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Introducao

Células somaticas adultas podem sofrer reprogramacgao nuclear apds a fusdo com um ovocito
maduro, um processo conhecido como transferéncia nuclear de células somaticas ou clonagem. A
competéncia do blastocisto produzido por transferéncia nuclear tem sido demonstrada em primeiro
lugar pela produgao de animais vivos (WILMUT et al., 1997, WAKAYAMA et al., 1998) ¢ em
segundo lugar pela derivagdo de células tronco embriondrias provenientes da massa celular interna
do embrido (WAKAYAMA et al., 2001). Estas observagdes fornecem provas definitivas que o
nicleo de uma célula somatica pode se reprogramar para um estado pluripotente por fatores
citoplasmaticos do ovdcito, e que o nucleo reprogramado pode desenvolver um individuo a termo.

Devido a estas possibilidades, a clonagem bovina no Brasil tem levado investimentos de
varios grupos de empresarios para multiplicar seus animais de alto valor genético, comercial, e
representativos da raca. No entanto, estes animais normalmente s3o muito velhos e acabam
morrendo antes mesmo de serem multiplicados pela transferéncia nuclear. Entdo, permanece um
grande dilema sobre o que fazer quando um animal valioso morre e ¢ encontrado um ou dois dias
depois.

Para tentar resolver a este entrave, o presente estudo foi desenvolvido para verificar o
potencial de recuperagdo de fibroblastos a serem utilizados na transferéncia nuclear, a partir de
orelhas obtidas de animais mortos e resfriadas por 2, 4, 7, 14, 21 e 30 dias a 3°C, simulando a

necessidade de um transporte prolongado do material recuperado até um laboratdrio especializado.
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Material e Métodos

Coleta, transporte e armazenamento de orelha bovina para bidpsia de pele e isolamento
celular.

Apds a morte de uma fémea Nelore mocha, marca BRGN da Embrapa Cerrados, que exibia
grande potencial para produzir bezerros de grande porte e boa conformagao, a orelha do animal foi
retirada, colocada em saco plastico estéril e enviada ao laboratério em caixa de isopor com gelo. A
caixa foi colocada em uma camara fria com tampa com 2 orificios, a uma temperatura de 3 °C. A
orelha do animal permaneceu armazenada por 30 dias. Apds 2, 4, 7, 14, 21 e 30 dias de
armazenamento, uma biopsia foi extraida em cada periodo para o isolamento dos fibroblastos.
Isolamento da biopsia e obtengdo dos fibroblastos

Para a retirada da bidpsia, inicialmente foi realizada uma tricotomia da area e lavagem focal
com alcool 70%, com auxilio de gases de pano. Para retirar a bidpsia foi utilizada pinga e tesoura
estéril. A biopsia foi imediatamente depositada em uma placa de petri e levada para o fluxo laminar.
No fluxo laminar, a biopsia foi lavada 3 vezes com 1 ml de Dubelccos Modified Eagle Médium
(DMEM). Depois a cartilagem foi extraida e pequenos fragmentos da pele foram produzidos com
um bisturi. Seis a oito fragmentos foram distribuidos em uma placa de petri de 35 mm até sua
adesdo ao fundo da placa e entdo foram cobertos com 3 ml de DMEM.

Cultivo dos fibroblastos

Ap6s um semana, as biopsias foram retiradas, o cultivo das células dispersas e aderidas no
fundo da placa permaneceu por mais uma semana. Apds este periodo, as células confluentes na
placa de petri foram tripsinisadas e depositadas em garrafas de cultivo com 3 ml de DMEM, onde
permaneceram até alcancarem a confluéncia celular.

Criopreservagdo dos Fibroblastos

As células em cultivo dos diferentes periodos de isolamento foram tratadas com tripsina-
EDTA para desprendimento das células e centrifugadas a 200 g por 5 minutos em meio DMEM. O
precipitado celular foi diluido com meio de criopreservagdao composto de DMEM, 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 10% de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, as células foram alocadas em
palhetas de 0,25 ml, armazenadas em freezer -80 por 24 horas e finalmente mergulhadas em

nitrogénio liquido, onde permaneceram armazenadas.
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Avaliagdo da viabilidade dos fibroblastos obtidos dos diferentes periodos de resfriamento
do fragmento de orelha.

A viabilidade dos fibroblastos obtidos da orelha resfriada por 2, 4, 7, 14, 21 e 30 dias foi
avaliada em microscopio invertido Zeiss, pela ocorréncia de dispersdo celular, multiplicagdo e
confluéncia celular. Para as células criopreservadas, a viabilidade foi monitorada pela ocorréncia de

cultivo e formagdo de confluéncia celular apos o descongelamento.

Resultados e Discussao

Até o 21° dia de resfriamento da pele de orelha foi possivel isolar fibroblastos, que
apresentaram uma mesma velocidade de dispersdo e crescimento, assumindo a caracteristica de
confluéncia uma semana apds a retirada das bidpsias (Tabela 1). Este fato indica que o resfriamento
a 3°C da pele da orelha ¢ uma estratégia importante que garante a diminui¢do do metabolismo

celular, mantendo as células vivas por longos periodos ap6s a morte do animal.

Tabela 1. Ocorréncias durante o periodo de isolamento de fibroblastos da pele de orelha resfriada
por longos periodos.

Tratamentos Dispersdao  Crescimento em 2  Confluéncia Contaminacio Crescimento
Celular Semanas Celular em 1 Celular apés
semana Criopreservacio
2 dias Sim Sim Sim Nao Sim
4 dias Sim Sim Sim Nao Sim
7 dias Sim Sim Sim Sim Sim
14 dias Sim Sim Sim Sim Sim
21 dias Sim Sim Sim Nao Sim

30 dias Nio Niao Nao Nao Nao




Nacional ) j
Cerrado Savanas Tropicais

Desafios e estratégias para o equilibrio entre sociedade,

agronegdcio e recursos naturais &,

12 a 17 de outubro de 2008
ParlaMundi, Brasilia, DF

IXsmpOsm I I SIMPOSIO Internacional

Apesar do periodo méximo para obtencdo de células viaveis ser de 21 dias, deve-se priorizar
antecipar ao maximo o transporte, para evitar riscos de perdas, uma vez que entre o 7° e o 14° dias
de resfriamento houve uma tendéncia de contaminacdo de parte das amostras (Tabela 1). Desta
forma, parece que 4 a 7 dias de transporte por resfriamento sejam os periodos suficientes e
adequados alcancar um laboratério nos paises continentais, onde as distincias e a dificuldade de

transporte podem ocorrer.

Conclusdes

Estes resultados preliminares demonstraram que o resfriamento de toda orelha ¢ uma
importante conduta para o transporte de tecido de animal morto, possibilitando a obtencdo de
células somaticas para serem utilizadas na transferéncia nuclear, mesmo apos longos periodos de
resfriamento. Sendo assim, quando um fazendeiro identificar um animal morto em sua propriedade,
poderd ainda ter uma chance para recuperar células somaticas a serem utilizadas na clonagem, caso

resfrie fragmentos de pele de seu animal e envie imediatamente para um laboratdrio especializado.
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