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Resumo

Distintas estratégias de conservacdo tém sido adotadas visando a manuten¢do e recuperacao da
biodiversidade, especialmente de espécies que se encontram em diferentes niveis de ameaga a extingao.
Neste grupo de espécies, encontram-se os grandes felideos, os quais em virtude das agdes antropicas,
como a destruicdo e a fragmentagdo de habitat, necessitam de esforgos voltados para a conservacdo de seu
material genético. Uma estratégia empregada para essa finalidade consiste nos bancos de recursos
somaticos, os quais sdo definidos como a criopreservagdo de tecidos e células somaticas oriundas de
diferentes populacdes. Essas amostras biologicas, quando adequadamente conservadas, sdo elementos-
chave para a multiplicag@o das espécies por meio de seu emprego na clonagem por transferéncia nuclear e
indugdo de células a pluripoténcia. Assim, o objetivo desta revisdo ¢ abordar os aspectos relevantes
envolvidos na formagdo de bancos de recursos somaticos em grandes felideos, destacando os estudos
desenvolvidos pelo Laboratério de Biotecnologia Animal (LBA), da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA) em ongas-pintadas e ongas-pardas.
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Abstract

Different conservation strategies have been adopted to maintain and recover biodiversity,
especially for species that are at different levels of threat to extinction. In this group of species are the
large felids, which, due to anthropic actions, such as habitat destruction and fragmentation, require
efforts aimed at the conservation of their genetic material. A strategy employed for this purpose consists
of somatic resource banks, which are defined as the cryopreservation of tissues and somatic cells from
different populations. These biological samples, when properly preserved, are key elements for the
multiplication of species through their use in cloning by nuclear transfer and induction of cells to
pluripotency. Thus, the aim of this review is to address the relevant aspects involved in the formation of
somatic resource banks in large felids, highlighting the studies carried out by the Laboratory of Animal
Biotechnology (LBA) of the Federal Rural University of the Semi-Arid (UFERSA) in jaguars and pumas.
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Introducao

Os grandes felideos, representados pelo tigre (Panthera tiger), ledo (P. leo), onga-pintada (P.
onca), leopardo (P. pardus), leopardo das neves (P. uncia), leopardo-nebuloso (Neofelis nebulosa),
leopardo-nebuloso-de-bornéu (N. diardi), guepardo (Acinonyx jubatus), puma (Puma concolor), caracal
(Caracal caracal), serval (Leptailurus serval) e todas as espécies de lince (Lynx spp.) (Davis et al., 2010;
Turner; Anton, 1997), sdo felideos importantes para a manutengao dos ecossistemas em que habitam. De
acordo com a Unido Internacional da Conserva¢do da Natureza (IUCN, 2021), em virtude da
fragmentagdo ou perda de habitat, associado a outras atividades humanas, populagdes destas espécies tém
sido reduzidas, sendo esses individuos classificados desde niveis de ameaga até a risco de extingdo.

Nesse sentido, estratégias de conservagdo voltadas para o conhecimento das espécies e sua
multiplicagdo tém sido desenvolvidas (Thongphakdee et al., 2020). Dentre estas estratégias, incluem-se
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os bancos de recursos somaticos (Pereira et al., 2019), os quais tém sido implementados em varias
espécies (lince-ibérico — L. pardinus, Leén-Quinto et al., 2009; onga-pintada — P. onca, Praxedes et al.,
2019, onga-parda — P. concolor, Lira et al., 2021), visando a exploragdo do potencial de tecidos e células
somaticas, especialmente para a clonagem por transferéncia nuclear de célula somatica (Moulavi et al.,
2017) e indugdo de células a pluripoténcia (Verma et al., 2013).

Contudo, para que os bancos de recursos somaticos atendam a essas finalidades, ¢ interessante o
estabelecimento adequado das condigdes de colheita das amostras biologicas, bem como a
criopreservacdo e o cultivo in vitro das células. Tais condigdes podem variar desde a regido coletada do
animal (Santos et al., 2021), tipo de técnicas de criopreservagdo tecidual empregada (Praxedes et al.,
2019), solugdes de crioprotetores usadas (Oliveira et al., 2021), suplementagdes dos meios (Le6n-Quinto
etal., 2014), e tempo de cultivo (Silva et al., 2021).

Portanto, sabendo da influéncia destas diferentes condig¢des, nesta revisdo, nds abordaremos os
aspectos relevantes da formac@o destes bancos de recursos somaticos em grandes felideos, especialmente em
onga-pintada (P. onca) e onga-parda (P. concolor), apresentando alguns resultados alcangados pela equipe do
Laboratério de Biotecnologia Animal (LBA), da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA)).

Fonte e colheita de tecidos somaticos

Conceitualmente, bancos de recursos somaticos consistem na criopreservacao de tecidos e células
somaticas a -196 °C derivados de diferentes populagdes (Pereira et al., 2018). Em geral, uma das principais
vantagens destes bancos consiste na formacao ocorrer a partir da colheita de animais independente do sexo,
idade, e estagio reprodutivo (Praxedes et al., 2018). Ainda, tecidos podem ser coletados tanto de animais
vivos (Silva et al., 2021), quanto de individuos post-mortem (Santos et al., 2021).

A escolha da regido do animal a ser coletada € primordialmente relacionada a uma area menos invasiva
do animal (Praxedes et al., 2018). Em grandes felideos, diferentes regides ja foram usadas para a colheita de
amostras somaticas (Tabela 1), desde musculo a regides da pele do animal. Em 2021, Santos et al. avaliaram
diferentes regides da pele (caudal, femoral e auricular) de onga-pintada (P. onca) quanto a eficiéncia da
criopreservacdo tecidual e verificaram que a pele caudal e auricular foram as mais adequadas para a conservagio
quando comparada & pele femoral. Adicionalmente, os autores reforgaram o procedimento menos invasivo da
regido auricular, a qual foi confirmada por outros autores (Praxedes et al., 2019, 2020; Lira et al., 2021).

Como a maioria dos estudos em grandes felideos empregam a colheita em animais vivos, todos
os procedimentos sdo realizados em individuos previamente anestesiados (Praxedes et al., 2018). Em
ongas-pintadas (P. onca) e ongas-pardas (P. concolor), cloridrato de dexmedetomidina tem sido o
sedativo empregado (Praxedes et al., 2018) para a colheita de fragmentos auriculares (1-2 cm?).

Ap6s a colheita, todos os fragmentos sao transportados ao laboratorio a 4 °C por um periodo de
até 8 h (Praxedes et al.,, 2019). Em geral, o meio de transporte consiste em meio essencial minimo
modificado por Dulbecco (DMEM) acrescido de 2% de solug@o de antibidticos-antimicéticos (Lira et al.,
2021). Contudo, estudos ja foram desenvolvidos usando solucdo salina estéril acrescida de 1% de
gentamicina (Santos et al., 2021).

No laboratorio, amostras sfo lavadas em solu¢do com composi¢do similar a do meio de
transporte, fragmentadas (9,0 mm”) e destinadas a criopreservagio para formagdo de bancos de tecidos ou
cultivo in vitro para a formag@o de bancos de células.

Aspectos técnicos da conservacao de tecidos e células somaticas

O sucesso dos bancos de tecidos e células somaticas depende do estabelecimento adequado das
condi¢des de criopreservagdo e cultivo in vitro. Em diferentes espécies de grandes felideos, estudos
relacionados a determinacdo da técnica de criopreservacao (Praxedes et al., 2019), solucdo de
crioprotetores (Oliveira et al., 2021), isolamento e caracterizagdo de linhagens celulares (Lira et al.,
2021), meios de cultivo in vitro (Ledn-Quinto et al., 2014) e tempo de cultivo (Lira et al., 2021; Silva et
al., 2021) tém sido desenvolvidos buscando garantir a formacdo adequada destes bancos.

Técnicas de criopreservagdo

A formacgdo de bancos de tecidos somaticos pode ser realizada por duas técnicas, a congelagdo
lenta (Mestre-Citrinovitz et al., 2016) e a vitrificacdo (Praxedes et al., 2019). Em um estudo realizado em.
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Tabela 1. Fontes de tecidos somaticos em grandes felideos.

Espécie Classificacao IUCN* Fonte

Objetivo do estudo

Autores

Panthera tigres Ameacado de extingdo Pele auricular

Panthera onca Quase ameagada Pele auricular

Lynx pardinus Ameagado de extingdo Pele fetal
Acinonyx .
Vulneravel Pele auricular
Jubatus

Indugao da pluripoténcia
Indugdo da pluripoténcia

Criopreservagdo celular

TNCS

Panthera onca

Panthera onca

Panthera onca

Panthera onca

Puma concolor

Quase ameagada

Quase ameagada
Quase ameagada

Quase ameacada

Quase ameacada

Pele, cartilagem, musculo
Pele
Pele femoral, caudal,
auricular
Pele auricular

Pele auricular

Cultivo in vitro de células
Criopreservagao celular

Criopreservagao tecidual

Estabelecimento de linhagens celulares

Criopreservagdo tecidual

Verma et al. (2013)
Verma et al. (2013)
Ledn-Quinto et al. (2014)

Moro et al. (2015)

Mestre-Citrinovitz et al. (2016)
Arantes et al. (2021)
Santos et al. (2021)

Silva et al. (2021)
Lira et al. (2021)

*[UCN: Unido Internacional para Conservagdo da Natureza (2021).
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ongas-pintadas (P. onca), ndés demonstramos os efeitos positivos da vitrificagdo quando comparada a
congelacdo lenta na conservagdo de tecidos auriculares (Praxedes et al., 2019). Neste estudo, duas
técnicas de vitrificagdo foram também comparadas [vitrificagdo direta em criotubos (VDC) e vitrificagdo
em superficie solida (VSS)], sendo evidenciada a VSS como técnica mais adequada para a conservago
das caracteristicas morfologicas e de proliferagdo celular. Adicionalmente, nés destacamos as vantagens
da VSS quando comparada a congelacdo lenta, sendo a primeira uma técnica mais exequivel, de menor
custos e podendo ser realizada mais rapidamente a campo. Ainda, em onga-parda (P. concolor), a VSS
apresentou ser eficiente na conservacao do tecido auricular nesta espécie (Lira et al., 2021).

Ja na formag¢@o de bancos de células somaticas, a congelagdo lenta tem sido a metodologia de escolha
(Praxedes et al., 2018). Estudos realizados tanto em onga-pintada (P. onca, Arantes et al., 2021; Silva et
al., 2021), quando onga-parda (P. concolor, dados niao publicados) demonstraram que células destas
espécies foram eficientemente criopreservadas, mantendo os padrdes de viabilidade, morfologia e
proliferacdo apds a descongelagao.

Solugdes de criopreservagio

A protegdo de tecidos e células contra injurias durante a criopreservagdo ¢ fornecida em fungéo
da composi¢do dos crioprotetores. Em grandes felideos, o dimetilsulfoxido (DMSO) tem sido o
crioprotetor intracelular de escolha, acrescido de 0,25 M de sacarose e 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Praxedes et al., 2019). Em geral, a concentragdo de DMSO pode variar na criopreservacao de células
somaticas de grandes felideos. Silva et al. (2021) relataram a obten¢@o de 73,2% de taxa de viabilidade de
fibroblastos de onga-pintada (P. onca) ao utilizar 10% DMSO em solug¢do crioprotetora, demonstrando a
eficiéncia desse composto. Ao avaliar diferentes concentracdes de DMSO (2,5% e 10%) na
criopreservacgdo de fibroblastos de onga-pintada, Arantes et al. (2021) relataram ndo observar diferengas
na viabilidade das células apds a descongelagdo, obtendo taxas que variaram de 82,2-98% de células
viaveis. Nesse sentido, ambos os trabalhos corroboram estudos anteriores em fibroblastos de grandes
felideos, os quais demonstraram a obtengdo de boas taxas de viabilidade celular apds a descongelacéo ao
utilizar 10% DMSO como crioprotetor, os quais obtiveram taxas acima de 80% de viabilidade (Leon-
Quinto et al., 2011; Mestre-Citrinovitz et al., 2016).

Um outro crioprotetor intracelular utilizado na criopreservacdo ¢ o etilenoglicol (EG).
Especificamente quanto a utilizagdo em grandes felideos, 10% de EG foi avaliado como crioprotetor na
criopreservagdo de células somaticas de onga-pintada (P. onca) na presenga ou auséncia de sacarose,
onde foi observado que, quando utilizado isoladamente, resultou em uma menor taxa de viabilidade
celular (45,8%), quando comparado ao grupo acrescido de sacarose (52,4%, Oliveira et al., 2021).

Ja os crioprotetores extracelulares sdo compostos permeaveis utilizados em combinagdo com
crioprotetores intracelulares e sdo divididos em grupos: dissacarideos (como, a sacarose) e proteinas
(SFB). Com relagdo a sacarose, diversos estudos apontam a eficiéncia da sacarose em associacdo com
crioprotetores intracelulares para a criopreservagdo de células em grandes felideos, como demonstraram
Ledén-Quinto et al. (2011), onde foi observado que a combinagdo de 10% de DMSO associado a 0,1 M ou
0,2 M de sacarose, em ambas as concentragdes, foi mais eficiente na criopreservagdo quando comparado
a auséncia de sacarose.

Quanto ao SFB, este atua aumentando a viscosidade da solucdo de criopreservagdo. Diversos
estudos em grandes felideos abordam com sucesso a criopreservagdo de células utilizando o SFB, em
diferentes concentracdes, como um crioprotetor extracelular. Song et al. (2007) utilizaram 10% de DMSO
em combinagdo com 40% de SFB, obtendo 95% de viabilidade em células de tigre-siberiano (P. tigris
altaica). Posteriormente, Liu et al. (2010) utilizaram 50% de SFB em associagdo com 10% de DMSO
para criopreservar células de tigre-siberiano e relataram que as células apresentaram uma viabilidade
superior a 90% apos a congelagdo. Ja Verma et al. (2012), ao utilizar 10% DMSO e 90% SFB obtiveram
80% de taxa de sobrevivéncia em células de leopardo-das-neves. De acordo com Moulavi et al. (2017),
50% de SFB, quando utilizado em associagdo com 10% DMSO na criopreservagdo de células de chita-
asiatica (Acinonyx jubatus venaticus), foi eficiente na manutencdo dessas células, das quais 85% foram
viaveis.

Meios e tempo de cultivo in vitro

A composi¢do do meio utilizada para cultivo de células somaticas de grandes felideos em geral
apresenta DMEM, SFB e solucdo de antibioticos-antimicéticos (Lira et al., 2021; Silva et al., 2021). Essa
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composicao tem assegurado o crescimento e qualidade celular, reduzindo chances de contaminagao.
Além disso, as condi¢cdes de temperatura e oxigenagdo também sdo consideradas, onde em grandes
felideos o cultivo ocorre em 38,5 °C e 5% de CO, (Praxedes et al., 2019).

Durante o cultivo in vitro, o nimero de passagens celulares pode influenciar na qualidade celular
(Praxedes et al., 2018). Silva et al. (2021) avaliaram pardmetros de normalidade em fibroblastos de onga-
pintada (P. onca) na primeira, terceira e décima passagem. Nesse estudo, foi reportado uma boa
qualidade da viabilidade e metabolismo celular independentemente do niimero de passagens.

Resultados das aplicagdes de tecidos e células somaticas

O primeiro relato de sucesso da utilizagdo de células somadticas visando a multiplicacdo de
felideos silvestres foi reportado por Gémez et al. (2004) obtendo o nascimento de crias por clonagem por
transferéncia nuclear de célula somatica interespecifica (iTNCS) utilizando células somaticas do gato-da-
libia (Felis lybica) e oocitos do gato doméstico. Posteriormente, a produgdo in vitro de embrides por
iTNCS em grandes felideos foi reportado por outros grupos, utilizando fibroblastos isoladas de animais
post-mortem tanto em ledo (P. leo), leopardo (P. pardus) e tigre (P. tigres) (Yelisseti et al., 2016), bem
como em chita-asidtica (A. jubatus venaticus) (Moulavi et al., 2017), expandindo ainda mais o potencial
de aplicagdo que as células possuem quanto ao resgate de espécies em niveis criticos de extingao.

Além da clonagem, a geracdo de células de pluripoténcia induzida (iPSCs) ¢ uma outra aplicagéo
para células somaticas, e tem sido buscada diante de seu grande potencial, sendo possivel a utilizagdo de
tais células tanto como doadoras de nucleo para TNCS quanto para diferenciacdo direta em gametas
(Verma et al., 2012). Verma et al. (2012) reportaram pela primeira vez a geragdo de iPSCs em leopardo-
das-neves (P. uncia) utilizando os fatores de reprogramagdo (OCT4, SOX2, KLF4, cMYC e NANOG).
Posteriormente, os mesmos autores em 2013 comprovaram a essencialidade do fator de reprogramacao
NANOG em outras espécies de felideos (P. tigres, Leptailurus serval e P. onca) (Verma et al., 2013).
Adicionalmente, Sukparangsi et al. (2018) reportaram a geracdo de iPSCs em leopardo nebuloso (N.
nebulosa) utilizando dois vetores ndo integrativos, o vetor epissomal e o piggyBAC transposon,
representando um grande avango que podera servir para geragdo de iPSC em outras espécies de felideos
ameacados.

Consideracdes finais

Os bancos de tecidos e células somaticas representam alternativas valiosas empregadas na
conservacdo de grandes felideos. Na formacdo destes bancos, a pele auricular tem sido a regido de
escolha para obtencdo de tecidos somdticos a serem submetidos a criopreservagdo e cultivo in vitro.
Embora a congelagdo lenta seja a técnica empregada para a criopreservacao de células somaticas em
grandes felideos, a vitrificacdo tem sido a técnica mais eficiente na conservacdo de tecidos somaticos
destas espécies, sendo a vitrificagdo em superficie sélida um método promissor. Para todas as técnicas de
criopreservacao, DMSO, sacarose e SFB tem sido a combinagd@o de crioprotetores mais adequada para a
conservagdo celular. Quanto ao cultivo in vitro, células somaticas sdo mantidas em meio de cultivo
acrescido de SFB e antibidticos, sem ocorrer alteragdes no metabolismo e viabilidade celular. Mais
estudos sdo necessarios para identificar todas as caracteristicas destas células in vitro em avaliagdes mais
especificas de qualidade celular, bem como a definigdo de protocolos mais eficientes para a clonagem por
TNCS e produgao de iPSCs em grandes felideos.
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