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Isolamento de células-tronco mesenquimais de saco vitelino criopreservado
Isolation of mesenchymal stem cells from cryopreserved yolk sac tissue
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O cultivo primario pos criopreservagdo ja se é praticado com tecidos, como no caso do corddo umbilical
e polpa dentaria. Essa técnica além de se mostrar util para o posterior cultivo e aplicagdo de células-
tronco, ela pode ser utilizada para a melhor organizacdo e realizagdo dos experimentos in vitro. Com a
criopreservagdo prévia € possivel coletar as amostras, armazer a quantidade de material necessaria e
executar os experimentos com maior controle sobre o material obtido. Para o estudo foram escolhidas
células-tronco orindas do saco vitelino, pois nos ultimos tempos esse folheto extra-embrionario tem se
tornado alvo de pesquisas ciéntificas nas areas de reprodugdo, toxicologia, biologia evolutiva e biologia
do desenvolvimento. Dessa maneira, foram coletados embrides de suino (n=3), canino (n=3) e bovino
(n=3) no priemeiro terco gestacional. Os sacos vitelinos foram isolados, macerados e digeridos usando
colagenase IV. No caso dos embrides suinos, a técnica por splicing (somente digestdo mecanica) foi a que
se obteve melhor resultado. Apds a digestdo do tecido, parte do material seguia para cultivo primario com
meio de cultivo e mantidas em estufa de 80% de umidade relativa com atmosfera gasosa de 5% de CO2, a
37°C. Enquanto outra parte era congelado com meio composto de: 900uL. de SFB + 900uL de meio de
cultivo + 200uL de dimetilsulféxido (DMSO). Para as analises inicias da viabilidade da técnica utilizada,
foram examinadas o tempo para confluéncia em cultivo primario e capacidade de unidades formadoras
de colonia (UFC). Como resultado, ndo encontrou-se diferenca estatitica entre as analises em questdo (p <
0.05). O tempo de cultivo primério para as cé€lulas-tronco fresca era de: 21 dias (suinos), 15 dias
(bovinos) e 7 dias (caninos), enquanto que as células oriundas de tecido criopreservado eram de: 23 dias
(suinos), 17 dias (bovinos) e 11 dias (caninos). E as analises de UFC das células-tronco frescas era de: 10
unidades (suinos), 14 unidades (bovinos) e 15 unidades (caninos), enquanto que as células oriundas de
tecido criopreservado eram de: 11 unidades (suinos), 13 unidades (bovinos) e 12 unidades (caninos). Com
os resultados prévios € possivel perceber que as células-tronco mesenquimais oriundas de tecido saco
vitelino criopreservado apresentam as mesmas caracteristicas basicas das células a fresco, demonstrando
ser uma forma viavél de preservacdo e uma alternativa para formacdo de bancos celulares, tanto para
posterior transplante, quanto futura multiplicacdo em experimentos.
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Comparacio entre o meio padrio Batata-Dextrose-Agar (BDAP) e o meio Batata-Dextrose-
Agar a base do caldo de batata (BDA) em analise microbiolégica de diluidores seminais
Comparison between standard medium Potato-Dextrose-Agar (BDAP) and the Potato-Dextrose-Agar

medium on potato-basis (BDA) in microbiological analysis for seminal extenders
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Meios de cultura s@o insumos preparados em laboratorios com o intuito de fornecer nutrientes para o
desenvolvimento de microrganismos, como fungos e bactérias, fora do seu habitat natural. Uns dos
problemas em relagdo aos meios de cultura s@o o alto custo e curto tempo de prateleira, sendo inviaveis a
laboratérios que ndo possuem rotina de microbiologia. Assim, objetivou-se testar a eficacia do meio
Batata-Dextrose-Agar a base do caldo de batata (BDA) como um possivel substituto ao meio Batata-
Dextrose-Agar padrdo (BDAP) em testes microbiologicos para diluidores seminais de origem vegetal. O
extrato utilizado para a base do diluidor de sémen foi a algaroba (Prosopis juliflora). Apés processamento,
o extrato de algaroba foi dividido em quatro lotes (A, B, C e D). Dois lotes (A e B) foram pasteurizados
em temperatura de 60 °C/30 min. Em sequéncia, o lote A foi refrigerado a 5 °C (Extrato Pasteurizado
Refrigerado - EPR) e o lote B foi congelado e mantido a -6°C (Extrato Pasteurizado Congelado - EPC).
Os lotes C e D néo foram pasteurizados, sendo o C refrigerado (Extrato Fresco Refrigerado - EFR) e 0 D
congelado (Extrato Fresco Congelado - EFC). Devido a alta concentracdo de aguicar encontrado no extrato
de algaroba (estudos prévios), realizou-se dilui¢do de cada extrato, na concentragdo de 20%, em tampao
TRIS (3,605g de TRIS; 2,024g de acido citrico; 100 mL), formando os grupos: EPR 20%; EPC 20%;
EFR 20%; EFC 20%. Utilizou-se dois grupos controle, o negativo (CG), com meio de cultura comercial e
o positivo (CGT), contendo o TRIS (3,605g de TRIS; 2,024¢g de acido citrico; 1,488g de frutose; 100 mL),
ambos sem adi¢do do extrato. Para a realizagdo das analises microbiologicas foram utilizados dois meios:
BDAP (KASVI®; 1 L de agua destilada, 19,5g de BDAP, submetido a autoclavagem) e meio BDA (500g
de batatas inglesas frescas, lavadas, descascadas, cortadas e cozidas em 1,250 L de 4gua destilada/30 min;
o caldo foi filtrado, acrescentado 50g de dextrose e 50g de agar e posterior autoclavagem). Os meios
foram depositados em placas de Petri estéreis, em fluxo laminar até solidificagdo. Em seguida, aliquotas
de 5 uL de cada grupo experimental do extrato de algaroba foram retiradas e espalhadas nas placas com
auxilio de swab estéreis. Ao final do processo, as placas foram armazenadas em estufas a 37 °C. A
contagem das unidades formadoras de colonia (UFC) foi realizada em 24, 48 e 72 horas. O GC nao
apresentou crescimento microbiano em ambos os meios de cultura; O CGT apresentou 1,9X10" UFC em
BDAP ¢ 9.3X10" UFC em meio BDA. O EFR 20% apresentou maior crescimento em ambos os meios.
Foi possivel observar que ap6s 48h em meio BDA, o grupo EPC 20% nfo apresentou crescimento,
mantendo suas UFCs apds 72h. Houve crescimento fingico apds 72h em BDAP EPR 20% e em meio
BDA (EFC 20%). O meio BDA apresentou maior nimero de UFC quando comparado ao meio comercial,
que pode ter ocorrido devido ao teor de carboidratos e proteina, que sdo facilmente quebrados e
disponibilizados no meio. Baseado no exposto, conclui-se que o meio BDA pode ser um substituto ao
meio BDAP, apresentando facilidade no manuseio, rapida solubilizacdo, aspecto mais claro, que facilita a
contagem de UFC, além de ser mais barato.
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