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RESUMO

DE BARROS, F. R. O. Identificacao de marcadores de pluripoténcia em células-
tronco embrionarias e embrides suinos. [ldentification of pluripotency markers in
swine embryonic stem cells and embryos]. 2008. 86 f. Dissertacdao (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Células-tronco embrionarias (CTE) s&o importantes para estudos de
desenvolvimento embrionario, diferenciacdo e manipulacdo genética. Além disso,
essas células podem ser utilizadas na terapia celular e organogénese in vitro. Na
pesquisa sobre terapia celular a partir de CTE oriundas de embrides humanos,
consideracdes éticas, morais e religiosas tém sido feitas por pesquisadores e leigos.
Portanto, um modelo animal como o suino (Sus scrofa) sera bastante valido por
transpor tais barreiras, visto que o suino possui parametros fisiolégicos semelhantes
aos humanos. Apesar do alto potencial biomédico das CTE, existem dificuldades na
manutencao da pluripoténcia in vitro dessas células em suinos. Portanto, estudos
que visam elucidar os mecanismos de manutencao da pluripoténcia de CTE in vitro
sao necessarios para viabilizar o cultivo dessas células. Os objetivos do presente
estudo foram (1) isolar células-tronco embrionarias suinas a partir de blastocistos
produzidos in vitro e in vivo; (2) comparar dois sistemas de cultivo in vitro das
massas celulares internas (MCI) isoladas, MEF ou Matrigel e (3) identificar e
comparar a expressao dos fatores de transcricdo Nanog, Sox2 e FoxD3 em CTE e
blastocistos suinos produzidos in vitro e in vivo. Assim, blastocistos suinos foram
produzidos in vitro a partir da maturacédo e fecundacao in vitro de oécitos de ovarios
obtidos em matadouro. Os embrides foram cultivados in vitro por 7 dias, até
atingirem o estagio de blastocisto. Blastocistos suinos também foram produzidos in
vivo, através de superovulacao seguida de inseminacgéao artificial de marras com 150
dias de idade. Para a colheita dos embrides, foi realizada lavagem dos cornos
uterinos post-mortem cinco dias apés a ovulacado. Tanto blastocistos produzidos in
vitro quanto os produzidos in vivo foram submetidos a imunocirurgia para isolamento
da MCI. Brevemente, a zona pellcida foi digerida com solucdo de pronase e 0s
embrides incubados com soro de coelho anti-suino para remoc¢ao das células do
trofoectoderma e soro complemento de cobaia. A MCI resultante foi cultivada em
meio para células-tronco (GMEM acrescido de 15% SFB, 0,1 mM B-mercaptoetanaol,

1% aminoacidos ndo essenciais e 4 ng/mL de bFGF) sobre monocamada de



fibroblastos fetais murinos (MEF) inativados por radiacao ou sobre Matrigel. Nao foi
observada diferenga entre os dois sistemas de cultivo in vitro (MEF e Matrigel) na
adesao das MCI isoladas. Também nao foi verificada diferenca entre os grupos de
blastocistos, produzidos in vitro e in vivo, nas taxas de adesdo das MCI cultivadas.
Contudo, nenhuma colénia de CTE suinas foi obtida. A analise da expressao génica
em blastocistos produzidos in vitro e in vivo demonstrou que os genes Nanog e Sox2
Sa0 menos expressos em blastocistos produzidos in vitro. Contudo, a expressao do
gene FoxD3, demonstrada pela primeira vez em suinos no presente trabalho, se
mostrou semelhante entre os dois grupos de embrides. Visto que nenhuma linhagem
de CTE legitima foi isolada em suinos até o momento, sugere-se que esta espécie
possua requerimentos diferentes dos ja conhecidos para as espécies murina e
humana. Portanto, novos estudos sdo necessarios para o estabelecimento de
protocolos mais efetivos para o isolamento de CTE de suinos.

Palavras-chave: Células-tronco embrionéarias. Suinos. Nanog. Sox2. FoxDS3.



ABSTRACT

DE BARROS, F. R. O. Identification of pluripotency markers in swine embryonic
stem cells and embryos. [Identificacdo de marcadores de pluripoténcia em células-
tronco embrionarias e embrides suinos]. 2008. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2008.

Embryonic stem cells (ESC) represent a useful tool to study embryonic development,
cell differentiation and genetic manipulation. Moreover, these cells can be applied in
cell-based therapies and in vitro organogenesis. The research conducted with human
ESC has generated many ethical, moral and religious considerations by scientists
and laymen alike. Therefore, an animal model like the pig (Sus scrofa) is valuable by
overcoming such hurdles, since this species holds physiologic parameters similar to
humans. In spite of the high biomedical potential of ESC, many difficulties have been
faced to maintain these cells in a pluripotent state in vitro. For this reason, studies to
elucidate the mechanisms of in vitro maintenance of undifferentiated ESC are
needed to improve the culture of these cells. The objectives of this study were (1) to
isolate ESC from in vitro and in vivo produced swine blastocysts, (2) to compare two
in vitro culture conditions to maintain isolated inner cell masses (ICM), MEF or
Matrigel and (3) to identify and to compare the expression of the pluripotency
markers Nanog, Sox2 and FoxD3 at ESC and in vitro and in vivo produced swine
blastocysts. In this manner, swine blastocysts were obtained by in vitro maturation
and fertilization of oocytes from ovaries collected in abattoirs. Embryos were in vitro
cultured for 7 days until blastocyst stage. In addition, in vivo produced blastocysts
were obtained by superovulation followed by artificial insemination of gilts (150 days
of age). Embryos were collected by post-mortem uterus flushing five days after
ovulation. In vitro and in vivo produced blastocysts were submitted to immunosurgery
to isolate the ICM. Briefly, zona pellucida was digested with pronase solution and
embryos were incubated with anti-swine rabbit serum to remove trophoectoderm
cells and with guinea-pig complement serum. The resultant ICM was cultured in stem
cells media (GMEM added by 15% SFB, 0.1 mM B-mercaptoethanol, 1% non
essential amino acids and 4 ng/mL of bFGF) over monolayer of irradiated murine
fetal fibroblasts (MEF) or Matrigel. No difference was observed between the in vitro
culture conditions (MEF and Matrigel) on isolated ICM adhesion. In addition, no

difference was verified between in vitro and in vivo produced blastocysts on adhesion



of cultured ICM. However, no swine ESC was obtained. Gene expression analysis of
in vitro and in vivo produced blastocysts showed that Nanog and Sox2 are less
expressed in in vitro produced blastocysts. However, the expression of FoxD3,
demonstrated in this study for the first time, was similar between groups. Since no
ESC lineage was obtained in swine until now, we believe this species have different
requirements compared to murine and human. Therefore, more studies are

necessary to establish protocols to isolate porcine ESC.

Key words: Embryonic stem cells. Swine. Nanog. Sox2. FoxD3.
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1 INTRODUCAO

Células-tronco embrionarias (CTE) sdo células indiferenciadas pluripotentes
que possuem a capacidade de formar diversos tipos celulares pertencentes aos trés
folhetos embrionarios, além da linhagem germinativa. Por esse motivo, tais células
sdo uma grande esperanca na medicina regenerativa. As CTE também possuem a
capacidade de auto-renovacao, ou seja, de produzir duas células-tronco filhas
idénticas quando ocorre a divisdo celular, sem que ocorra a diferenciacao celular.

Em 1981, foram cultivadas com sucesso células-tronco a partir da massa
celular interna (MCI) de blastocistos de camundongos, dai denominadas CTE
(EVANS; KAUFMAN, 1981). A partir de entdo, diversas tentativas de isolar CTE
foram feitas em outras espécies mamiferas, como ovinos (HANDYSIDE et al., 1987;
TSUSHIYA et al., 1994), leporinos (GILES et al., 1993; NIEMANN; STRELCHENKO,
1994), bovinos (CHERNY et al.,, 1994; STRELCHENKO; STICE, 1994), suinos
(GERFEN; WHEELER, 1995; CHEN et al., 1999), primatas (THOMSON et al., 1995)
e humanos (THOMSON et al., 1998). O estabelecimento de colénias de CTE de
animais domésticos pode ser (til na criagao de métodos de multiplicagdo de animais
geneticamente superiores, producao de animais transgénicos, além de oferecer um
valioso modelo de estudo da biologia do desenvolvimento e diferenciacdo celular
(EVANS, 1989; PIEDRAHITA et al., 1998). Dentre os animais domésticos podemos
destacar a espécie suina por seu grande valor como modelo animal, visto que
apresenta semelhancas imunologicas e fisiolégicas com a espécie humana
(PHILLIPS; TUMBLESON, 1986).

Apesar do alto potencial biomédico das CTE, ainda existem dificuldades na
manutencdo da pluripoténcia in vitro dessas células em suinos. Sabe-se que o
controle da diferenciagdo das CTE é feito por genes que medeiam mudancgas
morfologicas permanentes. Em busca de viabilizar a cultura de CTE suinas, o
presente estudo teve como objetivos (1) isolar CTE suinas a partir de blastocistos
produzidos in vitro e in vivo; (2) comparar dois sistemas de cultivo in vitro de MCI
isoladas, MEF ou Matrigel e (3) identificar e comparar a expressao dos fatores de
transcricdo Nanog, Sox2 e FoxD3 em CTE e embrides produzidos in vitro e in vivo

na espécie suina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Descobertas feitas nos ultimos 30 anos nas areas de biologia celular e
biologia do desenvolvimento mudaram a maneira como entendemos o que € vida. A
reprogramacado de células somaticas ap6s a transferéncia nuclear em odcitos
enucleados (WILMUT et al., 1997), o isolamento e cultivo de CTE em camundongos
(EVANS; KAUFMAN, 1981) e humanos (THOMSON et al., 1998); a criacao de
modelos genéticos em camundongos pela recombinacdo homéloga com CTE
(THOMAS; CAPECCHI, 1987) e a demonstracao da diferenciacao in vitro de CTE
em outros tipos celulares como: musculo, células nervosas, células germinativas
(CHEN et al.,, 1999; WEST et al., 2006) abre novas portas para a medicina
regenerativa, oferecendo uma possivel fonte renovavel de células (WOBUS;
BOHELER, 2005).

2.1 ORIGEM E CLASSIFICACAO DAS CELULAS-TRONCO

Apo6s a formagédo do zigoto, o embrido sofre divisbes mitdticas sucessivas
formando células filhas idénticas (blastémeros) num processo conhecido como
clivagem. Os blastébmeros sdo considerados células totipotentes, visto que carregam
o potencial de formar tanto o individuo propriamente dito quanto seus anexos fetais
(DUDEK; FIX, 2004). Quando o embrido atinge o estagio de blastocisto, duas
populacdes celulares podem ser distinguidas: a massa celular externa (MCE) e a
interna. A MCE, também conhecida como trofoectoderma, da origem aos anexos
fetais, como a placenta. Na MCI encontram-se as CTE, que sdo consideradas
pluripotentes, pois retém a capacidade de gerar células pertencentes aos trés
folhetos embrionarios, o ectoderma, o mesoderma e o endoderma, assim como
células as germinativas primordiais (CGP). Além disso, essas células conseguem se

auto-renovar, ou seja, se proliferar sem que ocorra a diferenciagao.
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Com o desenvolvimento do embrido, algumas células passam a estar

comprometidas com uma determinada linhagem celular, pertencente a um dos trés

folhetos embrionarios ou a linhagem germinativa. Assim, tais células passam a ser

reconhecidas como multipotentes, pois podem gerar qualquer tipo celular dentro do

folneto embrionario ao qual

esta comprometida.

O proximo passo do

desenvolvimento celular é a formacédo das células progenitoras e por ultimo as
células do tecido adulto propriamente dito (DUDEK; FIX, 2004).
A figura 1 apresenta a origem e a classificacao das células-tronco ao longo do

desenvolvimento embrionario.

Totipotentes

Pluripotentes

Multipotentes

Progenitoras

Orgios

Figura1 — Origem e classificacdo das CTE ao
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2.2 OBTENCAO E CULTIVO IN VITRO DE CTE

Segundo Evans e Kaufman (1981), o sucesso na obtencdo de culturas de
CTE depende de trés fatores: o estagio exato das células do embrido, a retirada de
namero suficiente de células e as condicoes de cultivo adequadas que conduzam
mais a multiplicacdo do que a diferenciagao.

Nas primeiras tentativas de isolamento de CTE suinas, embrides foram
cultivados inteiros, ou seja, MCI e trofoectoderma (NOTARIANNI et al., 1990;
STROJEK et al., 1990). Devido a dificuldade de separar morfologicamente células
do trofoectoderma e células da MCI, pesquisadores desenvolveram técnicas para
isolar a MCI, possibilitando uma cultura de CTE mais pura. Dentre elas, a
imunocirurgia € a mais difundida (SOLTER; KNOWLES, 1975). Esta técnica consiste
na remocao das células do trofoectoderma por duas reagbes de citotoxicidade.
Blastocistos sem zona pellcida sao incubados com anti-soro e depois expostos a
acao de complemento de cobaia. Esta técnica ja foi utilizada com sucesso em
suinos (PIEDRAHITA; ANDERSON; BONDURANT, 1990; LI et al., 2004a).

O co-cultivo com monocamadas celulares, geralmente fibroblastos
mitoticamente inativados, € essencial tanto para o isolamento das CTE como sua
manutencao in vitro. Sabe-se que as células do co-cultivo estimulam o crescimento
das células da MCI, além de prevenir sua diferenciagdo (NICHOLS et al., 1990).
Sabe-se que CTE humanas e murinas sdo mantidas indiferenciadas in vitro no co-
cultivo com a linhagem imortal de fibroblastos embrionarios murinos STO ou
fibroblastos embrionarios murinos inativados (MEF; EVANS; KAUFMAN, 1981;
REUBINOFF et al., 2000). O MEF é obtido de fetos de camundongo
(aproximadamente 14 dias de gestacao) e sao geralmente inativados mitoticamente
com mitomicina-C ou irradiacdo. Kim et al. (2007) tentaram isolarar CTE suinas a
partir de embrides produzidos in vitro utilizando o co-cultivo com células STO, MEF e
células epiteliais provenientes de utero suino (do inglés porcine uterine epithelial
cells, PUEC), todas inativadas com mitomicina-C. Nao foi observada diferenca na
quantidade de MCI aderidas ou numero de colbnias semelhantes a CTE obtidas
entre os grupos MEF e STO. Contudo, a adesao foi mais baixa no grupo cultivado
em PUEC e nenhuma col6nia de CTE foi obtida.
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Ja foi demonstrado, em humanos, que o cultivo sem o uso do co-cultivo é
possivel (ROSLER et al., 2004). Para o cultivo sem camada celular, Xu et al. (2001)
demonstraram a necessidade da presenga de laminina, que induz adeséo,
crescimento e migracao celular devido a interacao de moléculas de integrinas. Eles
utilizaram o Matrigel como matriz extracelular e meio condicionado em MEF,
indicando que outros fatores estdo envolvidos na manutencao da pluripoténcia in
vitro de CTE humanas.

Contudo, de todas as linhagens de CTE suinas que foram desenvolvidas até
o momento, nenhuma atende todos os critérios requeridos para sua definicdo como
CTE. Tal definicdo baseia-se no adotado em camundongos, como a formacgéao de
quimeras, teratomas, cariétipo estavel, etc. Assim, sugere-se que tais linhagens
sejam definidas como semelhantes a CTE (CTE-like; BREVINI et al., 2007).

2.3 REGULAGAO DA PLURIPOTENCIA DE CTE

Entender os mecanismos que controlam a pluripoténcia e capacidade de
auto-renovacao das CTE é fundamental para o controle da diferenciacao in vitro
dessas células e sua futura aplicagcdo em terapias celulares. Sabe-se que o controle
da diferenciacao das CTE é feito por genes que geralmente sdo reguladores de
transcricdo, que ativam ou reprimem padrdes de expressdao génica gerando a
mudanca fenotipica vista no processo de diferenciacdo das células-tronco (PESCE;
SCHOLER, 2001). Sao muitos os fatores de transcricdo que ja foram identificados
que estdo envolvidos nessa regulacao. Dentre os considerados principais, podemos
destacar o Oct3/4, Nanog e Sox2.

O gene POU5f1 codifica o fator de transcricdo Oct-3/4 que € restrito as
células totipotentes e pluripotentes (SCHOLER et al., 1990). Em CTE, a expressao
continua de Oct-3/4 em niveis 6timos € necesséaria para manter a pluripoténcia. O
aumento de até 50% da funcao deste fator de transcricdo causa diferenciagédo no
endoderma e no mesoderma primitivos, enquanto sua diminuicdo induz a formacéao
de trofoectoderma concomitante com a perda da pluripoténcia (NIWA; MIYAZAKI;
SMITH, 2000).
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Ha alguns anos, dois grupos identificaram o gene Nanog como outro
importante fator na regulacdo da pluripoténcia (CHAMBERS et al., 2003; MITSUI
et al., 2003). Sua expressao durante o desenvolvimento embrionario esta restrita a
populacées de células pluripotentes, incluindo a MCI dos blastocistos e células
germinativas primordiais (CHAMBERS et al., 2003; YAMAGUCHI et al., 2005).
Alteracdes na expressdo do gene Nanog em CTE causam a perda da pluripoténcia,
que resulta na diferenciacdo em endoderma primitivo (MITSUI et al., 2003). Além
disso, uma subseqUéncia molecular (motify de DNA reconhecida pela proteina
Nanog, foi encontrada na regido promotora de Gata6, um gene critico na
diferenciacdao endodérmica (MITSUI et al.,, 2003). Portanto, pode-se dizer que
prevenir a diferenciacdo de CTE em endoderma primitivo é funcdo primaria do
Nanog. Contudo, pouco se sabe sobre a via que regula essa funcao do Nanog.

Em camundongos, o Oct-3/4 atua em conjunto com outras proteinas como o
Sox2 (AVILION et al., 2003; TOMIOKA et al.,, 2002). Embora muitos estudos
sustentem tal atuagé@o conjunta, o modo como ela ocorre ainda ndo é conhecido. O
fator de transcricdo Sox2 é expresso tanto em CTE como em células neuronais
(TOMIOKA et al., 2002). Em estudo realizado por Takahashi e Yamanaka (2006), no
qual foram produzidas células-tronco com pluripoténcia induzida por fatores de
pluripoténcia, Sox2 mostrou-se essencial ao lado de Oct3/4. Neste mesmo trabalho
foi observado que a expressdo desse gene diminui significativamente quando as
células diferenciam-se.

Outro fator de transcricdo, FoxD3 € um membro da familia Forkhead Box
(Fox) e tem importante papel nas decisées sobre as linhagens celulares nos
primeiros estagios embrionarios, principalmente no desenvolvimento do endoderma
com subsequente organogénese endodermal (HROMAS; COSTA, 1995; SUTTON
etal., 1996). O gene FoxD3 recebeu a principio o nome de Genesis quando
identificado pela primeira vez, baseado na sua expressao em camundongos estar
restrita ao inicio do desenvolvimento embrionario. Tompers et al. (2005)
demonstraram que a expressao de FoxD3 nao é somente necessaria para a
manutencdo da MCI e consequiente estabelecimento da cultura de CTE em
camundongos, como também é essencial em linhagem extraembrionarias. A
expressao de FoxD3 também pode ser utilizada como marcador na identificacdo de
linhagens de CTE humanas (SUTTON et al., 1996). Sabe-se que a expressao de
FoxD3 é inibida pela acdo do acido retindico, conhecido como agente indutor de
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diferenciacao celular (PESCE; SCHOLER, 2001). FoxD3 tem sido relacionado ao
controle da diferenciacao de multiplos sistemas. Um exemplo é a superexpressao de
FoxD3 numa linhagem de células mielbides, que inibe a maturacdo correta dessas
células em granulécitos (XU et al., 1998). Em trabalho realizado por Hanna et al.
(2002), observou-se a necessidade de FoxD3 na manutengdo de células
pluripotentes nos periodos de implantacao e peri-implantagdo na embriogénese de
camundongos. Embora ja se tenha observado a sua importancia na manutengéao da
pluripoténcia de CTE humanas e murinas, ndo existem na literatura estudos desse

marcador de pluripoténcia em suinos.

2.4 CTE E A ESPECIE SUINA

Em 1999 foram obtidas CTE-like a partir de embrides suinos nas seguintes
fases embrionéarias: blastocisto inicial, blastocisto intermediario e blastocisto
expandido pré-implantacdo. Tais linhagens apresentaram-se morfologicamente
estaveis e indiferenciadas (CHEN et al., 1999). Em trabalho realizado por Dyce et al.
(2006) foi observado que células-tronco isoladas da pele de fetos suinos possuem
capacidade intrinseca de se diferenciarem em células similares a odcitos.

O primeiro isolamento e caracterizacao de células-tronco de pele de fetos da
espécie suina foram reportados em 2004. Nesse trabalho foi observada a expressao
dos genes Stat3 e Oct4, conhecidos marcadores de pluripoténcia (DYCE et al.,
2004). Carlin et al. (2006) isolaram células-tronco de cordao umbilical de suinos,
realizando a identificagdo da expressao dos genes Oct4, Nanog e Sox2.

Assim, acredita-se que o conhecimento limitado da regulagédo da pluripoténcia
e auto-renovacdo das CTE nessa espécie seja fator limitante no sucesso de
obtencdo de CTE suinas legitimas, capazes de serem mantidas indiferenciadas in
vitro.

A produgéo in vitro de embrides € uma poderosa ferramenta biotecnoldgica,
pois permite a produgédo de blastocistos, necessarios para o isolamento das CTE.
Contudo, embora a produgédo in vitro de embrides bovinos esteja muito bem

estabelecida, suina esta técnica ainda enfrenta muitos obstaculos na espécie. Ainda,
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poucos estudos tentaram o isolamento de CTE suinas a partir de embrides
produzidos in vitro (MIYOSHI et al., 2000; LI et al., 2004b; KIM et al., 2007).
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 HIPOTESE

As células-tronco embrionarias cultivadas in vitro apresentam expressao dos
genes Nanog, FoxD3 e Sox2 similares as observadas nas células da massa celular

interna de blastocistos suinos produzidos in vitro e in vivo.

3.2 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram (1) isolar células-tronco embrionarias
suinas a partir de blastocistos produzidos in vitro e in vivo; (2) comparar dois
sistemas de cultivo in vitro das massas celulares internas isoladas, MEF ou Matrigel
e (3) identificar e comparar a expressao dos fatores de transcricdo Nanog, Sox2 e

FoxD3 em CTE e embrides produzidos in vitro e in vivo na espécie suina.



35

MATERIAIS E METODOS



36

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS

Embrides suinos foram produzidos in vitro e cultivados até o estagio de

blastocisto, estagio que permite o isolamento da MCI contendo as CTE.

411 Colheita de Odcitos

Ovarios oriundos de abatedouro foram trazidos ao laboratorio em recipiente
contendo solugéo salina (cloreto de sddio 0,9%) a 37°C. Apos lavagem com solucao
salina aquecida para remocdo do sangue, os ovarios foram fixados com pinca
hemostatica e os foliculos (2-8 mm) incisados com bisturi, sendo todo o liquido
folicular recolhido em becker contendo 35 mL de meio de lavagem de odcitos (HbT;
Anexo A). Ao término das incisbes de cada ovario, o mesmo foi mergulhado no
becker e agitado gentilmente contra a parede do becker para melhor recuperagao do
conteudo folicular. O conteudo folicular foi transferido para um tubo de centrifuga de
50 mL, que permaneceu em banho-maria a 37°C por 15 min para sedimentagédo dos
complexos cumulus-oécitos (CCOs).

4.1.2 Maturacao in vitro dos oécitos

O sedimento obtido do conteudo folicular foi ressuspendido em meio HbT e
transferido para placas de Petri de 100 mm. Esta recuperacdo dos CCOs foi feita
com auxilio de micropipeta e estereomicroscéopio (aumento 20 x). Os CCOs foram
transferidos para placas de Petri de 35 mm contendo HbT, onde foram selecionados
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quanto a homogeneidade do citoplasma e conformacédo das células do cumulus
(minimo trés camadas de células do cumulos compactas e completas). Apos serem
lavados trés vezes em meio de maturagdo com horménio (Anexo B), os CCOs foram
transferidos para gotas de 90 uL deste meio, cobertas com 6leo mineral (Sigma—
Aldrich Corp., St. Louis, Missouri, EUA) em placas de Petri de 35 mm. Foram
colocados em média 20 CCOs por gota. A placa de maturacdo permaneceu em
estufa a 38,5°C; 5% de CO, em ar e alta umidade por 22 h. O meio de maturagao
com hormaénio foi entdo substituido por meio de maturagao sem hormdénio (Anexo B)
e a placa de maturacdo permaneceu por mais 22 h em estufa, completando 44 h de

maturacao.

4.1.3 Fecundacao in vitro

Os CCOs foram transferidos para um microtubo contendo 150 yL do meio de
fecundacao in vitro (FIV, Anexo C), onde as células do cumulus foram removidas
mecanicamente por pipetagem. Os odcitos foram transferidos para placas de Petri
de 35 mm contendo gotas 90 uL de meio FIV cobertas por 6leo mineral (20 odcitos
por gota). O sémen para a FIV foi colhido 24 h antes pela técnica da mao enluvada e
refrigerado a 15-182C com diluidor Beltsville-TS (BTS, Minitube, Verona, Wisconsin,
EUA). No momento da FIV, o sémen foi separado do diluidor por centrifugacéao
(7000 x g / 3 min) e 200 uL do sedimento purificados por gradiente de Percoll. Para
isto, um microtubo foi preparado com 400 uL de Percoll 90% sob 400 uL de Percoll
45% (Anexo D). O sémen com Percoll foi centrifugado a 7000 x g/ 4 min. Em
seguida, 200 pL de sémen foram lavados em 1 mL de meio FIV a 7000 x g/ 2 min e
100 uL do sedimento diluidos em 100 uL de meio FIV. Apds esse procedimento, a
motilidade e a concentracao foram avaliadas e a diluicdo do sémen corrigida para
4 x 10° espermatozoides/mL. A fecundagado foi feita com 5 pL da diluicdo final de
sémen para cada gota de 90 uL contendo os odécitos. A placa de fecundagao
permaneceu por 30 min a 38,5°C; 5% de CO, em ar e alta umidade. Os od6citos

foram lavados em meio de fecundacéao para retirar o excesso de espermatozoides e
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diminuir os indices de polispermia. Em uma nova placa de fecundagéo, os odcitos

permaneceram em estufa por 5,5 h, completando 6 h de FIV.

4 1.4 Cultivo in vitro

Ao término do periodo de fecundacgao in vitro, os zigotos foram lavados em
meio de cultivo Porcine Zigote Media (PZM3; Anexo E) e transferidos para placas de
Petri de 35 mm contendo gotas 90 uL de meio PZM3 cobertas por 6leo mineral (20
zigotos por gota). A placa de cultivo permaneceu a 38,5°C; 5% de CO, e 5% de O,
(atmosfera controlada com baixa tensédo de oxigénio) e alta umidade durante todo o
desenvolvimento embrionario. Nos dias 2 e 5 ap6s o inicio do cultivo in vitro (CIV),
45 uL do meio PZM3 foram adicionados em cada gota para renovar o meio de
cultivo (“feeding’). Os indices de clivagem foram avaliados no dia 2 do cultivo e os
indices de blastocistos no dia 7. Os indices de clivagem foram dados pela razdo
entre 0 numero de embrides clivados e o niumero de odcitos submetidos a FIV. Os
indices de blastocistos foram calculados pela razdo entre o nimero de embrides que
atingiram o estagio de blastocisto e o nimero de embrides clivados.

4.2 COLHEITA DE EMBRIOES SUINOS PRODUZIDOS IN VIVO

Para o isolamento da MCI de embridées suinos produzidos in vivo, fémeas
foram superovuladas e inseminadas, e os embrides colhidos 5 dias ap6s a ovulagéao,
quando atingiram o estagio de blastocisto.
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4.2.1 Animais e protocolo hormonal

Marras (n=47) provenientes do plantel da Fazenda Sertdozinho Ltda
(Botelhos, MG), com aproximadamente 110kg e 5 meses de idade foram
superovuladas com 1000 Ul IM de eCG (Folligon®, Intervet, Boxmeer, Holanda) e
5 mg IM de LH (LUTROPIN-V®, Bioniche, Belleville, Ontario, Canada) 3 dias apds o
eCG (n=47) ou 750Ul IM de hCG (CHORULON®, Intervet, Holanda) 4 dias apés o
eCG (n=6). Os animais foram inseminados 12 h apds a administragdo do indutor de
ovulacao (hCG ou LH), quando da manifestacdo do comportamento de estro. O dia 0
(DO) foi considerado o dia da ovulagao (aproximadamente 40 h apds a administracao
do hCG ou LH).

4.2.2 Abate e lavagem dos cornos uterinos

No D5, 133 (n=6) ou 120 (n=47) h apdés a ovulagcdo, os animais foram
abatidos no Frigorifico Nossa Senhora da Saude (Pocos de Caldas - MG). Antes da
eletronarcose, foram introduzidas pipetas de inseminagdo do tipo Golden Pig
preenchidas com silicone na cérvix das marras para evitar a entrada de liquido no
Utero durante a escalda. O trato reprodutivo foi colhido e levado ao laboratério de
Reproducao Animal da Pontificia Universidade Catdlica (PUC) Pocos de Caldas, em
Minas Gerais, em sacos plasticos acondicionados em caixas de isopor.

Os cornos uterinos foram dissecados para evidenciar os ovidutos e separados
um do outro por um corte no corpo do utero. Os ovarios foram retirados e
identificados para verificacdo da resposta superovulatéria. Os cornos uterinos foram
suspensos pela regido caudal em um pedestal para o inicio da lavagem. Foram
injetados 10 mL de PBS com 1% de soro fetal bovino (SFB - Nutricell, Campinas,
Sao Paulo, Brasil) no infundibulo com auxilio de sonda plastica. O conteudo liquido
do oviduto foi massageado em direcao ao corno uterino e o oviduto retirado com um
corte na juncao utero-tubdrica. Neste local e no acesso feito na regido caudal do
corno uterino foram injetados 20 mL de PBS com 1% de SFB. Duas pingas
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hemostaticas atraumaticas foram colocadas na juncao Utero-tubdrica de forma a
deixar uma pequena saida para o escoamento do lavado uterino. Antes de escoar o
lavado uterino, o corno foi movimentado verticalmente alternando suas extremidades
(juncao utero-tubérica e porcao caudal) para completa lavagem do corno. O lavado
uterino foi colhido em placas de Petri de 100 mm previamente marcadas e
observado em estereomicroscépio para recuperacao dos embrides.

4.2.3 Recuperacao e transporte dos embrides

Embrides que atingiram o estadio de blastocisto (eclodidos ou n&o) ou mérula
foram selecionados em estereomicroscépio e lavados 3 vezes em meio TCM hepes
(Nutricell) acrescido de 3 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA, Sigma). Para o
transporte dos embrides de Pocos de Caldas para Sao Paulo (duracédo de 4 h), os
embrides foram acondicionados em palhetas de sémen de 0,5 mL com meio TCM
hepes com BSA. As palhetas foram transportadas em recipiente térmico (+37°C).
Nas ultimas quatro colheitas, os embrides foram acondicionados em microtubos de
650 pL contendo TCM hepes com BSA.

4.3 CULTURA DE CTE SUINAS

Tanto blastocistos suinos produzidos in vitro quanto in vivo foram submetidos
ao isolamento da MCI por imunocirurgia para obtencao de culturas de CTE. Além da
comparacao entre as duas origens de embrides para a obtencdo de CTE suinas,
foram testados dois sistemas de cultivo in vitro: co-cultivo com MEF e Matrigel.
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4.3.1 Obtencao de fibroblastos fetais de camundongo (MEF)

Os fibroblastos foram obtidos de fetos murinos com 15 dias de gestacao, que
foram decaptados e seus fragmentos de pele colocados em placas com meio de
cultura DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium — Gibco, Carlsbad, California,
EUA) e 10% de SFB com 50 ug/mL de gentamicina (Sigma). As placas foram
incubadas a 37°C, 5% de CO; em ar e alta umidade. Quando os fibroblastos
atingiram 90% de confluéncia, foi adicionada tripsina 0,05% em PBS (Gibco) para
retirada das células aderidas as placas, que foram transferidas para uma nova placa.
Cada vez que as células foram transferidas de uma placa para outra, diz-se que
sofreram uma passagem. Apds a terceira passagem, os fibroblastos foram
congelados em DMEM com 20% de dimetilsulféxido (DMSO) e 10% SFB. As células
foram descongeladas e cultivadas em DMEM com 10% de SFB e 50 pg/mL de
gentamicina e irradiadas com 4 krad (Césio 137; IBL-637, Oris Industrie) para
inativacdo da proliferacao (mitose) e novamente congeladas, sendo descongeladas

somente no momento do uso.

4.3.2 Imunocirurgia

Para a remocao das células do trofoectoderma foi realizada a imunocirurgia
dos blastocistos suinos produzidos in vitro e in vivo. Os blastocistos foram lavados 3
vezes em meio TCM Hepes (Nutricell) acrescido de 10% SFB (Nutricell). Os
blastocistos ndo eclodidos foram incubados em solugdo de pronase (8 mg/mL de
TCM Hepes; Sigma) por 1 min sob supervisdo em estereomicroscopio para digestao
da zona pelucida. Em seguida, os embrides foram lavados 6 vezes em TCM Hepes
e 3 vezes em TCM Hepes com alcool polivinilico (PVA 1 mg/mL). Os embrides foram
incubados com soro de coelho anti-suino (1:5; Sigma) diluido em TCM Hepes a
38,5°C por 1 h. Ap6s a incubacao com o anticorpo, foram feitas 3 lavagens em TCM
Hepes e os embrides incubados com soro complemento de cobaia (1:10; Sigma) por

1h a 38,5°C. Ao término da segunda incubacdo, os embrides foram lavados
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novamente em TCM Hepes com PVA e, em seguida, lavados e cultivados por 4 dias
em meio GMEM-ES, constituido por GMEM (Glasgow Modified Eagle Media -
Sigma), 0,1 mM B-mercaptoetanol (Sigma), 1% aminoacidos nao essenciais (Gibco),
15% SFB (Hyclone, Logan, Utah, EUA) e 4 ng/mL fator de crescimento de fibroblasto
basico (bFGF — Invitrogen, Carlsbad, California, EUA). O cultivo foi realizado em
placas de quatro cavidades com 1,9 cm? de area (NUNC, Rochester, Nova lorque,
EUA) a 37°C, 5% de CO. e umidade em ar (2 embrides/poco). As placas foram
previamente preparadas com camada de MEF inativado (8x10* células/poco) ou
camada de Matrigel (BD, Bedford, Massachussetts, EUA). O Matrigel foi diluido em
GMEM (1:30) antes de ser aplicado aos pocos das placas. O Matrigel foi aplicado as

placas refrigerado, pois quando aquecido torna-se gelatinoso.

4.3.3 Derivagdo mecanica

Ao término de 4 dias de cultivo dos embrides submetidos a imunocirurgia,
realizou-se a derivacdo mecéanica. Com o auxilio de micropipetas e solucao de
colagenase (0,5 mg/mL em PBS sem Ca®" e Mg?*) a 37°C, as MCI dos embrides que
aderiram a camada de MEF inativado ou ao Matrigel foram dissociadas e colocadas
em pocos de placas de 4 cavidades (um poco para cada embrido) com MEF
inativado ou Matrigel e meio GMEM-ES.
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Para avaliar o efeito do sistema de cultivo (MEF ou Matrigel), seguiu-se o

seguinte delineamento experimental (Figura 2):

Embrides suinos

(in vivo ou in vitro)

A 4

Imunocirurgia

v

MEF

S

MEF

Matrigel

™,

Matrigel

Matrigel

Cultivo por 4 dias

Cultivo MCI apos
12 derivacao
mecanica

Figura 2 — Delineamento experimental seguido no cultivo in vitro de MCI isoladas de

blastocistos produzidos in vivo ou in vitro.

Os embrides foram cultivados em MEF ou Matrigel apds a imunocirurgia por 4

dias. Feita a derivacdao da MCI, o material cultivado em MEF foi dividido em dois

grupos: MEF ou Matrigel, enquanto o material proveniente do Matrigel continuou em

cultivo no Matrigel. Todo o cultivo foi realizado com meio GMEM-ES, a 37°C, 5%

CO; e alta umidade em ar. O meio foi renovado diariamente, sendo que as células

cultivadas em Matrigel receberam 50% de meio GMEM-ES novo e 50% de meio
GMEM-ES condicionado em MEF (obtido de placas de Petri de 35 mm contendo
MEF) a cada renovacdo. Para a deteccao de colbnias, as placas foram avaliadas em

microscopio diariamente.
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4.4 CARACTERIZACAO

Foi realizado PCR em tempo real para comparar a expressao de Nanog, Sox2

e FoxD3 entre embrides produzidos in vitro e in vivo.

4.4.1 Expressao génica

O RNA total dos embrides produzidos in vitro (n=34; duas manipulacdes de
FIV) e in vivo (n=30; uma colheita, 5 fémeas) foi extraido com /llustra RNAspin Mini
RNA Isolation Kit (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido), seguindo as
instru¢des do fabricante. O RNA total foi eluido da coluna com o volume de 50 pL de
agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Imediatamente ap6s a extragdo, o
cDNA foi sintetizado com Superscript® VILO™ cDNA synthesis kit (Invitrogen). A
concentragdo de RNA total e cDNA foram verificadas por espectrofotometria
(Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies, Inc.,Wilmington, Delaware, EUA).

As anadlises de PCR em tempo real foram realizadas no sistema de deteccéo
ABI Prism® 7500, utilizando-se o SYBR GreenER™ qPCR Supermix Universal
(Invitrogen) com 25 pL de volume total. Como controle endégeno foi utilizado o gene
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Os primers foram desenhados com
o auxilio do software Primer3 (Quadro 1). Para todas as amplificacées, foi utilizado
um programa de 3 passos: 95°C/ 15 seg, 55°C/ 15 seg e 68°C/ 20 seg por 45 ciclos,
seguido da curva de dissociacdo. Como controle negativo da reacao foi utilizado o
mix da reacao e os primers, sem adicdo do cDNA. As reacoes de PCR em tempo
real foram padronizadas com cDNA obtido de CTE murinas (Apéndice A) e
verificadas em blastocistos suinos para a determinagdo das curvas de eficiéncia
(Apéndice B). O tamanho dos fragmentos amplificados por reagcdo de PCR em
tempo real foram verificados por eletroforese em gel de agarose 1% (Apéndice C).
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Genes Primers Concentracao (nM)
Nanog F5—-CTGAGGTTTATGGGCCTGAA -3’ 400
R5—-TGGGACCTTTTCCTCCTTCT -3’ 400
Sox2 F 5— ACATGAATGGCTGGAGCAAC - 3’ 400
R 5 - GCGAGTAGGACATGCTGTAGG - 3’ 200
FoxD3 F5—ATCTGCGAGTTCATCAGCAA -3 400
R 5 - CCGTTGTCGAACATGTCCTC -3’ 400
GAPDH F5—-TCGGAGTGAACGGATTTG -3 400
R 5— CCTGGAAGATGGTGATGG - 3’ 400

Quadro 1 - Primers utilizados na verificagdo da expressao dos genes Nanog, Sox2,
FoxD3 e GAPDH (controle enddgeno)

As razdoes de expressdao dos genes alvo (Nanog, Sox2 e FoxD3) foram
normalizadas pela razdo da expressao do controle endégeno (GAPDH) de acordo

com a seguinte férmula:

E alvo Act (vitro-vivo)
Razao da expressao normaiizada:

E endégeno Act (vitro-vivo)

Onde: E= eficiéncia média do PCR para cada par de primers; ct= ciclo em que cada curva
de amplificacdo passa pelo threshold;, Act= diferenca entre o grupo testado
(blastocistos produzidos in vitro) e grupo referéncia (blastocistos produzidos in vivo).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparagdo dos dois sistemas de cultivo in vitro das MCI apéds
imunocirurgia: MEF ou Matrigel para os dois grupos de embriées: produzidos in vivo

e in vitro, foi empregado o teste qui-quadrado, com nivel de significancia de 5% com
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o software Statistica for Windows. O teste exato de Fisher foi usado quando a
frequéncia esperada foi menor ou igual a 5.

Para a comparacao da expressao dos genes Nanog, Sox2 e FoxD3 entre
embrides suinos produzidos in vitro e in vivo foi usado o teste ndo paramétrico de
modo pareado fixo de realocacdo ao acaso (Pair wise fixed reallocation
randomisation test) utilizando o “Relative Expression Software Tool’ (REST; PFAFFL
et al., 2002). O nivel de significAncia adotado foi de 5%. Os dados foram

apresentados em escala logaritmica.
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Embrides suinos foram produzidos in vitro e in vivo com sucesso, embora 0s

indices de producéao tenham sido abaixo do esperado.

5.1 PRODUGCAO IN VITRO DE EMBRIOES SUINOS

Foram realizadas 48 manipulacées para a PIV de embrides suinos. Estas

manipulagdes totalizaram 4495 odécitos maturados e submetidos a FIV. Destes, 902
(20,07%) clivaram e 279 (30,93%) atingiram estagio de blastocisto. Os dados

completos sobre as manipulacdes para PIV em suinos estado na tabela 1.

Tabela 1 - Dados das manipulacbes para PIV de embrides suinos, incluindo
indices de clivagem e de formacéo de blastocistos — Sdo Paulo — 2009

(Continua)
N indice de Indice _de Indice _de
Manipulagao D?\;I?Vda F eggggzg o0s Clivados Clivagem Blastocistos E(Blz)st;)(;:kl)srté) E(Blz)st;)(;:kl)srté)
(%) oocitos clivados

1 12/03/07 125 0 0 0 0 0

2 26/03/07 115 0 0 0 0 0

3 17/04/07 81 9 11,11 0 0 0

4 23/04/07 86 41 47.67 31 36,05 75,6

5 07/05/07 148 37 25,00 7 4,73 18,91

6 15/05/07 113 67 59,29 33 29,20 49,25
7 21/05/07 54 32 59,26 7 12,96 21,86
8 12/06/07 101 6 5,94 1 0,99 16,67
9 10/07/07 20 9 45,00 0 0 0

10 16/07/07 93 0 0 0 0 0

11 25/07/07 80 0 0 0 0 0

12 28/08/07 107 8 7,48 0 0 0

nao nao

13 03/09/07 119 avaliado  avaliado 6 5,04

14 11/09/07 78 8 10,26 1 1,28 12,50
15 12/09/07 66 23 34,85 8 12,12 34,78
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Tabela 1- Dados das manipulacées para PIV de embrides suinos, incluindo
indices de clivagem e de formacéo de blastocistos — Sdo Paulo — 2009
(Conclusao)

Indice de Indice de

. < Data da Oécitos . Ingjice de . Blastocisto Blastocisto
Manipulagéo MIV Fecundad Clivados Cllvggem Blastocistos (%) sobre (%) sobre
0s (%) o0citos clivados
16 17/09/07 90 0 0 0 0 0
nao nao
17 24/09/07 116 avaliado  avaliado 3 2,59
18 15/10/07 88 0 0 0 0 0
19 16/10/07 151 43 28,48 8 5,30 18,60
20 22/10/07 162 5 3,09 0 0 0
21 30/10/07 80 5 6,25 0 0 0
22 19/11/07 48 4 8,33 0 0 0
23 26/11/07 65 0 0 0 0 0
24 03/12/07 74 6 8,11 1 1,35 16,67
25 11/12/07 56 28 50,00 5 8,93 17,86
26 12/12/07 60 0 0 0 0 0
27 08/01/08 114 19 16,67 4 3,51 21,05
28 09/01/08 47 9 19,15 0 0 0
29 19/02/2008 99 33 33,33 5 5,05 15,15
30 25/02/2008 73 30 41,10 17 23,29 56,67
31 03/03/2008 90 36 40,00 1 1,11 2,78
32 17/03/2008 111 62 55,86 28 25,23 45,16
18 6 33,33 3 16,67 50,00
33 18/03/2008 99 29 29,29 6 6,06 20,69
34 24/03/2008 67 7 10,45 0 0,00 0,00
13 2 15,38 0 0,00 0,00
35 05/05/2008 93 13 13,98 0 0,00 0,00
36 12/05/2008 130 0 0,00 0 0,00 0,00
37 19/05/2008 71 13 18,31 2 2,82 15,38
38 26/05/2008 94 26 27,66 5 5,32 19,23
39 09/06/2008 100 27 27,00 3 3,00 11,11
40 16/06/2008 137 32 23,36 5 3,65 15,63
41 17/06/2008 112 40 35,71 17 15,18 42,50
42 14/07/2008 84 19 22,62 8 9,52 42 11
43 21/07/2008 140 41 29,29 17 12,14 41,46
44 28/07/2008 76 25 32,89 15 19,74 60,00
45 29/07/2008 87 19 21,84 9 10,34 47,37
46 06/08/2008 120 47 39,17 17 14,17 36,17
47 11/08/2008 70 36 51,43 6 8,57 16,67
48 22/09/2008 74 0 0,00 0 0,00 0,00
Total 4495 902 20,07 279 6,21 30,93

Parte dos blastocistos obtidos foi utilizada também em outro estudo, realizado
por Goissis (2008).
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5.2 COLHEITA DE EMBRIOES SUINOS PRODUZIDOS IN VIVO

Foram realizadas colheitas de embriées suinos em dois periodos: Janeiro de
2008 (8 colheitas) e Setembro a Novembro de 2008 (4 colheitas).

5.2.1 Colheitas realizadas em Janeiro de 2008

Num total de 8 colheitas, 246 blastocistos viaveis foram recuperados. O
resumo das colheitas encontra-se na tabela 2. Destes, 239 sobreviveram ao
transporte e foram distribuidos de acordo com a tabela 3.

Tabela 2 - Colheitas de embrides suinos produzidos in vivo durante 0 més de
Janeiro de 2008 — Sao Paulo — 2008

Colheita
Estagio Embrionario 1 2 3 4 5 6 7 8 Total
Nao fecundados 55 5 1 61
Mérula Compacta 3 5 8
BL Inicial 1 4 5
BL 1 1 18 15 35
BL Expandido 8 6 1 49 64
BL Expandido Retraido 17 2 15 10 44
BL Eclodido Inicial 4 4
BL Eclodido Tardio 16 40 4 30 4 94
Degenerados 14 45 87 20 84 92 342
Total por coleta 31 55 111 107 60 38 84 171 657

onde: BL= blastocisto
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Tabela 3 - Distribuicdo dos blastocistos suinos produzidos in vivo colhidos
durante o més de Janeiro de 2008 — Sdo Paulo — 2008

Coleta
1 2 3 4 5 6 7 8 Total
Imunocirurgia e cultivo 5 10 12 6 8 12 53
PCR em tempo real 6 31 21 19 45 122
Imunocitoquimica 5 12 5 10 10 22 64
Total por coleta 16 53 17 37 37 79 239

Assim como os embrides produzidos in vitro, uma parte dos blastocistos foi

utilizada em outro estudo, realizado por Goissis (2008). Os embrides destinados a

imunocitoquimica estdo armazenados em solucédo de polivinilpirrolidona (PVP) em

PBS para futura analise.

5.2.2 Colheitas realizadas em Setembro, Outubro e Novembro de 2008

De um total de 4 colheitas, foram recuperados 76 blastocistos (Tabela 4). Os

blastocistos foram distribuidos de acordo com a tabela 5.

Tabela 4 - Colheitas de embrides suinos produzidos in vivo durante os meses de
Setembro, Outubro e Novembro de 2008 — Sao Paulo — 2008

Colheita
Estagio Embrionario 1 2 3 4 Total
N&o fecundados 6 5 33 44
Mérula Compacta 1 1
BL Inicial 1 1
BL 3 1 3 7
BL Expandido 4 4
BL Expandido Retraido 39 6 2 13 60
BL Eclodido Inicial 4 4
BL Eclodido Tardio
Degenerados 4 9 11 24
Total por coleta 47 21 17 60 145

onde: BL= blastocisto
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Tabela 5 - Distribuicdo dos blastocistos suinos produzidos in vivo coletados
durante os meses de Setembro, Outubro e Novembro de 2008 — Sao

Paulo — 2008
Colheita
1 2 3 4 Total
Imunocirurgia e cultivo 17 3 5 25
PCR em tempo real 30 11 41
Imunocitoquimica 10 10
Total por coleta 47 10 3 16 76

Os embrides destinados a imunocitoquimica estao armazenados em solucao
de PVP em PBS para futura analise.

5.3 CULTURA DE CTE SUINAS

5.3.1 Imunocirurgia

A avaliacao morfolégica sob estereomicroscopia sugere que a imunocirurgia
nao removeu completamente o trofoectoderma dos blastocistos (Figura 3). Nas
imagens D e E da figura 3 é possivel observar que mesmo apds o término da

imunocirurgia, ainda foi possivel visualizar o trofoectoderma dos blastocistos.
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Figura 3 — Blastocistos suinos produzidos in vivo durante procedimento de imunocirurgia (A-
E; aumento de 40 x - A, B, C e E; aumento de 60 x - D). Blastocistos com zona
pellcida (A); blastocistos apos digestdo da zona pellcida com solugdo de pronase
(B); blastocistos apés incubagédo com soro anti-suino por 1 h (C); blastocistos apds
incubacdo com complemento de cobaia por 1 h (D) e blastocistos cultivados sobre
monocamada de MEF, dia 0 do cultivo (E)

Na tabela 6 estdo apresentados os resultados de MCI isoladas de embrides
suinos produzidos in vivo e in vitro por imunocirurgia cultivadas em MEF, enquanto
na tabela 7 estdo os resultados do cultivo realizado em Matrigel. De 10 MCI
provenientes de embrides produzidos in vitro que foram cultivadas em MEF,
somente 3 aderiram a monocamada de células murinas, enquanto nenhuma MCI
interna aderiu ao Matrigel das 4 cultivadas. Quanto as MCI oriundas de embrides
produzidos in vivo, 27 das 50 cultivadas em MEF aderiram, enquanto somente 3 de
16 aderiram ao Matrigel. Contudo, ndao houve diferenga entre os sistemas de cultivo
MEF e Matrigel na aderéncia das MCI. Também n&o houve diferenca entre os dois
grupos de embrides: in vitro e in vivo (p>0,05).

As MCI que aderiram ao MEF foram subcultivadas em MEF ou Matrigel apés
a 12 derivacao (Tabela 6). As MCI que aderiram ao Matrigel foram subcultivadas em
Matrigel (Tabela 7). Nenhuma coldnia foi obtida em ambos os sistemas de cultivo.
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Tabela 6 - Cultivo em MEF de MCI oriundas de blastocistos suinos submetidos a
imunocirurgia — Sado Paulo — 2008

, . NuUmero de colbnias apoés 12
Ndmero de MCI cultivadas P

derivacao
Sistema de Produgdo 1, Aderidas MEF Matrigel
dos Embrides
In vitro 10 3 0 0
In vivo 50 27 0 0

Tabela 7 - Cultivo em Matrigel de MCI oriundas de blastocistos suinos submetidos
a imunocirurgia — Sao Paulo — 2008

Numero de MCI cultivadas NumAerg de
colonias
Sistema de Prgdugao Total Aderidas Matrigel
dos Embrides
In vitro 4 0 0
In vivo 16 3 0

A Figura 4 ilustra MCI aderidas ao MEF quatro dias ap6s a imunocirurgia de 3
blastocistos suinos produzidos in vivo.
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Figura4 — MCI 4 dias apds imunocirurgia sobre monocamada de MEF. (A) MCI néo
aderida; (B) MCI aderida. Aumento de 200 x.
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5.4 CARACTERIZACAO

5.4.1 PCR em tempo real

Foi identificada a expressdo dos genes Nanog, Sox2 e FoxD3 nos

blastocistos suinos produzidos in vitro e in vivo (Figuras 5-7).
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Figura 5 — Verificagdo da expressdo e curva de dissociagdo do marcador de
pluripoténcia Nanog em blastocistos suinos produzidos in vitro (vermelho)
e in vivo (preto) por PCR em tempo real.
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Figura 6 — Verificagdo da expressdo e curva de dissociagdo do marcador de
pluripoténcia Sox2 em blastocistos suinos produzidos in vitro (vermelho)
e in vivo (preto) por PCR em tempo real.
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Figura 7 — Verificagdo da expressdo e curva de dissociagdo do marcador de
pluripoténcia FoxD3 em blastocistos suinos produzidos in vitro (vermelho)
e in vivo (preto) por PCR em tempo real.

A figura 8 mostra a expressdo de Nanog, Sox2 e FoxD3 nos blastocistos
produzidos in vitro em relacéo a expressao observada nos blastocistos produzidos in
vivo. A comparacao da expressao desses genes revelou que nao houve diferenca no
padrao de expressao do gene FoxD3 entre os grupos testados. Contudo, observou-
se que blastocistos produzidos in vitro apresentaram uma menor expressao dos
genes Nanog e Sox2 em relacdo aos blastocistos produzidos in vivo (p< 0,05;
Tabela 8).
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Figura 8 — Expressao dos genes Nanog, Sox2 e FoxD3 em blastocistos suinos
produzidos in vitro em relagdo aos embrides produzidos in vivo. A

razao da expressao génica é dada em escala logaritmica.

Na tabela 8 estdo apresentados os dados da analise da expressao génica de

Nanog, Sox2 e FoxD3 em blastocistos produzidos in vivo e in vitro.
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Tabela 8 - Analise da expressao génica de Nanog, Sox2 e FoxD3 em blastocistos
suinos produzidos in vitro e in vitro — Sao Paulo — 2008

GAPDH Nanog Sox2 FoxD3
Eficiéncia PCR 2,10 2,07 2,06 1,91
Médias In vitro (ct) 30,05 29,72 30,46 36,90
Médias In vivo (ct) 30,02 33,68 32,64 36,87
Valor de P 0,001 0,027 0,966

onde: ct= ciclo em que cada curva de amplificagdo passa pelo threshold.
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DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Embora linhagens de ja CTE-like tenham sido isoladas a partir de embrides
pré-implantagdo em suinos (SHIM et al., 1997; CHEN et al., 1999; LI et al., 2003),
poucos resultados foram obtidos com embrides produzidos in vitro até o momento.
Miyoshi et al. (2000) isolaram CTE-like de embrides suinos produzidos in vitro apds
o cultivo dos embrides intactos, ou seja, que nao foram submetidos ao isolamento
da MCI. Li et al. (2004b) também cultivaram embrides suinos produzidos in vitro
intactos. A linhagem obtida foi descrita como CTE-like, que se apresentou positiva
para fosfatase alcalina, que & comumente expressa em células pluripotentes.
Contudo, até momento ndo foram obtidas CTE suinas que apresentem todos o0s
requisitos necessarios para serem caracterizadas como CTE legitimas. O presente
trabalho buscou o estabelecimento de uma linhagem de CTE a partir de embrides
suinos produzidos in vitro e in vivo. Para tal, embrides em estagio de blastocisto
foram submetidos a remocéao do trofoectoderma por imunocirurgia. A MCI resultante
foi cultivada sobre monocamada de MEF ou Matrigel. Embora tenha sido observada
a adesao da MCI nos dois sistemas de cultivo, nenhuma colénia de CTE foi obtida
apds as derivagdes. Assim, a hipotese que CTE cultivadas in vitro apresentam
expressao dos genes Nanog, FoxD3 e Sox2 similares as observadas nas células da
MCI ndo p6de ser testada.

Contudo, foi possivel comparar os dois sistemas de cultivo in vitro das MCI
isoladas, MEF e Matrigel, quanto a adesao dessas MCI. Os dois sistemas
mostraram-se eficientes em suportar o cultivo dessas MCI até a primeira derivagéo,
realizada 4 dias apds o inicio do cultivo. Mesmo assim, nao foi possivel comparar a
eficiéncia dos dois sistemas de cultivo na obtencao de colénias de CTE suinas, visto
que nenhuma colénia foi obtida.

A capacidade da linhagem de MEF e da monocamada de Matrigel utilizados
neste estudo em servir de co-cultivo para CTE foi anteriormente averiguada por
Goissis (2008). Através do cultivo de CTE murinas da linhagem USP1', Goissis
verificou que os dois sistemas sdo capazes de suportar o cultivo in vitro de CTE.

' CTE murinas da linhagem USP1 foram gentiimente cedidas pela Dra. Irina Kerkis,

pesquisadora do Instituto Butantan de Sao Paulo
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Durante o procedimento de imunocirurgia, observou-se que a MCI resultante
tornou-se mais enegrecida. Muitas vezes o embrido se desfez durante a incubacao
com o complemento de cobaia. Contudo, é dificil supor que a imunocirurgia possa
ter causado algum dano nos blastocistos, visto que os anticorpos usados nesta
técnica sdo amplamente utilizados em coloragdao diferencial de embrides suinos
(MACHATY; DAY; PRATHER; 1998). Além disso, em algumas manipulagées, foi
dificil distinguir apenas com o uso do estereomicroscopio onde estava a MCI do
embrido. Segundo Li et al. (2003), a dificil visualizagcdo da MCI de embriées suinos
produzidos in vitro dificulta o seu isolamento, levando a baixas taxas de sucesso.
Li et al. (2003) propuseram um novo método para isolar MCI de embrides suinos
produzidos in vivo que utiliza uma digestdo enzimatica com solucdo de 0,25% de
tripsina e 0,04% de EDTA. Seus resultados demonstraram que tal procedimento foi
mais eficiente que cultivar embrides intactos, ou seja, que s6 tiveram a zona
pelucida removida. Li et al. (2004b) isolaram CTE-like de embrides suinos
produzidos in vitro apenas cultivando blastocistos sem zona pelucida pois, segundo
esses autores, a imunocirurgia ndo € a técnica mais adequada para embrides suinos
produzidos in vitro devido ao baixo numero de células presentes na MCI destes
blastocistos.

Diante do exposto sobre técnicas ja utilizadas para isolar CTE de suinos, é
possivel verificar que nenhuma delas até o momento foi considerada totalmente
efetiva, visto que somente células semelhantes a CTE foram obtidas. Além disso, o
espaco amostral da maioria dos trabalhos é extremamente variavel, deixando mais
duvidas sobre o quanto estamos perto de obter tais células na espécie suina.
Enquanto Li et al. (2004b) cultivaram 12 blastocistos produzidos in vitro intactos
(sem zona peldcida), dos quais 9 aderiram no MEF e 2 colbnias primarias de CTE-
like foram obtidas; Kim et al. (2007) submeteram 127 blastocistos produzidos in vitro
a imunocirurgia, obtendo 87 MCI aderidas e 32 colbnias priméarias de CTE-like.
Miyoshi et al. (2000) cultivaram 32 blastocistos suinos produzidos in vitro intactos
(sem zona pelucida) e obtiveram 24 MCI aderidas e 9 colénias de CTE-like. Tal
variagdo somente ressalta a elevada inconstancia dos resultados da produgao in
vitro de embrides na espécie suina. Tal inconstancia também foi observada no
presente trabalho. Além disso, o mesmo quadro é observado nas tentativas de
isolamento de CTE suinas a partir de embrides colhidos in vivo. Li et al. (2004a)

obtiveram 19 col6nias de CTE-like derivadas de 25 MCI aderidas, isoladas de um
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total de 40 blastocistos suinos produzidos in vivo. Chen et al. (1999) isolaram MCI
de 196 embrides produzidos in vivo em diferentes estagios pré-implantacéo.
Obtiveram 129 MCI aderidas, 94 culturas primarias e 12 linhagens de CTE-like.
Assim, cabe dizer que uma padronizagdo do procedimento de imunocirurgia e das
demais técnicas de isolamento da MCI de embrides suinos ainda é necessaria para
resultados mais efetivos.

Segundo Notarianni et al. (1991), uma possivel explicacdo do porque ainda
nao se obtiveram linhagens de CTE suinas, se deve ao extenso periodo de pré-
implantagcédo, caracterizado por uma elongacao pronunciada do blastocisto e
quiescéncia simultdnea da MCI. Chen et al. (1999) realizaram experimentos para
verificar qual estagio pré-implantacional de embrides produzidos in vivo é o mais
adequado para o isolamento de CTE suinas. Os embrides foram cultivados intactos
ou foram submetidos a imunocirurgia para isolamento da MCI. Como co-cultivo
foram utilizadas células STO. Concluiram que blastocistos recém eclodidos, colhidos
7-8 dias apds inseminacao, oferecem os melhores resultados.

O presente estudo também objetivou comparar a expressdo génica dos
marcadores de pluripoténcia Nanog, Sox2 e FoxD3 nos dois grupos de embrides:
produzidos in vivo e in vitro, com a finalidade de verificar se existe diferenga no
padrdo de expressado entre os dois grupos. Foi observado que blastocistos suinos
produzidos in vivo apresentam maior expressdo de Nanog do que blastocistos
obtidos por FIV. Tal observacéo colabora com o reportado por Kumar et al. (2007) e
Magnani et al. (2008). O presente estudo também demonstrou uma menor
expressao do gene Sox2 em embrides produzidos in vitro quando comparados com
embrides produzidos in vivo. Essa diferenca ja havia sido reportada por Magnani et
al. (2008). Contudo, vale ressaltar que o gene endégeno (GAPDH) utilizado para
normalizar as analises da expressdo génica no presente estudo é diferente dos
utilizados anteriormente, assim como as condi¢des in vitro de producado de embrides.

Segundo estudo realizado por Kuijk et al. (2007), onde diversos genes
endogenos foram comparados para realizagdo da analise de expressao génica de
embrides suinos, o0 GAPDH & um excelente controle endégeno. Kumar et al. (2007)
utilizaram o gene da histona H2a como gene endbégeno enquanto Magnani et al.
(2008), por sua vez, usou o gene YWHAG. Kuijk et al. (2007) desencorajou 0 uso da
histona H2a como controle, por apresentar expressao variavel ao longo do

desenvolvimento embrionario, ndo oferecendo, assim, um bom controle enddgeno.
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Sabe-se que embrides produzidos in vitro possuem menor competéncia de
desenvolvimento do que embrides produzidos in vivo. Assim, as condi¢des de cultivo
in vitro sdo essenciais para uma melhor competéncia de desenvolvimento
embrionario. O meio NCSU23 (North Caroline State University media) € o mais
comumente utilizado na producéo in vitro de embrides suinos. Apesar de nao ser tao
eficiente quanto as condicoes fisioldgicas, este meio oferece altos indices de
blastocistos. Ultimamente o meio de cultivo de embrides suinos PZM3 tem sido
muito utilizado. Ele é baseado em elementos inorganicos e substratos energéticos
do fluido do oviduto de suinos suplementado com aminoacidos, podendo ser uma
alternativa para o desenvolvimento de embrides até o estagio de blastocisto
(YOSHIOKA et al., 2002). Kumar et al. (2007) utilizou o meio NCSU23. O cultivo in
vitro de embrides no presente estudo foi feito com o meio PZM3, assim como em
Magnani et al. (2008). Portanto, pode-se dizer que foi observada uma menor
expressdo dos genes Nanog em blastocistos produzidos in vitro independente do
meio de cultivo utilizado.

O presente estudo demonstrou a expressdao do gene FoxD3 em embrides
suinos. Ainda, foi observado que a expressao desse gene nao diferiu entre os dois
grupos de blastocistos. A autora do presente trabalho desconhece estudos na
literatura que tenham demonstrado a amplificacdo do gene FoxD3 por PCR em
tempo real em embrides suinos. Hanna et al. (2002) demonstraram que a expressao
deste gene é necessaria para a manutengdo de CTE murinas in vitro. No mesmo
trabalho, os autores observaram que células da MCI que nao expressam FoxD3
param de se proliferar quando cultivadas in vitro, sugerindo que a auséncia da
expressdao deste gene cause a morte dessas células in vitro. Liu et al. (2008)
sugerem que FoxD3 esteja envolvido na sobrevivéncia e auto-renovacao de CTE
murinas, reprimindo a diferenciacdo celular. Embora ja se tenha observado a sua
importdncia na manutencdo da pluripoténcia de CTE humanas e murinas, nao
existem na literatura estudos desse marcador de pluripoténcia em suinos. Sendo
assim, mais estudos sdo necessarios para entendermos o papel do FoxD3 na
regulacao da pluripoténcia de CTE embrionarias suinas.

Embora dados interessantes tenham sido obtidos no presente trabalho, no
que diz respeito a expressao dos marcadores de pluripoténcia Nanog, Sox2 e FoxD3
em embrides suinos produzidos in vivo e in vitro; um estudo sobre a localizacao

desses fatores nesses embrides, por reacao de imunofluorescéncia, sera de grande
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interesse para complementar esses dados. Ainda, um sequienciamento do
fragmento amplificado por reacdao de PCR em tempo real correspondente ao gene
FoxD3 serda interessante para verificar a identidade deste fragmento com a espécie

suina.
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7 CONCLUSOES

Embora nao tenha sido possivel testar a hipétese que CTE suinas
apresentam o mesmo padrao de expressao dos genes Nanog, Sox2 e FoxD3 de
MCI de embrides produzidos in vivo e in vitro, foi possivel verificar a expressao
desses trés marcadores de pluripoténcia em embrides suinos de duas origens
diferentes.

Ainda, foi possivel observar que blastocistos suinos produzidos in vivo
possuem uma maior expressao dos genes Nanog e Sox2. Visto que tais fatores de
transcricdo sado atualmente considerados indispensaveis para a manutencdo da
pluripoténcia de CTE in vitro, € possivel supor que a primeira colénia de CTE suinas
legitima venha a ser obtida de embrides produzidos in vivo.

O presente trabalho demonstrou pela primeira vez, a expressdao do gene
FoxD3 em blastocistos suinos. Curiosamente, a expressdo deste marcador de
pluripoténcia, consagrado nas espécies murina e humana, foi semelhante nos dois
grupos de blastocistos. Contudo, pouco se sabe sobre o seu papel na regulacdo da
pluripoténcia de CTE suinas.

Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para estabelecer protocolos
eficazes para o isolamento de CTE suinas, assim como esclarecer o papel dos
fatores de transcricdo Nanog, Sox2 e FoxD3 na regulacao da pluripoténcia de CTE

suinas.
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APENDICES

APENDICE A — PADRONIZACAO DAS REACOES DE PCR EM TEMPO
REAL

As reacbes de PCR em tempo real foram padronizadas com cDNA obtido de
CTE murinas, linhagem USP1 e validadas com cDNA de blastocistos suinos. Foram
feitos testes de concentracdo de primers e curvas de eficiéncia para os genes
FoxD3, Sox2 e GAPDH. As reacbes para o gene Nanog nao puderam ser
padronizadas com CTE murinas, pois a homologia entre as duas espécies para este
gene € insuficiente. Ou seja, os primers para o Nanog nao amplificam este
fragmento de cDNA na espécie murina.

O RNA total foi extraido com llustra RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE),
seguindo as instrucbes do fabricante. O RNA total foi eluido com o volume de 40 pL
de agua tratada com DEPC para obtencdo de uma solucdo mais concentrada de
RNA total. Imediatamente apo6s a extracao, o cDNA foi sintetizado com Superscript®
VILO™ cDNA synthesis kit (Invitrogen). A concentracdo de RNA total e cDNA foram
verificadas por espectrofotometria (Nanodrop ND-1000, Nanodrop Technologies,
Inc.,Wilmington, Delaware, EUA). A concentragdo de cDNA de CTE murinas foi de
aproximadamente 2128,2 ng/uL. Assim, para mimetizar a reagdo com a baixa
concentracdo de cDNA dos blastocistos, 0 cDNA de CTE murinas foi diluido em
agua tratada com DEPC (cDNA de CTE murinas de baixa concentracao).

Para a confeccdo das curvas de eficiéncia, o cDNA de CTE murinas de baixa
concentracao foi submetido a diluicdes seriadas, em base 2, gerando 5 diluigdes. A
curva de eficiéncia foi gerada, entdo, com 5 pontos de diluicdo em triplicata,
utilizando o sistema de detecgao ABI Prism® 7500, com SYBR GreenER™ qPCR
Supermix Universal (Invitrogen), 25 pL de volume total. Foi utilizado um programa de
3 passos: 95°C/ 15 seg, 55°C/ 15 seg e 68°C/ 20 seg por 40 ou 45 ciclos, seguido da
curva de dissociacao.

As figuras 9-11 mostram as curvas de eficiéncia dos genes GAPDH, Sox2 e
FoxD3 com cDNA de CTE murinas de baixa concentracao, respectivamente.
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Figura 9 — Curvas de eficiéncia e dissociacdo do gene GAPDH em reacédo de PCR
em tempo real com cDNA de CTE murinas de baixa concentracao.
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Figura10— Curvas de eficiéncia e dissociacao do gene Sox2 em reacao de PCR
em tempo real com cDNA de CTE murinas de baixa concentracao.
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Figura 11 — Curvas de eficiéncia e dissociacao do gene FoxD3 em reacao de PCR
em tempo real com cDNA de CTE murinas de baixa concentracao.
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APENDICE B — CURVAS DE EFICIENCIA DOS GENES NANOG, SOX2,
FOXD3 E GAPDH EM BLASTOCISTOS SUINOS

Para a quantificacdo relativa da expressao dos genes Nanog, Sox2, FoxD3
em blastocistos suinos produzidos in vitro e in vivo, foram realizadas as curvas de
eficiéncia conforme descrito no Apéndice A. As figuras 12-15 mostram as curvas de
eficiéncia e dissociacao dos genes GAPDH, Nanog, Sox2 e FoxD3 para as reacdes

de PCR em tempo real em embrides suinos, respectivamente.
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Figura 12 - Curvas de eficiéncia e dissociacdo do gene GAPDH em reacao de PCR
em tempo real com cDNA de blastocistos suinos.
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Figura 13 - Curvas de eficiéncia e dissociacdo do gene Nanog em reacdo de PCR
em tempo real com cDNA de blastocistos suinos.
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Figura 14 - Curvas de eficiéncia e dissociacado do gene Sox2 em reagdo de PCR em
tempo real com cDNA de blastocistos suinos.
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Figura 15 - Curvas de eficiéncia e dissociacdo do gene FoxD3 em reacdo de PCR
em tempo real com cDNA de blastocistos suinos.



81

APENDICE C - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE PARA
VERIFICAGAO DOS TAMANHOS DOS FRAGMENTOS
AMPLIFICADO POR PCR EM TEMPO REAL

Foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% para verificagdo das massas
moleculares dos fragmentos amplificados pela reacdo de PCR em tempo real dos
genes GAPDH, Nanog, Sox2 e FoxD3 (Figura 16).

GAPDH Nanog Sox2 FoxD3 M2
(-) Vivo Vitro (-) Vivo Vitro (-) Vivo Vitro (-) Vivo Vitro

Figura 16 — M1= Marcador de peso molecular de 50 pb; (-) controle negativo da
reacdo dos genes GAPDH, Nanog, Sox2 e FoxD3; vivo= blastocistos
produzidos in vivo; vitro= blastocistos produzidos in vitro; M2= marcador
de peso molecular de 1 kb.



ANEXOS

ANEXO A - MEIO DE LAVAGEM

Meio Hepes buffered Tyrode's (HbT)

e NaCl......coooereennnnnnn. 113,7 mM
e NaHCO:;................ 2 mM

e Na Lactate............ 12,95 mM
e Na Pyruvate.......... 0,2 mM

e NaH.PO,............... 0,34 mM
LI (O P 3,22 mM
e (CaCl; 2H.O0........... 2,04 mM
e MgCl; 6H0 .......... 0,5 mM

e Hepes....ooeeeenn. 10 mM

e BSAV...iiee 3mM

® SFB..ccoiiiiiiiieee 10%



ANEXO B - MEIOS DE MATURAGCAO

Com hormoénio

e Piruvato de Sédio................ 0,91 mM

o Cisteina ...ccooeevvevvveeeeeiinnnnn. 0,57 mM
e D-Glucose.....cccceeeviiiininnnnn. 3,05 mM

o EGF .. 50 Ul/mL
¢ NCG .o 10 Ul/mL
¢ eCG . 10 Ul/mL
e Gentamicina .......ccccoeeuueeenn. 50 Ul/mL
e Fluido Folicular Suino......... 10%

Sem hormonio

e Piruvato de Sodio ............... 0,91 mM
o Cisteina ...ccooeevveveeveeeeiennnnn. 0,57 mM
e D-Glucose.....cccceerriiinnnnnnn. 3,05 mM
¢ EGF . 50 Ul/mL
e Gentamicina .......ccccoeeuveeenn. 50 Ul/mL

83



ANEXO C — MEIO DE FECUNDAGCAO

Meio Tris Buffered Medium modificado (mTBM)

¢ NaCloooooiiiieiieeeeeeee 113,7 mM
LI O P 3mM

I O (O P 7,5 mM

e D-Glucose......ccoveeeriiunnnnnn. 11 mM

e Piruvato de Sodio ............... 5 mM

I 1 T 20 mM

e Cafeina.....ccccoviieeiiiiiinnnnn. 2mM

o (Cisteina .....ocevveveeeiiieneeennn. 0,57 mM
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ANEXO D - PERCOLL

Percoll 90%

o Percoll....oeviieiiiiiiiiieeen. 0,9 mL

LIRS To] [017=To I 0 ) G 100 pL
e NaHCOs....coeviveiiiiieeee. 0,0021 g
e Acido Lactico (xarope)........ 3,7 uL

e MgCl, 6H,0 (0,1M)............. 3,9 uL

e (CaCly 2H0 (1M) .. 2 uL

Percoll 45%

Percoll 90% diluido em TALP Sémen (1:1).

TALP Sémen (Solucao Estoque de 50 mL)

LI - 1 P 0,2910 g
LI (O PO 0,0115¢g
¢ MgClo.oiiiiiiieeeeeee 0,0040 g
e NaHCOs.....cocoiiiieeeieeee 0,00175 ¢
o CaCloHoO....covnieeeeee. 0,1050 g
e PhenolRed........ccceeeeriees 0,0005 g
e Acido Lactico (Xarope) ....... 155 pL
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ANEXO E - MEIO DE CULTIVO

NaCl.....ooviiiieiieeeeee, 108 mM
KClei e 10 mM
Ca Lactato ........ceeeeeeeeeennnnee 2mM
KH2PO4.oooieieieeeee, 0,35 mM
MgSOy4 7H20 ......ovvreeerie 0,40 mM
NaHCOs.....ccocveeeiiieeee, 25,07 mM
Glutamina ......cccooecveeeeenen. 1 mM
Hipotaurina ..........ccccceeeeenn. 5mM
Gentamicina .......ccccceeeeneee 50Ul/mL
BSA .. 3mg/mL
Aminoacidos Essenciais (Sigma M7145)......... 20mL/L

Aminoacidos ndo-essenciais (Sigma B6766) .. 10mL/L
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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