i 'i
I 4IIWMH|I

?i UTEE REN

i Wl '\ \ 0 PROPESQ
[ ’
| s

“ ‘\% ||l|||\||| | I\ || I ‘N

l‘ gi s \ T
' AUPUS DO VALE
I\ m J, INICIACAQ CIENTIFICA (

R i MASIC uekes

d"sa;aes% SALAO DE 19 Mﬂ
b
$

| Tt gl

Evento Saldo UFRGS 2018: SIC - XXX SALAO DE INICIACAO CIENTIFICA
DA UFRGS

Ano 2018

Local Campus do Vale - UFRGS

Titulo Isolamento de células somaticas derivadas de sémen bovino
crioconservado

Autor VERONICA RAFAELA BENVENUTTI

Orientador JOSE LUIZ RIGO RODRIGUES




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL - UFRGS
FACULDADE DE VETERINARIA
LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA E BIOTECNICAS DE REPRODUCAO

Autor: Veronica Rafaela Benvenutti
Orientador: Prof. Dr. José Luiz Rodrigues

Isolamento de células somaticas derivadas de sémen bovino crioconservado

Atualmente, tem-se o conhecimento de que animais em risco de extingdo tém
populacdo decrescente ¢ hd a ameaga, em curto espago de tempo, de ndo mais existirem
exemplares vivos dessas espécies. Uma maneira encontrada por pesquisadores para manter
essas populagdes € a partir da organizacdo de bancos de células e de genomas. Células
reprodutivas sdo uma das reservas de genoma comumente armazenadas, utilizadas para a
manutencdo de bancos de germoplasma renovaveis através da produgdo de clones. Além
disso, uma alternativa para a clonagem, ainda hoje de dificil execucdo, ¢ o isolamento de
c¢lulas somaticas de doses comerciais de s€émen crioconservado. O objetivo do experimento ¢é
isolar e cultivar células somaticas de s€émen bovino crioconservado. Para o isolamento das
c¢lulas somaticas, € proposto o seguinte protocolo: a) realizagdo da técnica de swimup, que
consiste na adi¢gdo de 2 mL de meio para cultivo celular (MEM) em um tubo e adi¢do do
s€émen de uma palheta (0,5 mL) no fundo desse tubo, que ¢ mantido em incubadora a
temperatura de 37°C, objetivando a separacao dos espermatozoides e das células; b) apds uma
hora, o sobrenadante de 2 mL ¢ retirado e passado para um novo tubo, o qual ¢ centrifugado
por 10 min a 1500 RPM; c) retira-se o sobrenadante de 1,5 mL do tubo centrifugado, que
contém as células somaticas; d) o sobrenadante de 1,5 mL ¢ colocado em garrafas de cultivo
celular, onde ¢ adicionado 3,5 mL de meio MEM, com 20% de soro fetal bovino, e mantido
em incubadora a 37°C; e) em aproximadamente 24 h, ¢ observada a adesao das células a
garrafa; f) o meio de cultivo em que as células se encontram ¢ trocado, desprezando-se
totalmente o meio da garrafa de cultivo e adicionando 5 mL de meio novo; o processo de
troca de meio ¢ realizado a cada dia para a manutengdo dos nutrientes e para a retirada de
cé¢lulas mortas e outros elementos que possam interferir na proliferagao celular. Durante o
periodo de aprendizado das técnicas necessarias a execucao do experimento, o protocolo de
separagao das células foi replicado sete vezes e o cultivo foi replicado duas vezes. Até o
momento, os resultados alcangados foram a separagao de células somaticas do sémen ¢ sua
adesdo as garrafas de cultivo.



