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Otimizacao do sistemade producdo de clones por transferéncia nuclear de célula
somatica (NTSC)

Cloning by Somatic Cell Nuclear Transfer - Procedures optimization

Fabiana Forell?, Cristiano Feltrin?, Lucila Carboneiro dos Santos?, Ubirajara Maciel da Costa?, Arnaldo
Diniz Vieira?, Michael Hélker® & José Luiz Rodrigues?

RESUMO

A técnica de transferéncia nuclear € uma ferramenta que possibilita a producdo de embrides clor
que podem ser utilizados tanto na clonagem reprodutiva como no modelo para o estudo de diversos mece
mos fisioldgicos durante o desenvolvimento embrionario. Neste sentido, embrides clones bovinos fora
produzidos por transferéncia nuclear, com o objetivo de estabelecer a técnica de clonagem, bem como otim
la para as condi¢cdes do Laboratorio de Embriologia e Biotécnicas de Reprodugdo da UFRGS. Durante ¢
estudo, 1.123 estruturas foram reconstruidas em diferentes condi¢des, sendo que 95 blastocistos foram
duzidos em 56 replicagbes. O primeiro blastocisto foi produzido na 52 rotina. Apés a transferéncia de pa
destes embrides, 13 prenhezes foram estabelecidas, entretanto, a maioria delas foi interrompida no te
inicial da gestacdo. Uma prenhez gemelar alcangou 260 dias, momento em que os fetos foram aborta
Outra gestacéo foi a termo, com o nascimento de um clone vivo, porém, o animal veio a 6bito 42 horas aj
0 nascimento.

Descritores:transferéncia nuclear, bovinos, embrides, clones.

ABSTRACT

The nuclear transfer technique is a tool that makes possible the production of embryos clones that c
be used to provide the birth of identical animals or as model for the study of several physiologic mechanisn
during the embryonic development. In this way, bovine embryos clones were produced by nuclear transt
with the objective of establishing the cloning technique, as well as to optimize it at the conditions of routin
work at the Laboratory of Embryology and Biotechnics of Reproduction of UFRGS. During this work, 1.123
structures were reconstructed in different conditions, and 95 blastocysts were produced, in 56 replice
procedures. The first blastocyst was produced in the 5th routine. After the transfer of part of these embryos,
pregnancies were established, however, most of them was lost at the beginning of pregnancy. A twin pregna
reached 260 days, however the fetuses were miscarried. Another gestation was to term, with the birth
Cesarian of an alive clone, however the animal came to death 42 hours after the birth.
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INTRODUGAO tecido adiposo foram fornecidas pela BIO-Biotec-
A técnica de transferéncia nuclear (NT) denologla Animal (Brasilia, DF, Brasil). As células foram

célula somatica tem interessado a comunidade cien‘t"lgIt'vadaS em meio DMEM [14] até terceira ou quarta

fica ha muitos anos. A clonagem reprodutiva € umagészgen? € c?nglelggas em um? STISQ"J}O co;;;ndo
ferramenta que possibilita a producdo de individqus b de etilenoglicol (EG) em soro fetal bovino ( ’

idénticos, todavia, a sua eficiéncia ainda é muito bali\_lutncelli Campinas, S_P’ .B.rasn). Para 0_ congelamen-
as células foram tripsinizadas, centrifugadas e res-

xa, especialmente quando analisamos o0s resultac}SS SFB. Foi adicionado EG d .
obtidosin vivo [13]. Apesar dos avancos que vém sen>Hopensas erI‘ b, Tol adiclonado © ,manelra que
concentracao final ficasse em 10%. As células foram

. ~ a
do alcangados nas técnicas de NT para a producdo de .

L ~ . .fzntao envasadas em palhetas de 0,5 mL e colocadas
animais clones, ndo existe um consenso entre os dife-

. sob refrigeragcdo 4°C durante 1h. Apos este periodo,
rentes protocolos. Mesmo quando experimentos sao .

: A as palhetas foram transferidas para vapor gledn-
realizados em condi¢Bes idénticas, o protocolo que €

. N . rante 15min e, em seguida, imersas Ns palhe-
melhor para um tipo celular pode ndo funcionar ad 9 efn As p

X . . %as foram armazenadas em botijdes criogénicos até
guadamente para outro [25]. Além disso, diferencas . I

. Serem descongeladas 3-5 dias antes da utilizagdo, quan-
observadas nos resultados alcancados com difere

ntes .
todologi q ribuid ‘tod (5% apresentavam confluéncia de 90%. No momento
metodologias podem ser atribuidas aos métodos esta- o .

gias p dﬁ% uso, as placas foram tripsinizadas e as células

tisticos utilizados [7]. Isto pode ser observado quan r%ssuspensas em meio SOF [10] tamponado com

pesquisadores tentaram repetir o primeiro experimep[EPES (HSOF), contendo 20,0 mM de HEPES (H6147)

to que relatou o nascimento de camundongos prOdg'suplementado com 2 mg/mL BSA (Gibco-BRL
zidos por NT [16], sem obter sucesso, questionancROlS_oﬂ) ,

inclusive a veracidade dos dados e afirmando que a

técnica era impossivel de ser executada em mamifeoleta e obtencao dos odcitos bovinos

ros [18,19,21]. Desta maneira, a implementacéo desta ~ Os ovarios bovinos foram colhidos em abate-
técnica em um determinado laboratério ndo requétouro, imediatamente apds o abate das vacas, € trans-
apenas execuc¢ido de um protocolo, mas sim a spertados até o laboratorio em recipiente térmico con-
otimizacdo em condicbes especificas. Assim sendo,tendo solugéo fisiol6gica a 35°C. Os complexos
objetivo dos experimentos foi estabelecer um protgumuliodcitos (CCOs) foram obtidos por escarificagdo
colo prético e eficiente para a producdo de embrid@® cortex ovarianos(icing) em PBS — Dulbecco’s.

por transferéncia nuclear. Os CCOs foram selecionados e mantidos em meio
) TCM-HEPES contendo 50 pg/mL gentamicina (G1264),
MATERIAIS E METODOS 0,2 mM piruvato de sddio (P4562), 2,4 mM NaHCO

(S5761) suplementado com 1 mg/mL de BSA (Gibco-

Meios de cultivo BRL, 11018-017) até o momento da maturag&o.
A &gua utilizada para a preparacédo de todos

os meios de cultivo era estéril e apirogénica, obtid4aturacaoin vitro, desnudamento e selegdo dos
por ultrafiltracao através de equipamento de purifi‘-)ocItos para r,nl.cromanlpulagao
Os o0citos eram maturados em grupos de 35-

cacao de agua Milli-Q Synthesis (Millipore, Bedford, -
MA, EUA), com operacdo e manutencdo seguido8® POr poco, contendo 500 pL de meio TCM-

conforme especificacéo do fabricante. Os reagentdaturacéo [22], composto por TCM199 (M2520)
utilizados eram Sigma Chemical Co. (St Louis, MO'supIementado com 50 pg/mL gentamicina (G1264),
e mM piruvato de sodio (P4562), 26 mM NaHCO

(S5761), 0,5 pg/mL FSH (Folltropin, Vetrepharm,
Belleville, ON, Canadd), 0,03 Ul/mL hCG (Profasi,
Obtencao e cultivo das células doadoras de nucleo Serono, Brasil), 1 ug/mL estradiol (E8875) e 10% de
Os fibroblastos bovinos foram obtidos porsoro inativado de vaca em estro, durante 17 horas a
explantacdo a partir de fragmentos de ovario recupg89°C em atmosfera com 5% de CO
rados apods alicing. Células documulus oophorus Apés o final da maturagédo, os CCOs eram
bovinas foram obtidas apds a aspiracéo folicular guigransferidos para meio HSOF onde as células do
da por ultrassonografia. As células-tronco oriundas deumulus oophorugram removidas por pipetagem.

USA), sendo que as outras fontes estdo especifica
no texto.
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As estruturas eram transferidas para gotas do mesifuséo, sob 6leo mineral, e posicionados de maneira
meio, sob 6leo mineral (M8410), sobre mesa aquetue a célula doadora e o citoplasma receptor ficassem
cedora a 37°C, onde permaneciam até o final do prem linha com os eletrodos. A corrente elétrica aplicada
cesso (aproximadamente 7 horas). Foram selecionfai de 20 mV durante 45 ps, utilizando o equipamento
dos apenas odcitos que apresentavam corpuscule eletrofusdo ECM 2001 (BTX, Holliston, MA, USA).
polar e citoplasma com aspecto homogéneo. O meio de fusdo era composto de 0,25 M manitol
Producao de embrides por transferéncia nuclear (NT) (M.1902), 0,1 mM MgSQ(M2643) e 0,5 mg/mL BSA
gGlbco-BRL, 11018-017), com osmolaridade de 260

Os od6citos selecionados foram submetidos o ADG fusA CR ‘ torid
~ . . g . ., mOsm. Apos a fusao, os eram transferidos para o
enucleacdo por micromanipulagdo. Para isto, os 06ci- P P

tos eram incubados durante 15 minutos em HSOF sup SOF e a avaliagdo da taxa de fusdo era realizada 30min

mentado com 7,5 pg/mL de citocalasina B (C6762) 0s a eIetroEJsa(z_.dOs complexos CES gue nao fusllptqa-
5,0 ug/mL de Hoechst 33342 (B2883). ram eram submetidos a uma segunda descarga elétrica

As pipetas de micromanipulacdo foram pro-de mesma intensidade e duragaf). .

. - . . Os complexos reconstruidos foram ativados
duzidas no laboratério. As pipetaslding foram pro- . te 45 a 90mi . b ti
duzidas a partir de capilares de vidro de 1,5 mm pimicamen e~ a mln.gpos rece. erem o estimu-

0 para a fusdo. Foram utilizados dois protocolos de

diametro externo (PerfeétaSao Paulo, Brasil), esti- vacio d inados DMAP e CHX. E b
cadas manualmente em chama e as bordas arred8ny2¥a0 denominados € - =M ambos 0S

dadas com calor na microforja MF-90 (Nari-skige protocolos, a ativacéo inicial foi realizada através da

Toquio, Japéo), de maneira que ficassem com apr'(gl-C ubagao em 5 UM de |onorr.1.|cma (10634) em HSOF.

: A No protocolo DMAP, subsequentemente, os comple-
ximadamente 120 pm de didmetro externo e 40 um truidos f incubados d te 3h30mi
de didmetro interno. As pipetas de enuclecdo e tranise> reconstruidos foram incubados durante min

feréncia da célula foram confeccionadas a partir gn melo SOF suplementado com 2 mM de 6-dimetil-

capilares de vidro de borosilicato de 1,0 mm de digtmnopurina (6DMAP, D2629). Ao passo que no

metro MTW100-4 (World Precision Instruments,PrOtOCdo CHX, os complexos.reconstrui-dos foram
Sarasota, Florida, EUA). Os capilares foram esticadégcubadoS durant.e Sh em melo SOF, suplementado
com 10 pg/mL ciclohexamida (CHX) e 2,5 pug/ml

no puller P-97 (Sutter Intruments Co. Novato, CA, " ! , )
EUA), cortados na microforja MF-90 (Narishige citocalasina D (C8273). Todo o procedimento de ati-
Téqui'o Japio) e lixados maicrogrinder EG-40 vacdo foi realizado a 37°C, sendo que a ativacao ini-
(Narishi’g &, T6quio, Japdo) de maneira que ficasse ial com ionomicina foi realizada em atmosfera am-

i : ’%ente, e a ativacdo subseqlente, tanto no protocolo

com 15 a 20 pm de didmetro interno e um bisel de 45°. . .
e s . : . MAP como no CHX, foi realizada com 5% de CO
Os odcitos eram contidos com uma pidetéding e, om ar

com o auxilio de uma pipeta de enucle¢do de 25 pum
de didmetro, a placa metafasica e o corpusculo polativagéo partenogenética (AP)
eram removidos. A enucleacao foi realizada sob mi- Inicialmente, embribes partenogenéticos foram
croscopio optico Axiovert 135 (Carl Z€eisslena, Ale-  utilizados como modelo para comparar os meios TCM-
manha), equipado com sistema de epi-fluorescénd#EPES e HSOF utilizados para a manipulacdo das
(luz LV e filtro G365) e micro-manipulador Zeiss, ondeestruturas durante todo o procedimento de transferén-
foram visualizados e removidos o corpUsculo polar eia nuclear. Para este experimento, oécitos bovinos
a placa metafasica. maturadosn vitro e selecionados para a micromani-
As células doadoras dos nucleos foram trangulacdo foram mantidos em gotas dos respectivos
feridas para o espago perivitelino dos o6citos bovimeios, sob 6leo mineral sobre mesa térmica, durante
nos enucleados, através de micromanipulagéo, €mhoras. Apds este periodo, os odcitos foram ativados
HSOF com 7,5 pg/mL de citocalasina B (C6762). quimicamente e os embriées foram cultivados em meio
Os complexos reconstruidos (CR, célula doaSOF+SVE.
dora-citoplasma receptor) foram fusionados com o au- Em todas as rotinas de transferéncia nuclear, um
xilio de eletrodos acoplados a um sistema de micromgrupo de odécitos foi mantido nas mesmas condigcdes
nipulacdo sob estereomicroscopio. Para a fuséo, os @QRe os complexos reconstruidos durante o procedimento.
eram transferidos para placa contendo 1 mL de meio d® final do processo foram ativados quimicamente e,
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estes embrifes partenogenéticos, foram cultivados nas RESULTADOS
mesmas condi¢cdes que os embrides NT bovinos. Os
embrides partenogenéticos foram considerados corfi@mparacao entre meios de manipulagao utilizados

controle das condigdes de manipulagéo, ativacdo e cHrante as etapas da clonagem
tivo para os grupos NT. Neste experimento, foi avaliado o efeito de dois

Cultivo in vit meios diferentes de manutencdo em atmosfera ambiente
wtvenvire: f " - <o TCM-HEPES ou HSOF).
Os embriges foram cultivados em meio SO As taxas de desenvolvimerntovitro de odcitos

[10] modificado suplementado com 4 mg/mL Olemantidos em TCM-HEPES ou HSOF em atmosfera

BSA (Gibco-BRL, 110,18'01?) ou 10% de SVE, €My mbiente, antes da ativacdo partenogenética, estao
gotas de 80 pL sob 6leo mineral (M8410), a 39°C

100% d idade relativa. 5% d % d Sumarizadas na Tabela 1.
COOrT;m N b de umidad relativa, 5% de 56 de A partir destes dados, os experimentos sub-
, .

sequientes foram realizados utilizando o HSOF como
Avaliagdo do desenvolvimentdn vitro meio de manutencdo padréo.
. A ,t"’?xa de clivagem foi obserana 48 _hora%)timizagéo do sistema de ativagdo quimica em
apos o inicio do CIV, e a taxa de blastocisto foi detefprises clones
minada no 7° e 8° dia, considerando o momento da

e : Complexos reconstruidos com célulascde
ativagdo como Dia 0.

mulusde um Unico bovino foram ativados parteno-
Vitrificag&o, reaquecimento e transferéncia dos geneticamente com ionomicina durante 5 min e, sub-
embries produzidos por transferéncia nuclear sequentemente, com CHX ou DMAP e cultivados
Os embriGes foram vitrificados em pipetas deom SOF+SVE. As taxas de clivagem (60,8% VS
vidro e reaquecidos de acordo com protocolo descit4,7%) e de blastocisto (26,2% VS 11,8%), ndo dife-
to anteriormente [27]. As pipetas de vidro eram amrram significativamente entre os grupos CHX (n=23)
mazenadas dentro de palhetas de 0,5 mL em botijteDMAP (n=85) em trés repeticdes. O protocolo do
criogénicos até o dia da transferéncia. Os embrid@&MAP foi utilizado nos experimentos subsegiientes.

foram transferidos diretamente para receptoras siE— ) . . :
. . S . . Efeito da fonte protéica no meio de cultivo SOF para
cronas, por via cervical, sem avaliacdo morfologica

eémbrides NTSC
transferéncia direta). o . .
( ) Embriées NTSC bovino foram obtidos de
Andlise estatistica fibroblastos de um Unico animal doador, e cultivados

Os resultados obtidos no desenvolviment@m meio SOF suplementado com 10% de SVE, ou 4
embrionério foram analisados pelo teste de Qui-quaag/mL de BSA. O efeito da fonte protéica foi determi-
drado, com nivel de significancia de 5%. nado através das taxas de clivagem e blastocistos ao

Tabela 1. Taxas de desenvolvimenio vitro de odcitos ativados partenogeneticamente, apdés manutengdo durante 7 horas
sobre mesa térmica em TCM-HEPES ou HSOF.

: Cultivados Clivados Blastocistos
Meio de
manipulacdo N N % . %
TCM-HEPES 76 41 53,9 16 21,00
HSOF 83 58 69,9 26 3.3

ab letras desiguais na mesma coluna referem diferencga significativa pelo teste do qui-quadrado (p<0,05).
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Tabela 2. Taxa de desenvolvimento vitro de embrides NTSC cultivados em meio SOF suplementado com SVE ou BSA.

Cultivados Clivados Blastocistos
Fonte protéica
n n % n %
BSA 121 s 59,6 > 25
SVE 213 128 60,1 31b 14,5

ab letras desiguais na mesma coluna referem diferenga significativa pelo teste do qui-quadrado (p < 0,05).

Tabela 3 Taxa de desenvolvimento vivo de embrides clones obtidos a partir de trés tipos celulares e animais diferentes.

TE 35 dias 260 dias
Doador Tipo celular
n n % n %
Holandés Célula do cumulus 7 2 28,6 1 14,3
Angus fibroblasto 12 8 66,7 0 0,0
Nelore Célulatronco de 5 3 60,0 1 20,0

tecido adiposo

longo de 10 repeticbes. As taxas de desenvolvimentpaliacdo do desenvolvimento perinatal

embrionario dos embribes estdo apresentadas na Tabela ~ Uma gestacdo gemelar alcancou 260 dias de

2. prenhez apés a transferéncia de um Unico blastocisto

em eclosdo. Os fetos abortados foram encontrados no

nicleo para embrides NT campo. A ané}lise do DNA microsatélit.e dos fgtos, .da
Embries foram reconstruidos utilizando fibro_doadora da célula e da receptora confirmou a identida-

blastos bovinos oriundos de dois animais, um Angtge dos animais. Os fetos foram necropsiados e ndo apre-
(n=213) e o0 outro Holandés (n=41). O efeito dosentavam alteracdo macroscopicas ou histo-patoldgicas.
genétipo doador ndo proporcionou diferenca signifi- Outra gestagdo chegou a termo com 0 nasci-
cativa sobre as taxas de clivagem (69,1% e 63, 40}33ento de um clone da raca nelore (Figura 1). O animal

nem sobre as taxas de blastocisto (14,5% e 19,5%)1aSceu com 25kg, aos 292 dias de gestacdo, por cesari-
ana. Os cuidados neonatais foram intensivos e inclui-

.orlulnda de animais diferentes sobre o desenvolvimento ratura corporal, oxigenioterapia, administragdo de
N vivo ~ ) _ surfactante pulmonar e farmacos, que objetivavam a
Foram utlizadas células damulusfibroblastos  mejhora das condicdes clinicas, tais como amino-filina,

e células tronco de tecido adiposo como doador de NWicose, albumina e dexametasona. A evolugdo do qua-
cleo, de trés animais diferentes. As taxas de desevoliiy clinico do animal era realizada através do exame

mentoin vivo estdo apresentadas na Tabela 3.

Efeito do gendtipo e do tecido da célula doadora de

clinico constante, a hemogasometria arterial e venosa,
Efeito da vitrificacio dos embriées NTSC sobre o hemograma, bioquimica sanglinea, EQU, radiografia e
desenvolvimentain vivo ecografia. Entretanto, o animal veio a 6bito 42 duas ho-
Alguns embrides, produzidos ao longo dogas apés o nascimento, por insufi-ciéncia respiratéria. O
experimentos anteriores, foram vitrificados e transfeanimal também apresentou hipoalbuminemia severa, de-
ridos para receptoras, ou transferidos a fresco, copeneracéo gordurosa hepatica, Uraco persistente.
objetivo de avaliar a capacidade de desenvolvimento
in vivo de acordo com a disponibilidade de receptoras.
As taxas de prenhez aos 35 dias foram de 46,1% (6/ Este trabalho teve por objetivo estabelecer as
13) para os embriGes frescos e 63,6% (7/11) para osndicdes da técnica de clonagem por transferéncia
embrides vitrificados. nuclear que possibilitassem a produgdo de blastocistos

DISCUSSAO
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otimizados para embrides FIV [5]. Entretanto, esses
embrides apresentam caracteristicas distintas e prova-
velmente devem ter exigéncias metabdlicas diferentes.
Isto pode ser observado quando autores comparam o
desenvolvimento de embrides FIV e NT cultivados na
presenca ou auséncia de fonte protéica, e observaram
gue a auséncia de proteina no meio de cultivo ndo alte-
rou as taxas de blastocisto em embrides FIV, diferente
do que foi observado com embrides NT, onde houve
reducdo nesta taxa na auséncia de proteina [4]. De
maneira semelhante, em experimentos anteriores, rea-
lizados com embrides FIV nas nossas condicdes, con-
seguimos produzir embrides com taxas semelhantes
de desenvolvimentm vitro até blastocisto, quando uti-
Figura 1. Neonato clone de animal Nelore com 15h de"zamos SOF suplementado com BSA ou SVE [10].
vida. Entretanto, para os embrides clones, 0 uso da BSA pro-
porcionou taxas de desenvolvimeimovitro até blas-

e de prenhezes. Inicialmente, as condigdes de fuséo eristo significativamente menores do que o SVE (Tabe-
ram estabelecidas, testando-se diversos parametros, leb2). Isto corrobora dados da literatura, onde melhores
tendo-se resultados entre 90 e 95% de fus&o (dados t&xas de blastocisto foram observadas quando o meio
mostrados). Assim como é empregado em diversos pii¢i suplementado com soro no decorrer do cultivo, em
tocolos [2,13,29], inicialmente, foi utilizada hialuronidasecomparacéo ao meio suplementado apenas com BSA
para a remocdo das célulaxcdmulusantes da clonagem. ou PVA [8]. Em fungéo de serem produzidos por
Entretanto, nés observamos que as células eram faciletodologia mais complexa, e tendo que reprogramar
mente removidas por pipetagem, quando o periodo den nacleo exdgeno, talvez ndo suportem injurias pro-
maturacéo ndo excedia 17h e o meio utilizado era o HSQigrcionadas por condicdes subétimas de cuiltiwatro
0 que dispensou 0 uso de hialuronidase, diferentemeigige os embrides FIV possam tolerar, resultando em
do que ocorria quando era utilizado o TCM-HEPES commenores taxas de desenvolvimeintwitro.
meio de manipulagdo. Este dado, juntamente com as ta- Em relacdo a origem da célula doadora, nao
xas de desenvolvimento vitro observadas (Tabela 1), observamos diferenca significativa nas taxas de de-
conduziu-nos a utilizad-lo como meio de elei¢do para senvolvimentan vitro, quando utilizamos diferentes
manipulacdo em atmosfera ambiente. doadores de células e/ou diferentes tecidos doados pelo
Tanto o0 6DMAP como a CHX s&@o empregadosnesmo animal (Tabela 3). Alguns tipos celulares pa-
amplamente nos protocolos de ativagéo descritos narecem ser mais facilmente reprogramados do que ou-
teratura [6,7,26,28]. Nas nossas condi¢des, ndo houves, entretanto, a comparagdo entre os experimentos
diferenca significativa entre os dois protocolos de ativaue utilizam diferentes tipos de células ndo é acon-
¢ao sobre as taxas de desenvolviméntatro, corro-  selhavel, devido aos métodos utilizados serem diferentes
borando dados observados na literatura [3,15]. Entre-a reduzida eficiéncia geral da técnica [7,20]. De um
tanto, devido ao 6DMAP ser um inibidor de proteinomodo geral, acredita-se que a eficiéncia da clonagem
quinase, este promove uma inibicdo mais especifica danversamente proporcional ao estado de diferencia-
gue a CHX, que é um inibidor da sintese protéica [1¢d0 da célula somética. Entretanto, estudo utilizando
Assim, o 6DMAP foi empregado como protocolo pa<células da linhagem muscular em diferentes estagios
drdo de ativacdo. Além disto, outra facilidade pratica de diferencia¢éo, néo apresentou diferenca nas taxas
a necessidade de menor tempo de incubagdo (3hde prenhez e de sobrevivéncia pos-natal [12]. Neste
30min) do que a CHX, que necessita de 5h [9,26]. trabalho, utilizamos células tronco de tecido adiposo,
Os sistemas para o cultivo de embries clonegue sdo teoricamente menos diferenciadas quando
vém sendo pouco estudados, existindo reduzidos relatmnparadas as células damuluse fibroblastos. Ape-
neste sentido e, muitas vezes,gospos de pesquisa sar da eficiéncia vivoter sido relativamente alta (20%
utilizam, para estes embrides, os sistemas anteriormed& nascimentos dos embrides transferidos), o animal
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nascido apresentou patologias que foram incompafit7], enquanto outros autores, mesmo transferindo um
veis com a vida extra-uterina. Desta maneira, 0 potemenor nimero de embrides (N=9), obtiveram o nasci-
cial de reprogramacéo da célula somética pode ser aeento de um produto [11]. Tendo em vista a eficiéncia
pendente do meétodo estatistico utilizado para realizela técnica, que por si s6 ja € muito baixa, e 0 pequeno
a comparagédo, e qualquer afirmacdo em relacdo admero de trabalhos publicados neste sentido, a otimi-
melhor tipo celular é dificil de ser realizada [7]. zacdo destes procedimentos de criopreservacao para
Os processos que envolvem a producéo de amimbrides NT se faz necesséria, pois pode representar
mais, a partir de transferéncia nuclear, preferemef@e  uma boa alternativa, podendo-se concentrar as transfe-
usam embrides frescos [23-25], o que acaba sengincias destes embrides temporal e espacialmente.
mais uma dificuldade para a implementacdo a cam- Desta maneira, nosso objetivo principal, que
po, uma vez que se faz necessaria a disponibilidadea de produzir embrides transferiveis, foi alcancado
de receptoras sincronas e relativamente proximas. Emavés da implementagdo da técnica e otimizagéo das
nossos experimentos, alguns embrides foram transteendicdes. Além disso, conseguimos estabelecer pre-
ridos a fresco, enquanto outros apoés vitrificagdo, comhezes que puderam ser levadas a termo, inclusive
taxas iniciais de prenhezes de 46,1% (n=13) e 63,686m o nascimento de um produto.
(n=11), respectivamente, e, uma gestacao gemelar H&radecimentos.Os autores agradecem ao CNPq pelo finan-
embrido vitrificado, alcangou 260 dias. Quando analtiamento parcial deste projeto, através de bolsa de mestrado,
samos os dados da literatura, observamos que dmitorado e produtividade de pesquisa concedidas. Os auto-
taxas de sucesso da criopreservacdo destes embrigstambeém agradecem ao Prof. Dr. Eduardo Birgel Jr. da

. . . . EMVZ/USP pelo atendimento clinico prestado ao clone nas-
€ muito variavel, e alguns autores obtiveram boas taxaéo, e ao Prof. Dr. David Driemeier, equipe Setor de Patologia

de sobrevivéncién vitro ap6s a vitrificacdo (77%), mas g4 FAVET/UFRGS, pelo diagnéstigms morterdos clones e
nenhuma gestacéo 60 dias apos a transferéncia (N=35310-Biotecnologia Animal pelo fornecimento das células.
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