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transferência das espermatogônias para outros indivíduos, a fim de que o emprego desta técnica seja ampliado. As células 
testiculares apresentam características peculiares: podem ser colhidas do testículo de um doador, mantidas in vitro e 
transferidas para um testículo receptor; onde podem recolonizar o tecido lesado, estabelecer espermatogênese e produzir 
espermatozóides maduros com o haplótipo do doador (Brinster & Avarbock, 1994). Vale ressaltar que, apesar das células do 
tecido testicular do doador sofrerem manipulação, durante o processo de isolamento e transferência; a recolonização 
espermática dá-se de forma fiel à reconstrução de uma complexa associação celular, encontrada na espermatogênese 
normal. (Shinohara 2001, 2002).Os protocolos usuais para dissociar células testiculares fazem uso de colagenase, 
hialuronidase e tripsina que, apesar de eficazes, tornam o custo da técnica elevado. O experimento realizado, em nossos 
laboratórios, fez uso de um reagente disponível, a tripsina que apresenta desvantagem por poder causar danos às proteínas 
de membrana das células, devido a sua ação indiscriminada sobre proteínas em geral. Com a intenção de reduzir tais danos, 
utilizamos um protocolo onde a incubação, com esta solução (tripsina 0,25%), é realizada em baixas temperaturas (4º C), 
quando a ação da enzima é diminuída; uma vez que, a temperatura ótima de ação da tripsina localiza-se próxima aos 37º C. 
A utilização da tripsina em baixas temperaturas, para as técnicas de dissociação de células, a partir de tecidos (testículos), 
visa reduzir custos da técnica e produzir uma diminuição nos danos causados nas proteínas de membrana plasmática das 
células tratadas, o que leva a um aumento da viabilidade celular.Assim, os experimentos realizados, em nossos laboratórios, 
com a implementação do protocolo de dissociação de células testiculares com solução de tripsina a 4ºC, demonstraram que, 
a técnica em questão, é bastante eficaz. Produzindo uma suspensão isolada de células (“single cells”) viáveis. As células, 
dissociadas do testículo, foram quantificadas através da técnica de exclusão de azul de trypan, onde a viabilidade celular foi 
mensurada, comprovando que este método, é uma excelente alternativa metodológica para isolar células viáveis. Desta 
maneira, com o presente trabalho foi possível estabelecermos uma alternativa metodológica mais simples e prática, com 
custos reduzidos, e que gera células isoladas de testículos, que serão utilizadas nas etapas subseqüentes dos experimentos 
de transferências de células testiculares de um animal doador para outro receptor. 
 
DIFERENCIAÇÃO IN VITRO DE CÉLULAS TRONCO EMBRIONÁRIAS EM CÉLULAS CARDÍACAS. Paz AHR , 
Terraciano PB , Baldo G , Giulgliani R , Matte U , Passos EP , Cirne-Lima, EO . Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento 
em Reprodução, Centro de Terapia Gênica, . HCPA. 
Células tronco embrionárias são as células precursoras dos organismos, a partir delas, ocorre a gênese de todos os tipos de 
tecidos formadores do corpo. Possuem enorme plasticidade, podendo gerar tecidos da endoderme, mesoderme e 
ectoderme. São obtidas da camada central de células do embrião no estágio de blastocisto. Fato este que explica sua 
pluripotência, e não totipotência, já que as células da camada central não podem formar os anexos embrionários, e 
conseqüentemente nunca formarão um novo indivíduo completo. Dentre as principais características das células tronco, 
pode-se destacar a alta capacidade de proliferação e a possibilidade de se diferenciar em células mais especializadas. Este 
fenômeno pode ser reproduzido in vitro, fato este que faz com que as células tronco se tornem uma grande promessa no 
campo de terapias de tratamento para inúmeras patologias. Antes da indução de diferenciação as células devem ser 
agrupadas em massas celulares denominadas corpúsculos embrionários. Utilizamos para isto a técnica de “hanging drops” 
(Wobus et al. 1991) ou “gotas suspensas”, que consiste basicamente em agregar um número conhecido de células tronco 
em gotas suspensas de 20 µl de meio de cultura, a fim de induzir a formação de corpúsculos embrionários. Depois de 
formar os corpúsculos embrionários, as células seguem uma seqüência de desenvolvimento onde, inicialmente, assumem 
características de endoderme, seguidas do desenvolvimento da ectoderme e formação da mesoderme em torno do quarto 
dia de cultura. Após 4 a 7 dias, em cultura de suspensão, os corpúsculos embrionários são plaqueados em frascos de cultura 
de células aderentes e se diferenciam em tipos celulares especializados assumindo, não só características morfológicas, mas 
também atividades funcionais típicas dos diferentes tipos celulares. No caso das células cardíacas pode-se verificar até 
mesmo as contrações características do tecido nas células diferenciadas. Neste trabalho, relatamos o estabelecimento do 
protocolo de diferenciação in vitro de células tronco embrionárias em células cardíacas por nosso grupo de pesquisa. As 
análises de diferenciação basearam-se na morfologia celular, e na expressão de genes específicos do tecido cardíaco por RT-
PCR. 
 
ISOLAMENTO DE HEPATÓCITOS DE RATOS WISTAR ATRAVÉS DA DIGESTÃO ENZIMÁTICA COM TRIPSINA A 
4º C. Paz AHR. , Terraciano PB. , Ramos, ARL. , Giugliani R , Matte U , Cirne-Lima EO . Centro terapia Gênica, Laboratório 
de Hepatologia Experimental, Laboratório de Pesquisa e Desenvolvimento em Reprodução – Centro de Pesquisas do HCPA . 
HCPA. 
Predominantemente, encontra-se na literatura, protocolos, para dissociar hepatócitos, que utilizam soluções de colagenase 
ou esta combinada com outras enzimas. A colagenase é uma enzima que degrada a molécula de matriz extracelular mais 
abundante no estroma hepático, que é o colágeno. Porém, os protocolos, que utilizam a colagenase, apesar de serem 
eficazes, são muito dispendiosos. A fim de viabilizar a realização desta prática, como rotina, no Centro de Pesquisas do 
HCPA, buscamos fazer uso de um reagente disponível em nosso laboratório. Para tanto, adaptamos um protocolo, que utiliza 
a solução tripsina para dissociar tecidos. Diferentemente da colagenase, a tripsina é uma enzima que age, 
inespecificamente, em proteínas, clivando-as. A solução de tripsina é correntemente utilizada em manutenção de cultura de 
células aderentes. Onde esta tem a função de quebrar ligações peptídicas, de forma indiscriminada, no momento em que 
faz-se necessário romper as interações protéicas intercelulares e entre as células e a superfície do frasco de cultura, na 
ocasião do repique celular, por exemplo.A maior desvantagem quanto à utilização da tripsina, para desagregar tecidos, é o 
fato desta causar danos às proteínas de membranas das células, devido a sua ação indiscriminada sobre as proteínas em 
geral. Com a intenção de reduzir tais danos causados às células, pela ação da tripsina, utilizamos um protocolo onde a 
incubação, com esta solução, é realizada em baixas temperaturas (4º C), onde a ação da enzima é diminuída; uma vez que, 
a temperatura ótima de ação da tripsina localiza-se próximo aos 37º C. Assim, os experimentos realizados, em nossos 
laboratórios, com a implementação do protocolo de dissociação de hepatócitos com solução de tripsina em baixas 
temperaturas, demonstraram que a presente técnica é eficiente. Produzindo uma suspensão isolada de células (“single cell”) 


