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OBTENQAO DE FIBROBLASTOS EMBRIONARIOS DE CAMUNDONGOS ATRAVES DA TECNICA DE
DIGESTAO ENZIMATICA

CRISTINA BOTELHO MESSIAS;A PAZ; A AYALA; A TAFFAREL; L BAPTISTA; L MIQUELITO; M FRITSCH; P B
TERRACIANO; E P PASSOS; E O CIRNE-LIMA

Fibroblastos embrionarios secretam citocinas que agem sobre o sinal de transdugdo GP130 e permitem que
células embrionarias pluripotentes se mantenham em estado indiferenciado por longos periodos de tempo. Desta
forma, o cultivo de células tronco embrionarias sobre uma camada de fibroblastos torna-se uma ferramenta
amplamente utilizada no campo da terapia celular para promover a expansao de células tronco embrionarias em
estado sem a promocgéo da diferenciagao celular. Assim, técnicas que otimizem a extragao de fibroblastos séo de
grande interesse neste campo de pesquisa. Nosso experimento consistiu-se na extracdo de fibroblastos de fetos
de camundongos fémeas prenhes, com 15 dias de gestacdo, a partir de digestdo com a enzima Tripsina/EDTA
0,5%. Dos fetos foram retiradas as membranas fetais, a cabega, o coragdo, o figado. Nos tecidos resultantes foi
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realizada uma desagregagao mecanica e com tripsina/EDTA e incubado por 15 minutos a 37°C. Esta suspensao
celular foi mantida em estufa com 5% CO2 e 37° por 24 horas. As células aderentes resultantes do
processamento dos fetos sdo compostas majoritariamente por fibroblastos constituindo a linhagem de células de
fibroblastos embrionarios (EMFI). A manuteng&o dos fibroblastos embrionarios foi feita em estufa com 5 %CO-,
em meio de cultura DMEM (Gibco) enriquecido com 10% de Soro Fetal Bovino inativado e contendo antibiético
(Penicilina/Estreptomicina). As passagens foram realizadas com tripsina, sempre que a cultura atingia uma
confluéncia de 85%, e cada placa era dividida em 4 novas placas. A técnica mostrou-se bastante satisfatoria,
uma vez que grandes quantidades de EMFI foram obtidas e a viabilidade celular foi comprovada através da
técnica de exclusdo com azul de tripan.





