos T25 e 2,5 ml para os frascos T75.

Incubar: Incubar os frascos a 37°C durante 10 minutos.

Adicionar solugao de tripsina/EDTA ou TrypLE Express: Apds a incubagao, adicionar uma solucao de tripsina/EDTA recém-preparada (0,05%
de tripsina, 0,025% de EDTA) ou TrypLE Express aos frascos, assegurando que a camada de células fica totalmente coberta. Utilizar 1 ml
para os frascos T25 e 2,5 ml para os frascos T75. (Nota: Os passos 3 e 4 podem ser omitidos se utilizar o TrypLE Express)

Monitorizar o descolamento: Observar as células ao microscépio. As células devem desprender-se no espacgo de 1-5 minutos.

Neutralizar a tripsina: Adicionar meio de cultura celular contendo soro fetal bovino (FBS) para neutralizar a atividade da tripsina assim que as
células se desprenderem.

Transferir as células: Distribuir a suspenséo de células em novos frascos previamente cheios com meio de cultura fresco.

Densidade de sementeira 1 x 104 células/cm?

Renovacao de fluidos 2 vezes por semana
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_0038

Descongelamento e cultura

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

CONTROLO DE QUALIDADE E CRIOPRESERVAGAO

Esterilidade

A contaminagao por micoplasma € excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de dete¢cdo de micoplasma baseados em
luminescéncia.

Para garantir que ndo ha contaminacgao bacteriana, fingica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a inspecg¢des visuais diarias.

Meio de congelacao Como meio de criopreservacao, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo
FBS) + 10% DMSO para uma viabilidade p6s-descongelamento adequada, ou CM-1
(nimero de catalogo Cytion 800100), que inclui osmoprotectores optimizados e
estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperagao e reduzir o stress induzido pela
crio.

Condicdes de armazenamento

Para conservacao 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 aceitavel apenas como um curto passo intermédio antes da transferéncia para azoto liquido.

Condicdes de envio

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

DOADOR
Idade do dador 62 anos
Etnia Caucasiano

ASPECTOS LEGAIS E DE SEGURANCA

Precaucdes de seguranca

Quando se planeia armazenar um criovial em nitrogénio liquido para descongelacéo futura, é obrigatério aderir a medidas de seguranca
rigorosas. Luvas e vestuario de protecdo adequados séo essenciais, e a utilizagdo de uma méascara facial ou éculos de seguranca é
necessaria durante a transferéncia de amostras congeladas para ou do tanque de nitrogénio liquido. Isto destina-se a mitigar o risco de
ferimentos provocados por potenciais explos6es de crioviais ap6s a remocao, que podem resultar na projecao de fragmentos afiados.

Garantia

Na Cytion, nés garantimos a qualidade e a viabilidade de nossos produtos.

Garantimos que nossas células serdo viaveis no inicio da cultura por 60 dias apds o envio de nossas instalagdes.

Asseguramos que todos os materiais estdo em conformidade com as especificagdes descritas no Certificado de Analise e/ou Folha de
Produto

Para mais informagdes, consulte a nossa <a href=

/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"'>Declara¢do de Garantia

Aplicam-se os acordos com terceiros Yes
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