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Clonagem, transgénese e células-tronco

RESUMO 193
HANDMADE CLONING EM CAPRINOS
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A tecnologia da clonagsm animal tam sido o foco de interesse de muitos grupos de pesquisa em todo mundo. Apesar dos esforgos, a clonagem confinua ineficiente,
especiaimente quando aplicada a outras espécies, que ndo a bovina, Recentemente, métodos allernativos de clonagem, como o handmada cloning (HMC), tém simplificado o
processo, diminuindo também o tempo e o custo para a formagac de pessoal e para a produgdo de embrides. O objetivo deste estuda foi adaptar o procedimento de handmade
cloning para caprinos, baseado em nossos procedimenlos em bovinos (Ribeiro et al., 2009, Cloning Stem Cells, 11:377-386), visando a produgéo de embrides clones
fransgénicos. Complexos cumulus-odcito caprinos (CCOs) oriundos de ovarios de abatedouro foram malurados in vitro em meio composto de meio de manipulagao (MM:
TCM199, 0,022 pg/mL de piruvato de sédio, 10.000 UI de penicilina, 10,000 pia/ml de sulfato de estreptomicina, 25 pg/mL de anfotericina B) suplementado com 10 pg/mL de
EGF, 5 pg/mL de FSH, 10 pg/mL de LH, 1 pg/mL de Ez, 100 pM de cisteamina e 10% de soro de cabra em estro (SCE), por 20 h a 38,5°C, 5% de CO; e umidade saturada.
Apos a remogdo de células do cumuius e selegao do corpusculo polar (CP), odcitos maturados foram expostos a 0,25% de protease para a remogao da zona pelucida, seguido
da lavagem em soro fetal bovino puro (SFB) e varias lavagens em MM + 10% de SFB. Oécitos sem zona foram bisseccionados manualmente em 2,5 pg/mL de citocalasina B,
com os hemi-citoplastos enucleados sendo selecionados sob luz ultravioleta. Em seguida, dois hemi-citoplasios expostos & fitohemoaglutinina foram aderidos a um inico
fibroblasto proveniente de cultivo celular primério entre a 2* & 4* passagem, em elevada confludncia (>95%), obtido a parlir de uma bibpsia cutanea de uma cabra transgénica
para 0 hG-CSF. As estruluras reconstruidas foram eletrofusionadas por dois pulsos de comente conlinua de 1,1 kWcm por § ps (26 h pos-MIV), apds uma breva exposigao a
um pulso de pré-fuso de corrente allernada de 7,0 V. As estruturas fusionadas foram alivadas em ionomicina/6-DMAP para serem individualmente cultivadas in vitro no sistema
WOW em meio SOFaa + 2% de SFB + 0,3% de BSA, a 38,5°C, 5% de CO;y, 5% de Oz @ 90% da Ny, por sete dias. Em Irés repetighes, a taxa de maluraghc, com base na
selegao dos CP, foi de 84,6% (549/649), com uma taxa de fus3o atingindo 83,2% (139/167). A laxa de clivagem foi de 85,4% (105/123), com 17,1% dos embrides atingindo
estadios transferiveis (8 morulas compactas e 13 blaslocistos/105) no Dia 7 de desenvolvimento. Esses resullades preliminares s3o semelhantes aos relatados por outros
autores ulilizando o procedimento classico de clonagem. Em conclusao, a clonagem manual (HMC) parece ser uma alternativa eficaz para a produglo de embrides clones
transgénicos caprinos. Estudos adicionais encontram-se em andamento visando o nascimento de clones viaveis. Projeto financiado pelo CNPg, FUNCAP e FINEP/MCT
{RECODISA).
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EFEITO DA MITOMICINA C SOBRE A VIABILIDADE E CICLO CELULAR DE FIBROBLASTOS ADULTOS BOVINOS APQS DIFERENTES TEMPOS DE EXPOSIGAD
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A derivagdo de células embrionérias bovinas (CTE-like) & um grande desafio, pois os protocolos de culfivo uliiizados sdo muito divergentes e ineficientes. Uma forma de
melhorar essa mefodologia seria a utilizagdo de células-suporte espécie-especificas. A mitomicina C (MMC) & um agente anliproliferativo que inibe o ciclo principalmente nas
fases § e G2IM mas que pode causar citotoxicidade. O efeito da MMC sobre fibroblastos bovinos derivados de animais adultos (FBA) & pouco conhecido. Assim, o objetivo
desle trgbalho foi estabalecer um protocolo para inativago mildtica de FBA com MMC, visando sua futura aplicagao na derivagao de CTE-fike bovinas. Fibroblastos bovinos
foram cultivados em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e incubados a 38,5°C, 5% CO2 e 95% de umidade. Apés alingirem 60% de confluéncia, as
células foram tratadas com MMC (10 pg/ml) sob diferentes tempos de exposigao: Oh (controle), 2h, 3h, 4h e 5h. Posteriormente, os fibroblastos foram analisados em citémetro
de fluxo para avaliagdo do ciclo celular (G1/G0, S, GZ/M) e viabilidade. Para analise do ciclo celular, os fibroblastos foram fixados (etanol 70%) a 4°C por 2,5 h, Posteriormente,
as células foram tratadas com RNAse A (100 pg/mL)por 10 min, e coradas com iodeto de propldio {IP) (50 pg/mL) 5 min antes da leitura. A viabilidade foi avaliada em células
ndo-fixadas coradas com IP (50 pg/mL) durante 30 min a 37°C. Foram realizadas trés repetigies em liplicatas cada uma. A estaistica fol feita por ANOVA & as médias
comparadas pelo teste de Student Newman Keus.Na andlise do ciclo celular observou-se aumento (p<0,05) dos picos nas fases S e G2/M, e diminuigo de G1/G0 em todos os
tempos de exposigdo a MMC comparados ao controle. No houve diferenca (p>0,05) na proporg#o de células na fase S entre os tempos de exposico de 2h (30,64+3,05%), 3h
(30,85£4,31%) & 4h (29,79+4,81%). A proporgo de células na fase G1/G0 foi semelhante (p>0,05) entre 2h (42,4243, 29%) e 3h (44 82+4,24%) enquanto o tempo de
exposigao de 3h foi semelhante (p>0,05) ao de 4h (47,385,39%). O tempo de 5h foi o que apresentou maior propergdo (p<0,05) de células em G1/GO (51,34+3,67%). Contudo,
com 2h houve maior quantidade de células concentradas em S (30,64:3,05%) e G2M (22,90+2,59%) do que nos outros tempos de exposigao, enquanto o lempe 5h mostrou a
menor (p<0,05) proporgdo de células em S (22,57643,21%). Observou-se uma menor proporgdo (p<0,05) de células viaveis nos tempos de 2h (89,67+3,78%), 3h
(89.872,07%), 4h (88,28+3,82%) e 5h (87,122+2,52%) em relagdo ao conlrole (93,592+2,12%), porém n&o houve diferenca entre os tempos de exposigso a MMC, Em
conelusdo, a MMC inibe a proliferagao celular de FBA, com o lempo de exposigo de 2h sendo o mais efetivo em manter fibroblastes bovinos em S e G2/M, mas a MMC diminui
a viabilidade dessas células na concentragao avaliada,
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A migragao das células trofoblasticas giganles binucleadas (CTGs) para o tecido materno, durante a prenhez, j& foi descrito em muilas espécies incluindo os bovinos. Apds a
migragao essas células fusionam com células do epitélio materno para facllitar o transporte de proteinas fetais para o lado materno da placenta. As CTGs séo descritas por
expressarem proteinas especificas, tais como, lactogénio placentario e glicopreoteinas associadas a gestagio. Em placentas de clones bovinos um aumento do nimero de
CTGs acompanhado a muitas outras anormalidades placentérias foi reportado. Neste trabalho foi usado o modelo de embrizo clonado transgénico para GFP para avaliar a
migragdo de células fetais na placenta bovina. Amostras de placentdnio, membranas e endométrio intercaruncular de cornos uterinos prenhas & nao prenhes foram oblidas de
gestagbes de embrides clonados expressando GFP aos 60 (n=3) e 90 (n=3) dias. As amostras foram preservadas em PFA 4% lamponade e embabido em parafina para
imunohistoquimica (IHC) ou congeladas em nilrog8nio liquido para weslern blotting (WB), PCR em tempo real e microscopia de fluorescéncia. Por meio desse modelo
esperavamos observar a migrago das CTGs para os tecidos malernos. Entretanto ndo foram observadas células positivas para GFP no lado matemo. A andlise de IHC
mastrou marcagao negativa para GFP nas CTGs e positiva nas células Irofoblasticas em todas as amostras analisadas. Na analise por WB, como esperado a GFP eslava
presente no placenténio e nas membranas placentarias. Também observamos presenca da GFP nas amostras de endométrio infercaruncular em ambos os cornos uterinos, A
auséncia da GFP nas CTGs sugere um silenciamento do gene GFP em resposta ao perfil altamente especifico de sintese proteica. A presenga da GFP no endométrio
intercaruncular de ambos cornos uterinos pode ter sido gerado pela alla solubilidade da GFP ou por mecanismos que permitem a permeabilidade de proteinas felais para o
utero durante a gestagao em vacas. Apoio Financeiro: FAPESP
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