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O crescimento e o desenvolvimento das células somaticas e germinativas do
foliculo ovariano ocorrem de uma maneira mutuamente dependente e coordenada, no
gual camadas de células da teca e granulosa que cercam o ovécito sdo formadas e
desenvolvidas durante o crescimento folicular. Os sistemas de cultivo de células da
granulosa vém se desenvolvendo com o intuito de investigar a fisiologia dos processos de
crescimento e diferenciagdo que ocorrem in vivo no foliculo ovariano. Em tais sistemas, é
conhecido o fato de que as células mantém a forma esférica, caracteristica da parede do
foliculo e se organizam em grumos, semelhantes as células fibroblasticas. Processos
como transfeccdo e uso de antibioticoterapia podem acelerar o processo natural de
senescéncia de células priméarias em cultivo in vitro, acarretando perdas precoces do
cultivo. O objetivo desse trabalho foi verificar a interferéncia da transfeccéo e selecdo com
antibidticos na senescéncia das células da granulosa bovinas em sistemas de cultivo in
vitro. Ovarios obtidos de abatedouro foram puncionados com seringa de 10 mL para
obtencao do fluido folicular contendo as células. Os ovdcitos foram retirados e o liquido
centrifugado. O pellet foi lavado com PBS e as células cultivadas em meio DMEM. Uma
vez o cultivo primario estabelecido, a garrafa foi repicada para placa de 24 pocos até a
obtencdo de 80% de confluéncia, no qual as células foram transfectadas com o vetor pCi-
Neo, contendo o gene reporter B-Galactosidase e 0 gene que confere resisténcia ao
antibidtico G418. Ap6s 48 horas as células foram transferidas para garrafas de cultivo
com DMEM acrescido de 500mg/mL do antibiotico G418, para selecdo das células
transgénicas. O sucesso da transfecc¢ao foi avaliado por meio da deteccéo da atividade do
gene reporter. Células ndo transfectadas selecionadas com G418 e células transfectadas
e cultivadas sem G418 foram usadas como controles do experimento. Passados 20 dias,
todas as células da garrafa controle selecionadas com G418 haviam morrido, indicando o
término da selecdo. E conhecido que a etapa mitética cessa na senescéncia celular na
gual had o encurtamento dos teldmeros das células, resultando em divisdes celulares
finitas. Além do aspecto proliferativo, as células senescentes em cultura sdo maiores e
achatadas, o que é acompanhado pela deficiéncia das células em replicar seu DNA sob
estimulos de crescimento. A senescéncia envolve perdas progressivas e irreversiveis das
funcdes celulares, 0 que aumenta a probabilidade de morte. Entretanto, os resultados
observados nesse estudo indicam que a senescéncia nao foi estimulada ou induzida nas
células da granulosa pela transfeccdo e selecdo com G418 e sim pela multiplicacdo
natural das células.
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