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A transferéncia nuclear tem sido uma técnica importante para a conservagédo de germoplasma
animal e também para a multiplicacdo de material genético (MIGLINO, 2004). A multipotencidade das
células adipdcitas tem gerado interesse cientifico, pois estas células podem se diferenciar em
diferentes tipos celulares (EDWARD et al., 2009). Estas células apresentam uma versatilidade de
diferenciagdo e uma poderosa potencialidade, além de sua facilidade de cultivo in vitro (OLIVEIRA et
al., 2006). Devido a essa caracteristica, as células adipécitas podem ser consideradas como células
tronco, podendo ser utilizadas na clonagem animal.

Atualmente, diferentes protocolos vem sendo empregados para desenvolver técnicas envolvendo a
criopreservacdo. Para criopreservar células vivas e tecidos é necesséario utilizar temperaturas muito
baixas (DE PEGG. 2007). Todos os métodos de criopreservagédo necessitam de crioprotetores que
possuem a fungdo de proteger as células da agressdo ao frio e de reduzir a quantidade de gelo
formado (DE PEGG, 2007).

Os objetivos deste estudo foram avaliar a possibilidade de isolar e cultivar adipécitos bovinos in
vitro e determinar a solug&o crioprotetora mais eficiente em manter viabilidade destas células apés a
criopreservagao.

Material e Métodos = =

A cultura priméaria de células adipécitas bovinas foi preparada por meio de metodologia
modificada e simplificada descrita previamente por Y. Li e colaboradores (2006). Assim, o tecido
adiposo removido foi lavado com soro fisiolégico e DMEM com soro fetal bovino e antibiéticos. Em
seguida, o tecido foi cortado em pequenos fragmentos e depositado na placa de petri (Figuras 1 e
2), sendo recobertos com DMEM e transferida para estufa de CO,. Apés o cultivo por 7 dias, as
biépsias foram retiradas, o meio trocado, e as células isoladas foram cultivadas por mais 7 dias nas
mesmas condicdes. Ap6s este periodo, as células foram tripsinizadas e depositadas em garrafas de

cultivo (Figura 3) para aumentar seu niimero (Figura 4) e poderem ser criopreservadas.

Figura 1: Remoc&o do tecido adiposo.

Figura 2: Biopsias cobertas com DMEM.

As células ressuspensas foram divididas em trés tratamentos de criopreservacéo: T1) DMEM,
10% de SFB e 10% de DMSO; T2) DMEM, 10% de SFB e 7 % de PG e T3) DMEM, 10% de SFB e
5% de DMF. As solugdes com as células foram envasadas em palhetas e em seguida foram
equilibradas e refrigeradas para posteriormente serem armazenadas em nitrogénio liquido (-196°C),
onde permaneceram por 49 dias.

A taxa de viabilidade das células adipécitas foi verificada apés a descongelagdo, onde as
células foram incubadas com o corante trypan blue e entdo avaliadas em microscopio. Os
tratamentos de criopreservagao foram comparados pela andlise de variancia ANOVA. Ao identificar
diferenca na andlise de variancia, os tratamentos foram comparados utilizando o teste t. Diferengas
foram consideradas significativas com P<0,05.
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Figura 3: Cultivo dos adipécitos em
garrafas de cultura.

sultados

Figura 4 : Crescimento celular in vitro.

O presente trabalho estudou de forma inédita, o isolamento e criopreservacdo de células adipécitas

bovinas em diferentes solugdes de crioprotegdo, com o objetivo de determinar a melhor solugdo para ser

utilizada na formagéao de um criobanco de células adipdcitas.

As células que atingiram a confluéncia celular foram criopreservadas e avaliadas apés a descongelagéo,
sendo entdo possivel calcular a taxa de concentragédo e a taxa de viabilidade celular. A média da concentragdo
celular ap6s criopreservagéo foi semelhante para os dois tratamentos com seus respectivos crioprotetores.
Todas as solucdes de criopreservacéo conseguiram manter células viaveis apds a descongelagéo.

O resultado da viabilidade celular dos tratamentos esta descrito na tabela 1 e Figura 5, onde o tratamento

com 10 % de DMSO manteve 38,6 +21,4% das células viaveis, sendo significativamente superior aos outros

(P<0,05). Néo foi verificada diferenca estatistica entre os tratamentos PG e DMF.

Tabela 1: Anélise da taxa de viabilidade p6s congelagéo e descongelagdo das células adipécitas em diferentes

solucdes protetoras.

Animal PG DMSO DMF

I 11,5% 39,5% 3,5%

1} 5,5% 50,5% 5,0%

mn 25,0% 18,6% 9,5%

\%2 58,0% 72,5% 17,5%

\ 4,0% 14,0% 2,5%

Vi 8,0% 36,5% 3,0%

Média e Desvio 18,6+20,6% 38,6 +21,4% 6,8+ 5,8%

Padréo

Viabilidade (%)

Figura 5: Diferencas de viabilidade celular entre os tratamentos T1 (PG), T2 (DMSO) e T3 (DMF) ap6s a

criopreservacéo. P<0,05.

Conclusoes

Foi possivel isolar, cultivar e criopreservar células adipdcitas bovinas, bem como determinar que a

melhor molécula crioprotetora foi 0 DMSO a 10%. No entanto, para aumentar a viabilidade celular é
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necessario realizar experimentos combinando outros crioprotetores ao DMSO.
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