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INFORMAGOES GERAIS

Descricdo

As células ASB-xIV, provenientes de uma fémea de ratinho Balb/c, imitam de perto o carcinoma de células grandes que foi induzido pelo
amianto crisétilo em células pulmonares de ratinho. Estas células séo aderentes a uma monocamada com uma morfologia epitelial,

posicionando-as como um modelo exemplar para a investigagao do carcinoma primario de células escamosas (PSCC). As suas
carateristicas estruturais e funcionais tornam-nas particularmente adequadas para estudos pormenorizados sobre 0s processos celulares e
0s mecanismos patoldgicos subjacentes ao CECP.

Alinha celular ASB-xIV é caracterizada como um tumor "inflamado” ou "quente”, indicando um elevado grau de infiltracéo de células

imunitarias, o que a torna mais sensivel a imunoterapia. Esta sensibilidade é fundamental na utilizacdo das células ASB-xIV para avaliar a
eficacia das terapias de pontos de controlo imunitario (ICT). Estas células demonstraram uma reatividade significativa a estes tratamentos, o
gue as torna inestimaveis na investigacéo oncolégica centrada na eficacia imunoterapéutica. Além disso, embora os retinéides tenham sido
eficazes na contengao do crescimento destas células em carcinomas transplantados em ratinhos, a vitamina C ndo conseguiu produzir um

efeito semelhante. Apesar do seu lento tempo de duplicacéo de aproximadamente 70 horas, as células ASB-xIV mantém um crescimento

robusto e estavel, o que é crucial para estabelecer culturas in vitro consistentes e fiaveis, necessarias para a reprodutibilidade experimental.
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EXPRESSAO E SUSCETIBILIDADE

Virus

Teste MAP: Negativo (Sendai, Ektromelie, Polyoma, K-Virus, Kilham, Reo 3, PVM, LCM, M.pulmonis, MVM, Theiler's GD VII, Toolan's H-1,
MHYV, LDV, RCV/SDA, M-Adenovirus, B.piliformis).

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 incubacéo 37°C, 5%C02, atmosfera humidificada.

Suplementos

Completar o meio com 10% de FBS
Reagente de dissociacao Accutase

Subcultura

Retirar o meio antigo das células aderentes e lava-las com PBS sem célcio e magnésio. Nos frascos T25, utilizar 3-5 ml de 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. Apés a incubagao, 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.

Densidade de sementeira Recomenda-se uma densidade de semeadura de 1 x 104 células/cmz.
Renovacao de fluidos Acada 3 a5 dias
Recuperacdo apés o Deixar as células aderirem durante, pelo menos, 24 a 48 horas.

descongelamento

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 contaminag&o por micoplasma € excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detecdo de micoplasma baseados em

luminescéncia.
Para garantir que ndo ha contaminagao bacteriana, fungica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a inspecgdes visuais diarias.

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

crio.
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Condicdes de armazenamento

Para conservagao 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.

Condic¢des 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 rececao, inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora
os frascos para um local de armazenamento adequado.

DOADOR

Idade do dador Adulto

ASPECTOS LEGAIS E DE SEGURANCA

Precaucdes de seguranca

Quando se planeia armazenar um criovial em nitrogénio liquido para descongelagao futura, é obrigatério aderir a medidas de seguranca
rigorosas. Luvas e vestuario de protecao adequados sdo essenciais, e a utilizacdo de uma mascara facial ou 6culos 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 explosdes de crioviais ap6s a remocao, que podem resultar na projecao de fragmentos afiados.

Aviso legal

As nossas células sdo fornecidas exclusivamente para fins de investigacéo laboratorial in vitro e ndo se destinam a utilizacéo clinica ou de
diagnoéstico, nem devem ser administradas a seres humanos ou utilizadas para fins veterinarios. Os utilizadores devem aderir a todas as
diretrizes e regulamentos aplicaveis para 0 manuseamento e utiliza¢éo destas células num ambiente de investigagao.

Garantia

Na Cytion, n6s 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 instalagoes.

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

Para mais informacdes, consulte a nossa <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">Declara¢ao de Garantia

E necessario um Acordo de Yes
Transferéncia de Material
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