SP 5247 P. 167

2011

SP-PP-5247

XXV Reuni&o Anual da Sociedade Brasileira de Tecnologia de Embrites (SBTE) - 18 a 20 de agosto de 2011

R225 - CLONAGEM, TRANSGENESE E CELULAS-TRONCO

EXITO NO ISOLAMENTO, CARACIERIZAQ[\O IMUNOFENOTIPICA E DIFERENCIAGAO NAS LINHAGENS OSTEOGENICA, ADIPOGENICA
E CONDROGENICA DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS (CTM) PROVENIENTES DO LIQUIDO AMNIOTICO EQUINO
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A medula ¢ssea é a fonte mais utilizada de CTM na medicina equina, no entanto como a quantidade e a capacidade de diferenciagdo destas
células diminuem com a idade, seu potencial terapéutico também diminui com o tempo. Portanto, nas (ltimas décadas houve um crescente
interesse na busca de novas fontes de CTMs, destacando-se as células com origem nos anexos fetais, que ja demonstraram manter
caracleristicas de pluripotencialidade dos tecidos dos quais se originam (Cremonesi, 2011, Theriogenology, 75, 1400-1415). O presente estudo
teve como objetivo isolar, caracterizar imunofenotipicamente e diferenciar as CTMs do liquido amniético (LA) equino nas linhagens osteogénica,
adipogénica e condrogénica. As amostras foram coletadas de Uteros gravidicos em abatedouros e transportadas a 5°C até o laboratorio no
sistema de transporte Botutainer® (Botupharma, Botucatu/BR). As amostras foram centrifugadas e os “pellets” ressuspendidos em meio de cultivo
composto por DMEM, 12, Soro fetal bovino, antibidticos e antimicético (Gibco® - NY/USA). O cultivo se manteve em estufa a 37°C, com 5% de
CO2. Apds a segunda passagem parte das células foi fixada em paraformaldeido a 4%, em placas 24 wells": Foi realizada a imunocitoquimica
utilizando os anticorpos anti - Vimentina, Citoqueratina, CD 44, PCNA, OCT 4. A outra parte das amostras foi mantida em cultivo e apos a terceira
passagem induziu-se a diferenciagdo nas linhagens citadas substituindo-se o meio de manutengao por meios compostos pelos respectivos kits de
diferenciagéo (Gibco®-NY/USA). A diferenciagéo foi verificada através das coloragdes Alizarin Red (osteogénica), Oil Red O (adipogénica), Azul de
Toluidina e Alcian Blue (condrogénica; Sigma®, St. Louis/USA). Os resuliados foram positivos para Vimentina, CD44 e PCNA, e negativos para
Citoqueratina confirmando a origem mesenquimal das células e sua capacidade de proliferagao. A ndo marcagdo para OCT-4 diferiu dos
resultados demonstrados na literatura, no entanto nao foi realizada a avaliagdo quantitativa e como a populagéo de células do LA é muito
heterogénea a porcentagem de expressdo do marcador pode variar com as amostras. A imunocitoquimica realizada diretamente na placa de
cultivo foi eficaz para caracterizar a populagdo de células estudadas, mantendo a morfologia fibroblastéide das mesmas. As coloragdes para
Alizarin Red, Oil Red O, Azul de Toluidina e Alcian Blue demonstraram a presenca de mineralizagdes de calcio, lipideo intracitoplasmatico e
glicosaminoglicanos confirmando o potencial de diferenciagio das células obtidas do LA nas trés linhagens celulares citadas. Sendo assim,
concluimos que o isolamento, a caracterizagdo e a diferenciagéo de CTMs provenientes do LA eqiino foram obtidos com éxito.

R226 - BIOTECNOLOGIAS SUPORTE: CRIOPRESERVAGAO E CRIOBIOLOGIA, DIAGNOSTICO POR IMAGENS, BIOLOGIA MOLECULAR E
"OMICAS”

ALTERAGAO DE EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS COM O METABOLISMO DE GLICOSE EM OOCITOS BOVINOS MATURADOS
IN VITRO OU IN VIVO
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Um dos desafios da area de biotecnologias reprodutivas refere-se ao entendimento do adequado padrao/perfil metabdlico envolvido no
desenvolvimento embrionario normal. As ferramentas de biologia molecular permitem a avaliagdo de alteragdes metabdlicas em ambiente de
cullivo in vitro, o qual pode induzir respostas epigenéticas que culminam em modificagdes no padréo de expressdo génica. O objetivo deste estudo
foi avaliar a expressao de genes relacionados com o transporte e metabolismo da glicose (GLUT1 - Transporte de glicose; IGF1R - Receptor de
Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, IGF2R ~ Receptor de Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2) em otcitos de animais
da raga Gir (Bos indicus) maturados in vivo (grupo M1) e in vitro (grupo M2). O protocolo utilizado para a recuperagao de odcitos M1 foi: Dia 0 (DO)
-2 mg de benzoato de estradiol + implante auricular de norgestomet; D4-D7 - 4 administragdes de 200 mg de FSH de 24/24 horas, em doses
decrescentes; DB (manha) - 150 pg de cloprostenol: D7 (tarde) ~ retirada do implante auricular; D8 (12:00h) — 25 mg de LH; D9 (manh&) -
aspiragao folicular (OPU). Para o grupo M2 foi realizada a sincronizagéo de onda folicular da seguinte forma: DO - 2 mg de benzoato de estradiol +
implante auricular + 150 pig de cloprostenol; D5 - retirada do implante auricular; D6 — OPU. Os odcitos maturados in vitro (MIV) foram cultivados
em meio TCM-199 (Invitrogen, CA, EUA) contendo 10% de soro de vaca em cio e 2yg de FSH (Pluset, Callier, Espanha) por 24h, a 38,5°C, 5% de
€02 e umidade saturada. Tanto os odcitos maturados in vivo quanto os maturados in vitro foram desnudados e agrupados em 3 conjuntos de 10,
congelados em N2 liquido e manlidos a -80°C para posterior extragéo. A extragao foi realizada utilizando o kit comercial RNeasy Micro Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Alemanha) de acordo com as especificagdes do fabricante. A transcrigdo reversa e a pré-amplificagédo do cDNA foram realizadas
utilizando o kit comercial TransPlex Complete Whole Transcriptome Amplification Kit (WTA2 — Sigma Aldrich) de acordo com as especificagdes do
fabricante. O cDNA obtido foi submetido a PCR em Tempo-Real, utilizando o gene B-actina como controle endégeno e o kit comercial Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, de acordo com as recomendagdes do fabricante, para a subsequente andlise da expressao
pelo software REST®. Os genes GLUT1 (1,37+0,07) e IGF1R (2,01£0,14) apresentaram super expressao (P<0,05) no grupo in vitro em relagao ao
in vivo, enquanto que no gene IGF2R (1,29+0,11) ndo houve diferenca (P>0,05). Conclui-se que o ambiente de MIV pode alterar o padréo de
expresséao dos genes GLUT1 e IGF1R. )
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