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RESUMO 196
PRODUGAQ DE EMBRIOES CLONES BOVINOS A PARTIR DE OOCITOS OBTIDOS DE MATURAGAO IN VIVO
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Um componenle importante na Iransferéncia nuclear com células somaticas é o citoplasma do odcito. Assim, avaliou-se a compeléncia de obcitos maturados in vivo, obtidos de
pungao folicular (OPU) de doadoras superestimuladas hormonalmente, para produgo de embrides clones, Foram estabelecidos dois grupos: G1 - obcitos maturados in vilro
obtidos de doadoras (n=8 coletas) ndo estimuladas e G2 - oocitos de doadoras (n=8 coletas) superestimuladas com FSH (Folltropin, Bioniche, Ontario, Canada) e maturagao in
vivo induzida com analogo ao GnRH (Gestran, ARSA, Buenos Aires, Argentina). No G2, doadoras receberam implante auricular de norgestomel (Crestar, Inervel, Boxmeer,
Holanda) e inje¢ao i.m. de 5 mg valerato de esiradiol e 3 mg norgesmet (dia 0=D0). No D4, administrou-se i.m. 180 mg FSH em oito doses decrescentes de 12/12h. No D6 &
tarde e D7 pela manha administrou-se i.m. 500pg cloprostencl sadico (Ciosin, Intervet). O implante foi removida no D7 e administrado i.m. 50 pg de Geslran apés 12h. A OPU
ocorreu 18h apés a administragdo do Gestran. Os odeites do G1 foram maturados in vitro por 17-18h e os odcitos do G2 encaminhados para a enucleagho. Em ambos os
grupos, os oécitos malurados foram desnudados e expostos ao Hoechst 33342 (Sigma, St Louis, EUA) e cilocalasina (Sigma) antes da enucleagao. Embrides do G1 (n=52) e
G2 (n=28) foram reconstruidos com células somaticas de fémea adulta raga Gir, fusionados com dois pulsos de 2,4 KV/em de 30 pseg, e ativados com lonomicina (Sigma)
seguido de 6-DMAP (Sigma). Embrides foram cultivados em CR2aa com 2,5% de soro fetal bovino (Nutricell, Campinas, Brasil) em 5% COz, 5% Oze 90% Na. Avalicu-se
clivagem com 72h e blastocistos com 168h pos-ativagao. Numero total de odcitos recuperados & de odcitos viaveis por doadora foi avaliado por analise da variancia e as taxas
de odcitos viaveis, fusao, clivagem e blastocisto analisados por qui-quadrado. N&o houve diferenga (P>0,05) no nimero lotal de odcitos (16,25¢3,2 e 13,75£3,9) e de odcilos
viaveis (12,7+2,8 8 7,75+3,6) obtidos enfre G1 8 G2, porém a taxa de odcilos viaveis foi maior (P<0,05) no G1 (78,46%) do que no G2 (56,36%). Observou-se uma maior
expansao das celulas do cumulus no G2, causando maior dificuldade na procura e identificagdo do complexo cumulus-odcitos. Nao houve diferenga (P>0,05) nas taxas de fusdo
(G1=69,2% e G2=57,1%), de clivagem (G1=77,7% e G2=73,3%) e de blastocistos (G1=25,0% e G2= 20,0%). A superestimulagio com FSH seguido de GnRH para indugao da
maturagao in vivo produz obcitos com capacidade de gerar embrides clones semelhante aos dos oocitos maturados in vitro, contudo, dificulta identificagao e reduz proporgao de
obcitos viaveis disponiveis para enucleago. Apoio financeiro: CNPq e Fapemig,

RESUMO 197

USO DE MEIO SUPLEMENTADO COM SFB E KNOCKOUT SERUM REPLACEMENT® PARA A DERIVAGAQ DE CELULAS TRONCO EMBRIONARIAS DE
CAMUNDONGOS C57BLIGIEGFP
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Células tronco embrionérias (CTE) tém sido utilizadas nas tentativas de obtengao de lecidos especificos ou mesmo de individuos, devido & sua pluripotencialidade. Por esse
motivo, o estabelecimento de linhagens estaveis de CTE & desejavel. Entretanto, ha linhagens de camundongos ditas refratarias a derivagao de CTE elou geragao de animais
quiméricos a partir destas (p.ex., C57BL/6). A complementag&o do meio de cultura com SFB, na derivag3o das CTE, pode influenciar a potencialidade de derivagao efou a
utilizag&o dessas linhagens em ensaios de complementagZo tetraploide (Sato ef al. 2009; Tsukuba Research Institute; 47:414-22), A oblengao, caracterizagdo da pluripoténcia e
a perpetuago de tais linhagens, & um importante modelo para possiveis estudos em espécies com inferesse econdmico, como a bovina, Embrides foram oblidos a partir de §
fémeas da linhagem C57BLB/EGFP, com idade entre 21 e 30 d, pesando cerca de 35g e superestimuladas segundo Mancini el.al. (2008; Transgenic Research, 17:1015), As
fémeas cruzaram com machos ferleis da mesma linhagem, idade entre 60 e 90 d e pesando cerca de 459. Cada macho leve acesso a uma Unica fémea e o lampao vaginal
cmﬁmi o cruzamento (0,5 dia pos-copula, ou dpc). A colheita embrionaria foi realizada entre 3,5 8 4,0 dpc, para obter blastocistos expandidos (BX) elou eclodidos (BE). Nos
BX, a zona pelicida foi removida com Pronase e entao ambos (BX/BE; n=8) foram deposilados inteiros (massa e lrofectoderma) em placas de 4 pogos (NUNC, Thermo Fisher
Scientific, Rochester, NY)tratadas com gelatina de pele de sulno 0,1%, sob monocamada de fibroblastos primarios murinos (FPM), em meio DMEM (Gibco, Carlsbad, CA)
suplementado com 7,5% de SFB (Cripion, Andradina, BR) e 7,5% de KSR (Gibco), 10mM Bmercaptoetanol, 1mM piruvato sddico, 2mM L-glutamina e 83,4 pg/mL amicacina
(Instituto Biochimico, RJ, BR)por 24 h, Apds esse periodo, o meio foi substituido por DMEM suplementado com 15% da KSR. As colonias comegaram a se formar entre 3 @ 6
dias apos a cultura dos embrides nas placas de 4 pogos. Uma vez estabelecidas as coldnias, o repique para novas placas contendo FPM realizou-se a cada 48 a 72 h. Apos 14
d, a derivaggo foi confirmada e a multiplicag&o, para obter um numero excedente de coldnias e & sua criopreservagao, realizada. Subsequentemente, parte das coldnias foram
criopreservadas e as demais utiizadas para a comprovagao da pluripoténcia (imunofluorescéncia para Oct3/4, Sox2 e Nanog, além da cariotipagem). A reagdo foi posiliva para
lodos 0s marcadores teslados, além da deteccdo da fluorescéncia endogena da propria proteina EGFP oriunda da finhagem C57BL/G uliizada. Concluiu-se que a derivagao de
CTE de linhagem refrataria como a C57TBL/GEGFP ¢ exequivel, embora com uma taxa de sucesso de 12,5%. Suporte financeiro; FAPESP.
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ISOLAMENTO E CULTIVO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DA MEMBRANA AMNIOTICA DE FETOS CANINOS
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Na composicio da membrana amniotica estdo presentes células multipotentes, células-tronco mesenquimais, derivadas do feto em desenvolvimento capazes de atuar na
hemalopoiese e se diferenciar em lecidos mesenquimais como células das linhagens osteogénica, adipogénica, e condrogénica O interesse neste tipo celular cresceu
exponencialmente nos ultimos anos como fonte alternativa as células-tronco embrionarias devido ao seu rapido crescimento, boa plasticidade, além de seu grande potencial de
uso na regeneragao de tecidos e orgaos lesados e aplicagao no campo terapéutico. Os objetivos desle estudo foram o isolamenlo, cultivo e a caracterizagdo de células-tronco
mesenquimais derivadas da membrana amnidtica de fetog caninos, As amostras da membrana amnidlica foram coletadas, durante cesarianas de gestagies a termo, de fetos
caninos sem raga definida. Os fragmentos de membrana amnidfica foram lavados em PBS e colocados em solugda de colagenase (Sigma) a 37°C por 40 minutos. A suspensio
foi centrifugada, o *pellet” foi ressuspendido em meio de cultivo DMEM (Invitrogen) com 20% de Soro Fetal Bovino, suplementado com antibisticos e antimicotico e centrifugado
novamenle, O precipilado foi ressuspendido em 5 mL de meio, colocados em frasces de 25cm? e cultivados em estufa a 5% de COz a 37,5°C. O meio de cultivo foi trocado a
cada 48hs, seguido de troca duas vezes por semana. Apos a tripsinizagao para a lerceira passagem, as células foram ressuspendidas em PBS, a solug8o foi citocentrifugada &
as células foram dispostas em laminas, fixadas para avaliag@o imunocitoquimica quanto & Vimentina (marcador para células mesenquimals indiferenciadas) e Citoqueratina
(Marcador para células de origem epitelial). Foram realizados conlroles negativos para os dois marcadores, As células-lranco mesenquimais derivadas da membrana amnidtica
de caes sdo de facil oblencéo e isolamento, aderiram ao fundo do frasco em 24 horas e em 48 horas ja apresentavam morfologia fibroblastoide que vém se mantendo apos a
quarta passagem. As células de morfologia fibroblasttide derivadas da membrana amniética foram positivas para Vimentina e negalivas para Citoqueratina. As anélises da
imunohistoquimica positiva para Vimentina e negativa para Citoqueratina demonstraram a caraclerizagéo de célula mesenquimal indiferenciada. No entanto, novos lestes para
demonstrar a presenga de marcadores de multipotencialidade, estudos da ultraestrutura celular por microscopia eletrdnica, provas de cilogenslica para avaliag®o da
manutengo do caridlipo, a indugo in vitro das diferenciagdes nos tecidos dsseo, adiposo e cartilaginoso, estdo sendo realizados. Agradecimentos: Capes, Fapesp e
Fundunesp.
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