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Clonagem eqtiina por lransferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) tem evoluido muito nos Gltimos 10 anos apos o nascimento dos primeiros
clones na Franca e, em seguida, nos Estados Unidos em 2003. No entanto, os cavalos clonados ainda nao foram produzidos no Brasil. Neste
estudo, descrevemos, pela primeira vez o desenvolvimento in vitro e o estabelecimento da primeira gestagdo de clones eqiinos no Brasil a partir
de embrides TNCS. Embrides TNCS foram produzidos in vitro utilizando oécitos maturados e células de fibroblastos da pele. Ovacitos eqtiinos
foram obtidos a partir de ovarios de matadouro por aspiragéo folicular e curetagem da parede folicular interna. Odcitos coletados foram maturados
por 26 horas em DMEM F12 suplementado com LH, FSH, estradiol, IGF, EGF, FCS, ITS e antibioticos, sob 6leo mineral em uma atmosfera
humida de 5% de CO2 e do ar de 95% a 38,5 ° C. Apos a maturagao, os odcitos foram libertados de suas células cumulus por pipetagem em uma
solugao de meio hialuronidase BO (440 U/mL). Linhas celulares foram estabelecidas a partir de biopsias de pele de animais adultos usando
método padrao de cultura de células. Uma vez que atingiram confluéncia da cultura, as células foram congeladas e armazenadas em nitrogénio
liquido até o uso. Antes do uso na TNCS, as células foram descongeladas e cultivadas por 4-5 dias até atingir confluéncia total. Odcitos maturos
(estadio MIl) foram enucleados por micromanipulag&o sob luz ultravioleta e depois um tamanho de célula média foi injetado no espago perivitelino
de odcilos enucleados. Fusao celular foi induzida por estimulagéo elétrica em uma solugéo (0,25 m) sorbitol. Os ovdcitos foram reconstruidos por
partenogénese e ativados com ionomycine DMAP e, em seguida, foram cultivados em meio C4 por 24 horas em 5% de C0O2, 02 e N2 5% a 90%.
Foram entéo transferidos para DMEM F12 suplementado com (5 mg / ml) e BSA (25 ug / ml) e gentamicina cultivadas por 7-8 dias. Um total de
484 odcitos foram cultivados in vitro e 243 (50,2%) extrudados o primeiro corpo polar e foram considerados maturados. Com esses ovocitos, foram
reconstruidos 100 embrices e 17 desenvolveram em blastocistos no final do periodo de cultivo in vitro. Os blastocistos foram transferidos para 17
equas receploras. Diagnostico de gestagao foi realizada apos 14 dias a partir SCNT (dia 0). Sete prenhezes foram confirmados e quatro delas
permaneciam prenhes entre 30 e 45 dias apos TNCS. Isto confirma a aplicagao bem sucedida de TNCS para a produgéo de embrides eqino in
vitro, que 1ém o potencial para desenvolver para além do estagio de blastocisto. Estudos estao atualmente sendo realizados utilizando odcitos
coletados in vivo através de aspiragéo folicular, que sao esperadas para melhorar o desenvolvimento dos embriées TNCS
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Nanotubos de carbono (NTC) séo nanomateriais promissores para carrear DNA exdgeno e transfectar células visando aplicagéo na produgéo de
animais transgénicos. Contudo, pouco se sabe sobre a toxicidade de NTC em fibroblastos bovinos. O objetivo do estudo foi avaliar a toxicidade de
NTC em fibroblastos bovinos cultivados in vitro.

Fibroblastos bovinos foram cultivados em meio DMEM (Nutricell, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Nutricell)
incubados a 37,0°C, 5% CO2 e 95% de umidade. Apés atingirem 60% de confluéncia, as células foram expostas aos NTC (nanotubos de carbono
multicamadas - MWNT; diametro: 10-20nm; comprimento: 1-4 m) por 24 h em diferentes concentragdes: 0 ug/mL (Controle); 5 ug/mL; 25 pg/ml;
50 pg/mL e 100 pg/mL. Posteriormente, as células foram submetidas a coloragao com iodeto de propidio (50 pg/mL; Sigma, Saint Louis, EUA) e
submetidas ao citbmetro de fluxo (FACScalibur; Becton Dickinson, San Jose, CA) equipado com laser (488nm) para avaliagéo da viabilidade
celular pelo filtro (585£42nm). Foram realizadas trés repeticoes em triplicata, resultando em nove cultivos, com a leitura de 10.000 eventos por
cultivo. Os resultados foram analisados pela anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Student Newman Keuls. Foi verificado
que na concentragdo de 5 pg/mL a viabilidade nao foi alterada (92,13 +0,88%), quando comparada ao controle (93,801,12%). Contudo, a
viabilidade celular foi reduzida (P<0,001) nas concentragdes de 25 pg/mL (88,21+0,96%), 50 pg/mL (84,78+0,82%) e 100 pg/mL (65,881 17%).
A partir dos resultados obtidos, conclui-se que MWNT podem ser utilizados em cultivos de fibroblastos bovinos na concentragéo de 5 pg/mL sem
alterar a viabilidade celular.
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