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Estado atual da conservacgao a 4°C de tecidos somaticos derivados da pele em mamiferos
Current status of conservation at 4°C of somatic tissues derived from the skin in mammals
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Resumo

A clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas consiste em uma atraente ferramenta para a
conservagdo e multiplicacdo de espécies. A eficiéncia desta biotécnica depende da obtencdo e sele¢do de células
doadoras de nucleo derivadas da pele de individuos de interesse. Em alguns mamiferos encontrados em regides
de dificil acesso ou distantes de laboratdrios especializados, o armazenamento a 4°C de tecidos somaticos da
pele seria uma alternativa para a conservagcdo do material genético desses animais. Contudo, o emprego desta
técnica depende de alguns fatores, como os periodos e as condi¢cdes de armazenamento a 4°C das amostras, 0s
quais podem influenciar na recuperagdo das células apos cultivo in vitro dos tecidos. Em mamiferos domésticos,
estudos tém mostrado variagdes quanto ao periodo de estocagem e a presenga de meio nutritivo. Ja em
mamiferos silvestres, apenas sdo relatados o uso da refrigeracdo como ferramenta de transporte em curto prazo.
Assim, o objetivo desta revisdo é apresentar as diferentes condi¢des de armazenamento a 4°C de tecidos
somaticos, evidenciando a importancia dessa técnica para a conservacdo da biodiversidade.
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Abstract

Cloning by somatic cell nuclear transfer is an attractive tool for conservation and multiplication of
species. The efficiency of this biotechnique depends on the obtaining and selection of nucleus donor cells derived
from the skin of individuals of interest. In some mammals found in regions difficult to access or distant from
specialized laboratories, the storage at 4°C of somatic tissues of the skin would be an alternative for the
conservation of the genetic material of these animals. Nevertheless, the use of this technique depends on some
factors, such as periods and storage conditions at 4°C of the samples, which may influence the recovery of the cells
after tissue culture in vitro. In domestic mammals, studies have shown variations regarding the period of storage
and the presence of nutrient medium. Already, in wild mammals, only is related the use of refrigeration as
transportation tool in the short term. Thus, the aim of this review is to present the different conditions of storage at
4°C of somatic tissues, evidencing the importance of this technique for the conservation of biodiversity.

Keywords: somatic cells, postmortem recovery, cloning.
Introducao

Dentre as estratégias de conservacdo a serem empregadas para a manutencdo e multiplicacdo das
espécies, o emprego de amostras teciduais tem se destacado como uma ferramenta imediata de estocagem do
material genético (Pereira et al., 2016). Além disso, o armazenamento de tecidos somaticos, especialmente
derivados da pele, representa uma importante alternativa para a conservacdo de uma maior representagdo
populacional das espécies, ndo existindo dependéncia de idade ou género (Pereira et al., 2016). Em geral, células
recuperadas de tecidos somaticos podem ser usadas para diferentes finalidades, como produgdo de embrides por
transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) (Wani; Hong, 2018), formacdo de criobancos (Caamafio et
al., 2008) e pesquisas de pluripotencialidade (Verma et al., 2012).

Para todas essas finalidades, técnicas de conservagdo de tecidos somaticos tém sido empregadas em
mamiferos, como a criopreservacdo por congelagdo lenta (Caamafio et al., 2008), por vitrificacdo (Borges et al.,
2017b) e a refrigeragdo a 4°C (Tovar et al., 2008). Esta tltima técnica tem sido empregada especialmente para o
transporte ou conservagdo em curto prazo de tecidos somaticos de individuos localizados em regides de dificil
acesso ou distantes dos laboratérios especializados (Queiroz Neta et al., 2018). Além disso, esse tipo de
conservagdo ¢ bastante empregado em virtude de sua simplicidade, eficiéncia e disponibilidade, j4 que ndo
envolve o uso de materiais mais complexos e de alto custo (Silvestre et al., 2003).

Contudo, o emprego desta técnica depende de alguns fatores, como o periodo ¢ as condi¢des de
armazenamento das amostras teciduais, os quais podem influenciar na recuperagdo das células apds cultivo in
vitro dos tecidos (Aoued e Singh, 2015). Em mamiferos domésticos, estudos tém mostrado variagdes quanto ao
periodo de estocagem e a presenca de meio nutritivo em diferentes espécies, como suinos (Ge et al., 2010) e
caprinos (Okonkwo e Singh, 2014). Em mamiferos silvestres, pesquisas relacionadas ao conhecimento dos
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fatores que influenciam no sucesso da técnica ainda sdo escassos.

Assim, esta revisdo apresenta como proposito discriminar as diferentes condigdes de armazenamento de
tecidos somaticos, evidenciando a importancia para a conservagao da biodiversidade em mamiferos domésticos e
silvestres.

Queiroz Neta et al. Estado atual da conservagdo a 4°C de tecidos somaticos derivados da pele em mamiferos.

Fatores que influenciam na conservacio a 4°C de tecidos somaticos

A conservagdo tecidual hipotérmica, ou seja, o armazenamento de tecidos em temperatura inferior a
temperatura fisiolégica normal e superior ao ponto de congelagcdo (Ackers, 2006), pode ser categorizado em
diferentes estagios: leve (32-35°C), moderado (27-32°C), profundo (10-27°C) e ultraprofundo (0-10°C) (Baust
et al., 2015). Para todos os estagios, as condigdes hipotérmicas promovem uma desaceleragdo do metabolismo
celular e uma reduc@o da demanda de oxigénio e conservagdo da energia quimica (Brockbank e Taylor, 2006).

O emprego cficiente desta técnica depende de alguns fatores, como os periodos ¢ as condigdes de
armazenamento, os quais podem influenciar na recuperagdo das células apds cultivo in vitro (Aoued e Singh,
2015). Em mamiferos domésticos, estudos t€ém mostrado variagdes quanto ao periodo de estocagem e a presenga
de meio nutritivo em diferentes espécies (Ge et al., 2010; Okonkwo e Singh, 2014). Em felinos e cervideos
silvestres, Tovar et al. (2008) usaram sistemas refrigerados para o transporte até sete dias de tecidos somaticos da
pele derivados de algumas espécies nativas do Chile, como o gato-chileno (Oncifelis guigna) ¢ pudu do sul
(Pudu puda). Nesse estudo, os autores obtiveram um total de 30 bidpsias de pele e apds o cultivo in vitro, 93,0%
(28/30) alcancaram o crescimento celular ao redor dos explantes, resultando assim em 69 linhagens celulares
com caracteristicas morfologicamente normais.

Periodo de armazenamento

O periodo de armazenamento consiste num fator importante para a conservagdo eficiente das amostras
somaticas da espécie de interesse (Praxedes et al., 2018) e possui variaveis periodos de acordo com a espécie ¢ sua
localizag¢do (Tovar et al., 2008). Em mamiferos domésticos (Tab. 1), diferentes periodos ja foram apresentados
em algumas espécies de producao. Em suinos, Silvestre et al. (2003) verificaram que tecidos somaticos da pele
quando conservados a 4°C por até 10 dias mantinham a viabilidade celular apés cultivo. Ja Singh e Ma (2016)
armazenaram amostras refrigeradas de ovinos por 65 dias e obtiveram células viaveis e geneticamente estaveis.
Contudo, os mesmos autores nao obtiveram células quando os explantes foram refrigerados por 70 dias.

Em geral, o periodo de armazenamento pode afetar a qualidade das células (Kim et al., 2014), bem
como a capacidade de crescimento celular a partir dos explantes aderidos (Queiroz Neta et al., 2018). Kim et al.
(2014) observaram que a taxa de proliferagio de células oriundas de tecido cartilaginoso humano foi
comprometida apos sete dias de estocagem. Além disso, Birdsill et al. (2014) cultivando tecido cerebral humano,
verificaram que o RNA foi degradado progressivamente com o aumento do periodo de armazenamento em
sistema refrigerado, reduzindo a proporgdo de expressdo génica e confluéncia celular. Ainda, em tecidos da pele
humana esse tempo também afetou a integridade morfologica dos tecidos pela presenga de vactiolos (Gaucher et
al.,, 2012). Portanto, o periodo de estocagem ¢ estabelecido de acordo com a espécie de interesse e sua
localizagdo, podendo variar em média de uma a 65 h.

Tabela 1. Conservagdo a 4°C de tecidos somaticos derivados de pele de alguns mamiferos domésticos na
auséncia de meio nutritivo.

Espécie  Periodo (dias)  Principais resultados Referéncia
Bovina 9 Todos os explantes apresentaram crescimento de células Caputcu et al. (2013)
[100% (246/246)] morfologicamente normais.
49 Apenas 58,7% (333/567) dos explantes apresentaram Walcott e Singh (2017)

crescimento de células normais, sendo esse percentual
reduzido com o periodo de armazenamento.

Caprina 41 Somente 84,5% (450/539) dos explantes apresentaram Okonkwo e Singh (2014)
crescimento de células morfologicamente semelhantes a
fibroblastos, tendo valores inferiores a 50% em
explantes armazenados a 33 dias [40,7% (11/27)].

Ovina 14,5 Todos os explantes cultivados  apresentaram Silvestre et al. (2004)
crescimento de células [100% (44/44)].

65 Somente 77,6% (374/481) dos explantes apresentaram Singh e Ma (2016)

crescimento de células morfologicamente semelhantes a
fibroblastos.

Suina 14 Apenas 91,3% (21/23) dos explantes apresentaram Silvestre et al. (2004)
crescimento de células, tendo 14° dia apresentado
17,0% (1/3).
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Queiroz Neta et al. Estado atual da conservagdo a 4°C de tecidos somaticos derivados da pele em mamiferos.

Uso de meio nutritivo para a conservagdo em sistema refrigerado

A conservagdo de tecidos somaticos a 4°C pode ser realizada tanto na auséncia (Silvestre et al., 2003)
quanto na presenca de meio nutritivo (Aoued e Singh, 2015). Em geral, condigdes de refrigeracdo na auséncia de
meio sdo estabelecidas visando conhecer a resisténcia do tecido em situa¢des onde ndo ha uma minima condicao
de manipula¢do do armazenamento das amostras (Queiroz Neta et al., 2018).

Por outro lado, a presenca de meio nutritivo visa minimizar as lesdes induzidas pelas temperaturas
hipotérmicas, uma vez que os mesmos modulam a resposta fisiologica ao frio, mantendo a homeostase (Ackers,
2006). Entre os meios nutritivos que podem ser empregados para essa finalidade, t€ém-se: solugdo salina (NaCl a
0,9%) como observado para tecido somatico murino (Basaran et al., 2006), solugdo tampao fosfato para felinos e
cervideos silvestres (Tovar et al., 2008) e Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) para suinos (Ge et
al., 2010).

Em geral, o meio mais empregado para essa finalidade consiste em DMEM suplementado com 2,2% de
bicarbonato de soro, 10% de soro fetal bovino (SFB), podendo também ser adicionado de 2% de solucdo de
antibioticos e antimicoticos (Aoued e Singh, 2015). A suplementagdo com SFB atua como uma rica fonte de
proteinas, minerais, lipidios, fatores de crescimento e hormonios, tendo a albumina sérica como a proteina mais
abundante e com atividade antioxidante (Santos et al., 2015). Ainda, a presenga de um tampdo, como o
bicarbonato de sdédio, na composi¢cdo do meio de conservacdo permite manter a viabilidade das células e a
manuten¢do das caracteristicas dos tecidos.

Assim, meios nutritivos durante a conservacao a 4°C de tecidos somaticos podem auxiliar a neutralizar
o efeito negativo das flutuacdes de pH e toxina, atuando na sobrevivéncia das células presentes nos tecidos por
mais tempo. Adicionalmente, dependendo da composi¢do desses meios, os mesmos podem conter agentes
antioxidantes, como a vitamina E, e outros antioxidantes presentes no proprio SFB que atuam em conjunto com
componentes endogenos das células neutralizando as injirias geradas pelo estresse oxidativo (Aoued e Singh,
2015).

Além disso, o uso de meios nutritivos durante a conservag@o por longos periodos permite atrasar os
danos gerados pela isquemia (Guibert et al., 2011). Brevemente, quando o fluxo sanguineo é rompido ou restrito,
tanto glicose quanto oxigénio tornam-se reduzidos e, até mesmo, consumidos, levando as células a alterar seu
metabolismo, assumindo um metabolismo anaerdbico e menos eficiente de energia. Ainda, ao longo do periodo
de conservagdo, esses processos resultam em um déficit de oxigénio nas células com um acumulo de
metabdlitos, como acido latico que conduzem a alteracdes do pH celular. Todas essas alteracdes finalizam com
funcdes alteradas de enzimas e bombas de membranas mitocondriais e plasmaticas (Guibert et al., 2011).
Adicionalmente, mudangas do quantitativo de eletrolitos causam injurias no equilibrio osmoético, podendo
resultar na ruptura celular e, na ativagdo dos mecanismos de morte celular.

Finalmente, a presenca de um meio nutritivo adequado podera atuar reduzindo ou atrasando esses
efeitos, fazendo os tecidos e células manterem sua atividade metabolica e viabilidade adequada. Em geral,
sugere-se 0 uso de meio nutritivo na estocagem de amostras somaticas em sistema refrigerado por longos
periodos.

Ferramentas de avaliacao de tecidos somaticos refrigerados

Durante a conservagdo a 4°C, células e tecidos somaticos sofrem uma reducdo de seu metabolismo,
retardando alguns processos degenerativos gerados pelas temperaturas hipotérmicas. Nesse sentido, apds o
periodo de conservacdo, faz-se necessario avaliar o grau de preservacdo dos tecidos usando diferentes
ferramentas que evidenciem as caracteristicas morfologicas (Ibrahim et al., 2018), atividades proliferativas e
metabolicas (Boekema et al., 2015) e viabilidade das células ap6s cultivo in vitro (Aoued e Singh, 2015).

Entre as ferramentas que podem ser empregadas para avaliar o grau de comprometimento da qualidade
dos tecidos refrigerados, tém-se a analise histologica usando diferentes colora¢des (Castagnoli et al., 2003) e o
cultivo dos fragmentos teciduais (Queiroz Neta et al., 2018).

Caracterizagdo histologica da pele

Castagnoli et al. (2003) enfatizaram a importancia das andlises histoldgicas na avaliagdo da integridade
morfoldgica do tecido apds a conservacao a temperaturas hipotérmicas. Dentre as coloragdes histologicas que
podem ser empregadas tém-se a hematoxilina-eosina (Boekema et al., 2015) e a marcagdo da regido argirofilica
organizadora nucleolar (AgNOR) (Queiroz Neta et al., 2018). Entre os efeitos que podem ser identificados por
essas analises tém-se a presenga de vacuolos, halos perinucleares (Boekema et al., 2015) e demais altera¢Ges
morfologicas (Gaucher et al., 2012).

Na conservacdo a 4°C de tecidos somaticos derivados de pele humana com diferentes meios nutritivos,
Boekema et al. (2015) utilizando hematoxilina-eosina, quantificaram halos perinucleares na epiderme. Esses
halos consistem em estruturas sinalizadoras do inicio da apoptose, sendo formados quando o nucleo ¢é separado
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do citoplasma. Além disso, usando ainda a hematoxilina-eosina, é possivel também quantificar o niimero de
fibroblastos da derme e mensurar os efeitos gerados na espessura da epiderme e derme (Borges et al., 2017a).

Ja por AgNOR ¢ possivel identificar danos gerados na atividade proliferativa das células (Borges et al.
2017a). Essa metodologia baseia-se na ligagdo do reagente prata coloidal as proteinas acidicas, ndo histonicas,
associadas as regides organizadoras de nucléolos. Na marcac¢do, o nitrato de prata marca as proteinas especificas
ligadas a transcri¢do das regides organizadoras de nucléolos, denominadas de proteinas argirofilicas nucleolares,
podendo ser visualizadas como pontos escurecidos no nticleo celular (Queiroz Neta et al., 2018). Logo, quanto
mais regioes organizadoras de nucléolos sdo marcadas, maior sera a atividade proliferativa daquele tipo celular
(Borges et al., 2017a). Portanto, as regides organizadoras de nucléolos estdo diretamente relacionadas com a
atividade proliferativa das células, podendo assim indicar a atividade proliferativa das amostras teciduais.

Caracterizagdo das células durante o cultivo in vitro

Estudos anteriores t€ém demostrado que a conservagdo a 4°C de tecidos somaticos pode interferir na
capacidade de aderéncia, confluéncia, atividade proliferativa e metabolica das células recuperadas desses tecidos
e cultivadas in vitro (Silvestre et al., 2003; Queiroz Neta et al., 2018). Em ovinos, Singh ¢ Ma (2016) nido
observaram crescimento de células apds 70 dias dos tecidos refrigerados. Contudo, até 65 dias de estocagem foi
possivel obter células estaveis com morfologia normal e similar as células derivadas de tecidos nao refrigerados.

Durante o cultivo in vitro, células podem ser avaliadas quanto a sua morfologia e crescimento por
microscopia de luz (Borges et al., 2018), viabilidade por ensaio de exclusdo com azul de tripan (Borges et al.,
2017b), atividade funcional e metabolica por ensaios colorimétricos (Caputcu et al., 2013), atividade
proliferativa pela elaboragdo de curva de crescimento (Borges et al., 2017b) ¢ a estimativa do tempo de
duplicagdo da populagdo de células (Okonkwo e Singh, 2014). Todas essas analises fornecem indicios da
qualidade dos tecidos submetidos aos procedimentos de conservacdo e, consequentemente, a viabilidade das
células recuperadas.

Em geral, a morfologia das células, embora ndo seja uma metodologia decisiva para avaliagdo da
qualidade celular, consiste na primeira analise a ser realizada sobre as células em cultivo (Santos et al., 2015). Ja
o ensaio com azul de tripan consiste numa metodologia classica e rapida de avaliagdo da viabilidade celular
(Borges et al., 2017b). Esse corante analisa a integridade da membrana pela identificacdo das células com
membranas danificadas, as quais permitem a penetracdo do corante e, consequentemente, sdo classificadas como
ndo viaveis.

Além disso, outras ferramentas importantes podem ser realizadas com o objetivo de conhecer o perfil
das células e o efeito da conservagdo sobre a atividade proliferativa das mesmas. Assim, através da elaboracdo da
curva de crescimento e a determinacdo do tempo de duplicagdo celular foi possivel verificar o efeito do periodo
de estocagem sobre as caracteristicas das células recuperadas, reduzindo suas taxas de proliferagdo (Kim et al.,
2014).

Ainda sobre ferramentas usadas na avaliacdo da qualidade dos tecidos somaticos refrigerados, tem-se o
uso do ensaio colorimétrico brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT) (Santos et al.,
2015), o qual é empregado para analise da atividade metabdlica das células. Brevemente, o ensaio de MTT foi
desenvolvido como uma metodologia simples, rapida, precisa e de baixo custo para avaliacdo da citotoxicidade e
atividade proliferativa de células cultivadas in vitro. Além disso, o MTT também pode ser empregado tanto nas
células em cultivo, quanto diretamente nos tecidos (Ge et al., 2010).

Finalmente, todas essas ferramentas permitem uma andlise da conservagdao a 4°C pela determinagdo
além da morfologia celular, também do efeito de como essa conservacdo pode interferir na atividade
proliferativa e metabolica das células. Isso porque a conservagdo em temperaturas hipotérmicas pode afetar
negativamente a estrutura mitocondrial e a integridade lisossdmica e das membranas celulares (Guibert et al.,
2011).

Consideracdes finais

As células somaticas recuperadas de tecidos da pele apresentam diferentes finalidades e as mesmas tém
impulsionado as pesquisas relacionadas & conservagao de amostras teciduais em mamiferos. Em geral, os estudos
s30 voltados para avaliagdes das condi¢des adequadas de conservagdo a fim de garantir a qualidade das células
que serdo reprogramadas para suportar o desenvolvimento embriondrio e fetal. Assim, células que apresentam
uma morfologia e perfil normal durante o cultivo in vitro, incluindo ainda viabilidade e a taxa de proliferagdo sao
selecionadas para a criopreservacdo e uso na clonagem por transferéncia nuclear de células somaticas.
Finalmente, a conservagdo a 4°C consiste numa ferramenta imediata de armazenamento do material genético,
sendo a estocagem de tecidos somaticos uma alternativa para a conservacdo de uma maior representacio
populacional da espécie de interesse.
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