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RESUMO

A jaguatirica, maior espécie de pequenos felinos do Brasil, ¢ um carnivoro de grande importancia
ecoldgica. No Brasil, esta espécie se encontra em risco de extingdao e a formacao de biobancos de
recursos somaticos representa uma ferramenta para a conservagdo da espécie. Contudo, existem
fatores que podem afetar o sucesso desses bancos, como a solugdo de criopreservagdo empregada.
Portanto, o objetivo foi avaliar o efeito do tipo de crioprotetor intracelular, dimetilsulféxido
(DMSO) e etilenoglicol (EG), na presenga ou auséncia de um crioprotetor extracelular, a sacarose
(SAC), sobre a morfologia, viabilidade e atividade metabdlica de células somadticas apds a
descongelagdo. Para tanto, amostras de pele do pavilhao auricular apical foram recuperadas de uma
jaguatirica encontrada no centro da cidade de Mossord e levada ao hospital veterindrio, da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). No laboratério, as amostras foram
cultivadas até obtencdo de células somaticas. Em seguida, células foram criopreservadas por
congelagdo lenta em meio essencial minimo modificado por Dulbecco com 10% de soro fetal
bovino, de acordo com os grupos: 10% de EG (grupo EG), 10% de DMSO (grupo DMSO), 5% de
EG + 5% de DMSO (grupo EG-DMSO), 10% de EG + 0,2 M de SAC, 10% de DMSO + 0,2 M de
SAC, 5% de EG + 5% de DMSO + 0,2 M de SAC. Células nao submetidas a criopreservacdo foram
usadas como controle (grupo controle). Apds duas semanas, células foram descongeladas e
submetidas a analise morfoldgica usando microscopia invertida, viabilidade usando o ensaio de azul
de tripan e atividade metabdlica pelo ensaio de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
tetrazolium] (MTT). Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo de quatro
repetigdes. Para todas as andlises foi utilizado o software Graphpad Instat 3.06, onde todos os
resultados foram analisados por ANOVA seguido de teste Tukey ou teste t ndo pareado. A
significancia foi definida em P < 0,05. Quanto a morfologia, as células do grupo ndo criopreservado
mantiveram um padrdo de confluéncia, variando entre 75—100%, enquanto os grupos submetidos a
criopreservacao demonstraram confluéncias de no maximo 40%. Quanto a viabilidade, ndo houve
diferenga entre os grupos criopreservados, variando entre 53,1 £ 10,4% e 79,6 = 3,0%, ¢ grupo nao
criopreservado (85,2 £ 6,1%). J4 em relagdo a atividade metabolica, os grupos criopreservados
variaram entre 71,3 £ 36,9% e 100 + 36,9% nao diferiram do grupo ndo criopreservado (100 +
13,4%). Em conclusdo, todas as combinac¢des de solucdes crioprotetoras utilizadas nesse estudo
mostraram eficacia, mesmo com a redu¢do da concentracao dos crioprotetores intracelulares (EG e
DMSO) na presenga ou nao do crioprotetor extracelular (SAC). Assim, as informagdes denotadas
por este estudo visam contribuir para a conservacao da jaguatirica, uma vez que essas cé€lulas
podem ser empregadas em técnicas de reproducdo assistida.

Palavras-chave: congelagdo lenta, biobancos de c€lulas somaticas, felideos silvestres.



ABSTRACT

The ocelot, the largest small felines species in Brazil, is a carnivore that has a great ecological
importance. In Brazil, this species is endangered and the formation of somatic resources cryobanks
could be a useful tool for the species conservation. Nevertheless, some factors can affect the success
of these banks, such as the cryopreservation solution employed. Therefore, the aim was to evaluate
the effect of the type of intracellular cryoprotectant, dimethyl sulfoxide (DMSO) and ethylene
glycol (EG), in the presence or absence of an extracellular cryoprotectant, sucrose (SUC), on the
morphology, viability and metabolic activity of somatic cells after thawing. Then, ear skin samples
were recovered from an ocelot found in Mossord and taken to the veterinary hospital, of Federal
Rural University of the Semi-Arid. In the laboratory, the samples were cultured until somatic cells
were obtained. After, cells were cryopreserved by slowly frozen in medium containing minimal
essential medium modified by Dulbecco with 10% fetal bovine serum, 10% DMSO and 0.2 M
SUC, according to groups: 10% EG (EG group), 10% DMSO (DMSO group), 5% EG + 5% DMSO
(EG-DMSO group), 10% EG + 0.2 M SUC, 10% DMSO + 0.2 M SUC, 5% EG + 5% DMSO + 0.2
M SUC. Cells not subjected to cryopreservation were used as a control (control group). After two
weeks, cells were thawed and subjected to morphological analysis using inverted microscopy,
viability using the trypan blue assay, and metabolic activity using the [3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-
2,5-diphenyl bromide assay tetrazolium] (MTT). All data were expressed as mean =+ standard error
of four replicates. For all analyses, Graphpad Instat 3.06 software was used, where all results were
analyzed by ANOVA followed by Tukey test or unpaired t test. Significance was defined at P <
0.05. For morphology, the cells in the non-cryopreserved group maintained a confluence pattern,
varying between 75—100%, while the groups subjected to cryopreservation showed confluences of a
maximum of 40%. For viability, there was no difference among the cryopreserved groups, ranging
from 53.1 £ 10.4% and 79.6 £+ 3.0%, and the non-cryopreserved group (85.2 £ 6.1%). Regarding
metabolic activity, the cryopreserved groups ranging between 71.3 + 36.9% and 100 + 36.9% did
not differ from the non-cryopreserved group (100 + 13.4%). In conclusion, all combinations of
cryoprotectant solutions used in this study showed efficacy, even with the reduction in the
concentration of intracellular cryoprotectants (EG and DMSO) in the presence or absence of
extracellular cryoprotectant (SUC). Thus, the information denoted by this study aims to contribute
to the conservation of the ocelot, since these cells can be used in assisted reproduction techniques.

Keywords: slow freezing, somatic cell cryobanks, wild felids.
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1. INTRODUCAO

A jaguatirica ¢ uma das espécies de mamiferos pertencente a familia Felidae e a ordem
Carnivora (OLIVEIRA; CASSARO, 1999). Sua distribuicdo geografica ¢ bastante ampla,
ocorrendo em todo o continente americano, desde o sul do Texas ao norte da Argentina. No Brasil,
a jaguatirica compreende diversas areas do pais, desde regides florestadas a semiaridas, como a
Caatinga (OLIVEIRA; CASSARO, 1999, MURRAY; GARDNER, 1997).

Contudo, a jaguatirica foi inserida na Lista Vermelha de Espécies Ameagadas de acordo
com a Unido Internacional para a Conservacao da Natureza (IUCN), sendo listada como pouco
preocupante (PAVIOLO et al., 2015). Em geral, todos os felideos silvestres estdao sofrendo perda de
habitat, fragmentacdo e outras pressdes antropicas, como colisdes de veiculos, comércio ilegal e
morte por retaliagdo em virtude da depredacao de pequenos animais (PAVIOLO et al., 2015). Além
disso, a crescente expansao populacional humana tem ocasionado uma inevitavel fragmentacdo dos
biomas e isolamento de populacdes silvestres (DUENAS et al., 2017).

Devido a todos esses fatores citados, estratégias de conservagdo tém sido desenvolvidas para
auxiliar na manutencdo da diversidade genética desses animais (SANDERSON et al., 2002),
especialmente a formagdo de biobancos a partir da criopreservagao de células somaticas por
congelagdo lenta (MACHADO et al., 2016). Essa ferramenta possui grande valor para a
conservagdo de espécies silvestres, uma vez que células somaticas sdo mais faceis de se obter do
que outros tipos celulares, como as células reprodutivas (PEREIRA et al., 2021).

Para que essa ferramenta seja empregada de maneira eficiente sdo utilizados crioprotetores
categorizados como penetrantes ou intracelulares, os quais sdo caracterizados por sua ligacdo com
agua e acdo na redugdo do tamanho e na formacao dos cristais de gelo (MORO et al., 2015); e como
nao-penetrantes ou extracelulares, os quais sdo responsaveis por aumentar a osmolaridade do meio
externo celular, reduzindo a formagdo dos cristais de gelo (LEON-QUINTO et al., 2014). Os
crioprotetores intracelulares mais empregados na criopreservacdo de amostras somaticas sdo o
etilenoglicol (EG) (OLIVEIRA et al., 2021) e o dimetilsulféxido (DMSO) (LEON-QUINTO et al.,
2009). Enquanto a sacarose (SAC) e o soro fetal bovino (SFB) sdo os crioprotetores extracelulares
mais utilizados (LEON-QUINTO et al., 2009).

Em células somaticas, tanto o DMSO quanto o EG tém sua capacidade de protecao
dependente da espécie e do tipo celular que estd sendo investigada (LI et al. 2006). Em geral, o
baixo peso molecular do DMSO (78,0 g/mol) e do EG (62,1 g/mol) garantem a alta permeabilidade
na célula; contudo, tal permeabilidade pode causar estresse osmotico (SCHNEIDER; MAZUR,
1984), resultando em uma lesdo celular. Nesse contexto, o uso do crioprotetor deve ser otimizado

para a célula em estudo. Adicionalmente, para minimizar os efeitos da toxicidade dos crioprotetores



intracelulares, t€ém sido empregados os crioprotetores extracelulares, como a sacarose ¢ o SFB
(LEON QUINTO et al. 2014).

Portanto, comparar varias combinagdes de crioprotetores intracelulares e extracelulares
mostrard qual serd a que mais se adequa as células somaticas de jaguatirica, sendo essa comparacao
uma etapa fundamental para manter a conservacao dos seus recursos somaticos, contribuindo para a
conservagdo da espécie e podendo ser aplicados em técnicas de reproducdo assistida, como a

transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS) e a inducao de células a pluripoténcia (iPCS).



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos ecologicos e biotecnologias desenvolvidas para a conservacio da jaguatirica

A jaguatirica (Figura 1) dispde de uma quantidade consideravel de estudos comparado aos
demais felideos neotropicais, tendo uma base ampla de conhecimento sobre seus critérios
ecologicos: padroes de atividade (CRAWSHAW; QUIGLEY, 1989; WELLER; BENNETT, 2001;
MAFFEI et al.,, 2005; DI BITETTI et al., 2006; KOLOWSKI; ALONSO, 2010), densidade
populacional (TROLLE; KERY, 2003; DILLON, 2005; MAFFEI et al., 2005; DILLON; KELLY,
2008; FUSCO-COSTA et al., 2010), habitat (LUDLOW; SUNQUIST, 1987; CRAWSHAW;
QUIGLEY, 1989; HAINES et al., 2006; DILLON; KELLY, 2008) ¢ dieta (EMMONS, 1987,
MARTINS et al., 2008; ABREU et al., 2008).

Figura 1. Exemplar de jaguatirica no Parque das Neblinas do municipio de Bertioga do Estado de

Sdo Paulo. Fonte: Infoescola.

A densidade populacional da jaguatirica (Figura 2) altera de acordo com o ambiente e com
o método usado para a estimativa, variando desde 2,3 felideos/100 km? em Belize (DILLON;
KELLY, 2007) até 75,2 individuos/100 km? na Amazonia Peruana (KOLOWSKI; ALONSO,
2010). No Brasil, a jaguatirica ¢ encontrada em todas as regides, com excecao do sul do Rio
Grande do Sul (OLIVEIRA; CASSARO, 2005). Ao longo da sua distribui¢do ela ocorre em uma
grande variedade de habitats, estando presentes em ambientes brasileiros com fisionomias do

Cerrado, Caatinga, Pantanal e, principalmente, das florestas tropicais e subtropicais (OLIVEIRA;



CASSARO, 2005). Adicionalmente, elas vivem em areas com densa cobertura vegetal (MURRAY;
GARDNER, 1997).

Figura 2. Distribui¢cdo geografica da jaguatirica. Fonte: Toda Matéria.

Em geral, esses felideos sao hegemonicamente noturnos e crepusculares (EMMONS, 1988;
LAACK, 1991), possuem um grau de atividade diurna versatil entre estudos (DI BITETTI et al.,
2006), o que sugere o aumento no inverno e em dias chuvosos (MURRAY; GARDNER, 1997). As
jaguatiricas sdo predadoras generalistas e oportunistas (ALIAGA-ROSSEL et al., 2006), sua
alimentacdo consiste especialmente em pequenos mamiferos, bem como podem consumir répteis,
aves e anfibios (EMMONS, 1987; ABREU et al., 2008). Ainda, presas com um porte superior ao
desse felideo, como os cervideos, podem compor sua dieta (DE VILLA MEZA et al., 2002).

A jaguatirica apresenta uma grande versatilidade em se tratando dos seus parametros
ecoldgicos em distintos ambientes, como sua area de vida e seu padrao de atividade, fazendo com
que o numero de estudos sobre esta espécie em diferentes regidoes aumentem (LUDLOW;
SUNQUIST, 1987, CRAUSHAW; QUIGLEY, 1989; KOLOWSKI; ALONSO, 2010). O estudo
realizado por Oliveira (2012) considerou trés aspectos ecoldgicos desse animal na Caatinga, sendo

dois comportamentais — area de vida e padrao de atividade — e um populacional — razao sexual. Em



virtude disso, os atributos comportamentais apresentados por esse felideo neste bioma podem ser
considerados inadequadas, e pela densidade populacional deste animal ser declinada na area
estudada, sendo a suposicao das medidas de preservacao e manejo podem nao ocasionar o resultado
almejado.

Ha uma diminuic¢ao na populacdo desses animais que pode estar sendo ocasionada por agoes
antropicas, como a construcdo de rodovias relacionadas ao emprego de projetos direcionados a
agropecuaria (SILVEIRA et al., 2010). Além disso, o aumento populacional da humanidade
resultou em uma desintegragdo de biomas e isolamento das espécies, principalmente as terrestres
como os felideos (DUENAS et al., 2017), uma vez que sdo cacadas em virtude dos riscos a saude
humana e a criagdes domésticas de animais de producdo (MENDONCA et al., 2011), e isso tem
provocado sua perda populacional intensificada e rapida.

Segundo o Plano de Ac¢do Nacional (PAN) de Conservacdao dos Pequenos Felinos, do
Instituto Chico Mendes de Conserva¢do da Biodiversidade (ICMBio), outras coagdes que a
jaguatirica enfrenta além da caga sdo conflitos com expansdo agricola, silvicultura, queima de
pastagens e alteracdes de habitat (PLURALE, 2014). Nesse aspecto, a expansao de estratégias para
conservagdo se torna bastante viavel, por visar o estabelecimento do manejo dessas espécies e sua
manutengdo, como a aplicagdo das técnicas ex situ e in situ (ANDRABI; MAXWELL, 2007).

Em relacdo as ferramentas in situ, estas ocorrem por meio da manutencdo do ambiente
natural da espécie, sem precisar realoca-la (PIZZUTTO et al., 2021). Tais métodos ja foram
desenvolvidos em jaguatirica, em especial na regido da Amazonia, considerada a area de maior
importancia para esse objetivo, uma vez que evidencia um territério abrangente e natural que
fornece meios sustentaveis para a conservacao de populacdes de felideos (OLIVEIRA et al., 2012).
Como exemplo de aplicagdes da metodologia in situ tem-se o estudo realizado por Mendonga
(2014) que teve como objetivo estimar a densidade e o tamanho populacional da jaguatirica no
Parque Estadual da Serra do Mar, no sudeste do Brasil, por meio do uso de armadilhas fotograficas
associadas a modelos espacialmente explicitos de captura-recaptura. A partir das informagdes
obtidas, foi realizada uma avalia¢do do estado de conservacao da populagdo de jaguatirica.

Ainda, tem-se o estudo de Haines et al. (2016), por meio de ferramentas in situ com o uso de
uma analise de viabilidade populacional com telemetria do Sistema de Posicionamento Global
(GPS), observaram que quatro combinacdes de estratégias de recuperagdo dos ambientes foram
necessarias para a conservagdo de jaguatiricas nos Estados Unidos. Tais estratégias consistiram na
translocacdo desses felideos, reducdo da mortalidade nas estradas de colisdes veiculo-jaguatirica,
protecao e restauracdo de habitats e estabelecimento de um corredor entre duas populagdes
reprodutoras para reduzir a probabilidade de extin¢do das jaguatiricas.

Contudo, estratégias in situ possuem algumas limitacdes (SILVA et al., 2008), uma vez que
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para a conservacao in situ sao requeridos extensos territorios € o monitoramento destes, bem como a
conscientizacdo e contribuicdo da populagdo (ZARRATE-CHARRY et al., 2010). Sabendo disso,
técnicas ex situ vém sendo sugeridas, das quais consistem em dois mecanismos: o ex situ in vivo que
remete a conservacao, realocando as espécies, retirando-as da natureza, e alocando em ambientes
controlados por equipes especializadas, objetivando sua reintrodu¢do na natureza (FARHADINIA
et al., 2020); e o ex situ in vitro que se refere a formagao de bancos de amostras de células, tecidos,
gametas e embrides, visando o armazenamento a longo prazo e aplicagdo em biotecnologias
(MESTANZA-RAMON et al., 2020; MUJITABA et al., 2020).

Em jaguatirica, poucos estudos ex situ in vitro tém sido realizados com o objetivo de
conservacgao da espécie. Um exemplo ¢ o de Sarti et al. (2011), onde realizaram um estudo sobre o
espaco intertubular e descreveram seu arranjo em jaguatirica adulta. Para tal estudo, realizaram a
coleta de fragmentos dos testiculos de cinco jaguatiricas adultas, provenientes de cativeiro, por meio
da biopsia incisional. O compartimento intertubular correspondeu a 19,4% do parénquima, sendo
3,9% ocupado por células de Leydig, tal compartimento apresentou padrdo do tipo II e o tecido
conjuntivo foi o componente mais abundante do tecido intertubular. Assim, estudar o processo
espermatogénico e a morfologias dos testiculos pode permitir o estabelecimento dos padrdes
morfofisiologicos da reprodugdo assistida, devido ao fornecimento de conhecimento dos aspectos
reprodutivos de diferentes espécies, bem como tem como finalidade favorecer o desempenho
reprodutivo de animais em cativeiro, fazendo com que haja um aumento no numero populacional
desses animais.

Portanto, uma das estratégias para conservacdo genética da jaguatirica seria os bancos de
amostras somadticas, especialmente da pele. Em sintese, isso € possivel devido ocorrer uma
recuperagao e estocagem de amostras obtidas a partir de animais vivos ou post-mortem, tendo como
resultado uma maior diversidade genética da populacdo, como no estudo de Viana et al.(2023)
onde foi realizada a comparagdo de duas diferentes técnicas de criopreservag¢ao do tecido somatico
de jaguatirica, a vitrificagdo direta em tubos (VDC) e a vitrificacdo de superficie solida (VSS), e
pode-se concluir que ambas as técnicas de vitrificacdo podem ser usadas para a conservagao da pele
de jaguatirica, no entanto a VSS garantiu uma maior qualidade celular ap6s o cultivo in vitro desses
tecidos na maioria dos pardmetros avaliados, como viabilidade, metabolismo e andlise dos niveis de

apoptose.

2.2 Estado da arte da conservacao de recursos somaticos em felideos silvestres

A aplicacdo de bancos de recursos somaticos objetivando a conservacio da biodiversidade
vem crescendo nos ultimos anos (COSTA et al., 2016), particularmente em virtude do crescimento
de espécies ameacadas de extingao e os beneficios da utilizagdo dessas amostras na conservagao da
populagio genética (LEON-QUINTO et al., 2014). Além das vantagens que o uso de recursos

somaticos possui, hd o alcance de um tamanho expressivo de tecidos por animal, sem limitar-se ao

11



estagio reprodutivo e ao sexo, podendo serem empregadas na multiplicagio de individuos,
utilizando a clonagem por transferéncia nuclear de célula somatica (PRAXEDES et al., 2018). O
uso de recursos somaticos também possibilita estudos de reprogramagdo celular, visando a
producgdo de gametas e multiplicacdo de individuos (PRAXEDES et al., 2018) e pesquisas relativas
ao conhecimento das espécies usando analises morfoldgicas (BORGES et al., 2017).

Em geral, os recursos somaticos podem ser recuperados de animais in vivo e post-mortem
(SILVESTRE et al., 2003). Cé¢lulas somaticas ja foram obtidas da pele de diferentes regides em
felideos silvestres, como da regido auricular (WITTAYARAT et al., 2013), abdominal
(SUKPARANGSI et al., 2018), inguinal (MESTRE-CITRINOVITZ et al., 2016) e tecido muscular
esquelético (THONGPHAKDEE et al., 2010), sendo o primeiro amplamente preferivel na obtengao
destas células, por ser de mais facil acesso e menos invasivo ao animal (PRAXEDES et al., 2018).

As células de felideos silvestres, como o tigre-Siberiano (Panthera tigris altaica, SONG et
al., 2007) e onca-pintada (Panthera onca, OLIVEIRA et al., 2021), t€ém sido criopreservadas por
meio da congelacdo lenta, na qual a temperatura ¢ reduzida de forma gradual e controlada,
utilizando baixas concentragdes de crioprotetores (PRAXEDES et al., 2018). Ainda, ¢ importante
ressaltar que o uso de concentracdes elevadas de crioprotetores podem provocar toxicidade para as
células, favorecendo modificagdes na camada lipidica e, consequentemente, comprometendo a
atividade e sobrevivéncia celular (PRAXEDES et al., 2019).

Mestre-Citrinovitz et al. (2016) desenvolveram um estudo com ongas-pintadas mantidas no
territorio argentino. Nesse estudo, os autores descreveram protocolos de cultivo de fibroblastos e
congelagdo lenta derivados de trés fontes teciduais: pele, musculo e cartilagem. Os autores
afirmaram apresentar um biobanco com 570 amostras somaticas de 45 espécies ameacadas de
extingdo, incluindo a onga-pintada. Portanto, o aprimoramento da criopreservacdo de células
somaticas ¢ fundamental para o estabelecimento de biobancos da espécie.

Oliveira et al. (2021) realizaram a avaliacdo dos efeitos dos crioprotetores intracelulares
(10% de DMSO; 10% de EG) na auséncia ou presenca de um crioprotetor extracelular (0,2 M de
sacarose) sobre a morfologia, confluéncia, viabilidade e metabolismo de células somaticas
derivadas de cinco ongas-pintadas pertencentes a zooldgicos brasileiros. Como resultados tiveram
que as combinagdes de DMSO na auséncia e presenca de sacarose foram eficientes na
criopreservacao de células sométicas desses animais, reduzindo os danos causados pela formacao de
cristais de gelo. Tais resultados representaram um grande avango para o estabelecimento de bancos
genéticos somaticos para ongas-pintadas e corroboraram com os resultados do presente estudo.

Ja o estudo realizado por Lira et at. (2021) foi o primeiro a avaliar a capacidade de
criopreservacao de tecidos somaticos de onca-parda (Puma concolor). Com base nas informagdes
obtidas nesse estudo, foi possivel estabelecer um biobanco para aprimorar as estratégias de
conservagao para onga-parda e outros felideos silvestres, demonstrando que as amostras submetidas
a criopreservacdo foram viaveis e mantiveram a integridade do tecido, mostrando alteragdes

minimas ap6s o aquecimento. Além disso, foi possivel isolar células somaticas viaveis de tecidos



criopreservados e, embora essas cé€lulas sofram alteragdes em seu metabolismo e estresse oxidativo,
demonstrou bom desempenho em cultivo in vitro.
Portanto, o desenvolvimento de um banco de tecidos somaticos para os felideos oferece uma

ferramenta eficiente e alternativa para a conservacao de material genético e sua aplicacdo em

diversas pesquisas, sendo essencial o estabelecimento das condi¢cdes adequadas de criopreservagao

celular.

2.3 Criopreservacao de células somaticas e os fatores que afetam sua eficiéncia

A criopreservacao pode ser definida pela diminuicdo da temperatura a valores criogénicos,
promovendo a reducdo do metabolismo celular e conservando as amostras por longo periodo
(JANG et al., 2017). Normalmente, a técnica mais utilizada para células somaticas ¢ a congelagdo
lenta (LIRA et al., 2021). Essa técnica usa curvas de resfriamento lento (0,3—1,0 °C/min) associadas
a crioprotetores com baixo peso molecular, como o EG, DMSO e glicerol (LOUTRADI et al.,
2008). Sua metodologia cldssica possui equipamentos de resfriamento programado (DONNEZ et
al., 2004), onde resultam numa desidratacao celular entre -30 a -80 °C, prevenindo uma congela¢do
super resfriada ou desordenada.

As vantagens de um sistema de congelagdo lenta sdo a redugdo gradativa da temperatura que
objetiva diminuir o estresse térmico na etapa de transi¢do das solucdes do estado liquido para o
solido, além de promover uma desidratacdo na célula que reduz a formacdo de cristais de gelo
(SHAW et al., 2000). O Mr. Frosty (Mr. Frosty™ Freezing Container) ¢ um dos equipamentos mais
utilizados por ter um sistema pratico e ser de baixo custo (GOMEZ et al., 2003). Esse dispositivo
consiste em um suporte para reserva de tubos criogénicos, onde sdo envoltos por isopropanol e
colocados em um freezer programavel que possibilita diminui¢des de temperaturas até - 80 °C numa
taxa de 1-3 °C por min (CASTRO et al., 2011).

O maior dano que a congelacao lenta pode causar sobre a célula ¢ a formagdo de cristais de
gelo (ELLIOTT et al., 2017). Na tentativa de reduzir tais danos, € indicado utilizar substincias
crioprotetoras, uma vez que atuam na redugdo da cristaliza¢do por meio da redugdo da atividade da
agua e reduzindo o estresse fisico e osmotico (ELLIOTT et al, 2017). Crioprotetores sao
substancias que possuem agdo protetora para as células quando sdo adicionadas aos meios,
reduzindo efeitos graves na conservacio (MORAES et al., 2016). Eles podem diminuir danos
durante a congelagdo e a descongelagdo (MORAES et al., 2016).

Em geral, os crioprotetores sao classificados de acordo com sua capacidade de penetracao
em cé€lulas, como intracelulares ou penetrantes e extracelulares ou ndo penetrantes (HERRID et al.,
2017). Combinagdes de crioprotetores ja foram inseridas na criopreservacao de células somaticas de

felideos silvestres (Quadro 1).
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Quadro 1. Criopreservacgao de células somaticas em felideos silvestres empregando diferentes associagdes de crioprotetores.

Espécie

Solugio crioprotetora

Tigre-de-bengala (Panthera tigris tigres)

Leopardo-das-neves (Panthera uncia)

Lince-ibérico (Lynx pardinus)

Ongca-pintada (Panthera onca)

Gato-do-mato (Leopardus tigrinus), Gato-
palheiro (Leopardus colocolo) e Onga-

Pintada (Panthera onca)

Gato de Pallas (Otocolobus manul; Felis

manul)

Onga-parda (Puma)

10% de DMSO com 90% de
SFB

10% de DMSO com 90% de
SFB

10% de DMSO com 0,2 M de

sacarose € 35% de SFB

10% de DMSO com 10% de
SFB

2,5-10% DMSO com 10% SFB

10% de DMSO com 10% de
SFB

2,5% DMSO com 0,2 M de
sacarose

Principal resultado Referéncia
90% de viabilidade apdés a
descongelagio Guan et al. (2010)
Estabelecimento do cultivo e

criopreservagao celular Verma et al. (2012)

90% de viabilidade apdés a

descongelacio Leo6n-Quinto et al. (2014)

Estabelecimento de coleta e cultivo
Mestre-Citrinovitz et al.

(2016)

dos fragmentos, seguido de

criopreservacao

82,2%-98% sobrevivéncia celular

para as trés espécies Arantes et al. (2021)

80% de viabilidade apos a

descongelagio Milodawska et al. (2022)

91% de viabilidade ap¢
o de viabilidade apos a Rodrigues et al. (2022)

descongelagdo




2.3.1 Crioprotetores intracelulares

Os crioprotetores intracelulares sao definidos como agentes que possuem um peso molecular
baixo e que conseguem se introduzirem nas células e sdo fundamentais para a criopreservagao dos
sistemas biologicos (CASTRO et al., 2011). Em consequéncia do seu peso molecular baixo, eles
tém a capacidade de penetrar nas cé€lulas, diminuindo possiveis lesdes, além de possuirem alta
solubilidade e conseguir formar ligagdes entre o hidrogénio e a agua, prevenindo a construgdo dos
cristais de gelo no meio intracelular. Sua base ¢ composta de amidas, glicerol e, principalmente,
dimetilformamida (JANZ et al., 2012).

Tais substancias agem na substituicao parcial da 4gua no interior das células, diminuindo o
ponto de congelamento a partir do crescimento da viscosidade da solugdo congelada e prendendo-se
a eletrélitos, evitando uma grande exposi¢dao ao proprio eletrdlito (JAIN; PAULSON, 2017). Em
geral, a eficacia dos crioprotetores intracelulares em relagdo a conservagao de células ¢ influenciada
por fatores, como o tempo de exposicdo, a sua concentracdo € a organiza¢do molecular entre as
espécies (CASTRO et al., 2011).

O crioprotetor intracelular precisa ser um elemento que seja capaz de se infiltrar na célula
por difusdo passiva, para que resulte uma desidrata¢do celular e proteja dos danos causados pela
congelagdo. A permeabilidade do crioprotetor na célula depende do seu baixo peso molecular
(PURDY, 2006). O EG e o DMSO sio os crioprotetores mais usados na criopreservagdo de células.
O EG consiste em um alcool que ¢ obtido a partir da hidrolise do 6xido de eteno, apresenta um
baixo peso molecular (62,07 g/mol) e baixo ponto de fusdo (15,6 °C) (MARTINS; CARDOSO,
2005). Em virtude dessas caracteristicas, o EG tem sido empregado como crioprotetor intracelular
(NEWTON et al., 1998). Contudo, sua metabolizagdo resulta em subprodutos com potencial de
toxicidade alta, como o oxalato e o acido glicolico (CORLEY et al., 2005).

J& o DMSO apresenta peso molecular maior (78,00 g/mol), comparado ao EG, e sua
temperatura de congelagdo ¢ de 18,5 °C (BRAYTON, 1986). O DMSO mantém a integridade da
membrana lipidica das células e das proteinas isoladas enquanto ocorre os processos de
aquecimento e resfriamento (VILLAMIN, 2009). A sua alta toxicidade ¢ uma desvantagem, além de
dificultar o emprego, uma vez que s6 pode ser preparado quando realmente for ser usado, em
virtude da sua capacidade de absor¢do de agua do ambiente, conhecida por higroscopia (JANZ et
al., 2012).

A eficiéncia dos crioprotetores intracelulares, como o EG, DMSO e o propanodiol pode
variar de acordo com o tipo de estrutura, seja uma célula ou um tecido, a concentragdo e o tempo de
exposi¢ao usado antes da criopreservagdo, além das diferengas nas estruturas que variam entre cada

espécie de animais (FAUSTINO et al., 2010; GANDOLFTI et al., 2006).
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Em felideos silvestres, varias combinagdes de crioprotetores ja foram empregadas com
sucesso na criopreservacao de células somaticas. Em lince-ibérico, Ledén-Quinto et al. (2014)
usaram a combinag@o de 10% de DMSO com acréscimo de 35% de soro fetal bovino (SFB) e 0,2 M
de sacarose na criopreservagdo de células derivadas da pele e obtiveram resultados positivos, com
taxas de viabilidade acima de 80% apods a criopreservacao, enfatizando a eficiéncia da utilizagdo de
um dissacarideo, como a sacarose, para promover a manutengao osmoética do meio e realizar uma
protecao sinérgica com o crioprotetor intracelular, obtendo melhores resultados com seu uso em
combinagao.

Outros estudos ja relataram a utilizagdo de 10% de SFB em conjunto a 10% de DMSO para
criopreservar células derivadas da pele de diferentes felideos, como a onga-pintada, gato-do-deserto
(Felis margarita, MESTRE-CITRINOVITZ et al., 2016), gato-marmoreado (Pardofelis marmorata,
GOMEZ et al., 2008), gato-leopardo (Prionailurus bengalensis, THONGPHAKDEE et al., 2010), e
gato-da-libia (Felis silvestris libica, YIN et al., 2006) obtendo taxas de viabilidade acima de 80%
apos a descongelacao.

Nos estudos de Oliveira et al. (2021), diferentes solugdes crioprotetoras (DMSO e EG na
presenga e auséncia de 0,2 M de sacarose) usando meio basico contendo 10% SFB foram avaliadas
em fibroblastos de onga-pintada, sendo a solu¢do mais eficiente e que garantiu a qualidade celular
constituida por 10% de DMSO, crioprotetor intracelular, 10% de SFB e 0,2 M de sacarose, ambos
crioprotetores extracelulares. Nesse mesmo estudo, o grupo contendo 10% EG acrescido de 0,2 M
de sacarose obteve uma taxa maior de viabilidade celular quando comparado ao grupo contendo
somente EG.

Assim, apesar do DMSO ter tido mais eficiéncia na maioria dos estudos, o EG deve ser
testado devido a sua capacidade de protecdo depender da espécie em estudo e do tipo celular (LI et
al., 2006), tornando-se necessario avaliar e comparar os efeitos de ambos crioprotetores

intracelulares sobre a viabilidade das células de interesse.

2.3.2. Crioprotetores extracelulares

Os crioprotetores extracelulares possuem um alto peso molecular que agem estimulando a
gradacdo da osmolaridade do meio externo fazendo com que a 4gua saia do interior da célula para o
meio extracelular, reduzindo a geracdo de cristais de gelo. Os aminodcidos, as lipoproteinas e a
sacarose sao exemplos de crioprotetores extracelulares (GONZALES, 2004).

Em geral, crioprotetores extracelulares sdao as macromoléculas e agucares que tem como
fungdes a reducdo da formagdo dos cristais de gelo, facilitando a desidratacdo das células e

protegendo a membrana celular, seu alto peso molecular proporciona a ndo permeabilidade das
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células (NIEMANN, 1991). Outra fungdo importante que estas substancias possuem ¢ a interagao
com a membrana celular, que podem variar de acordo com a fun¢do da estrutura, seja célula ou
tecido, que sera criopreservada (FULLER et al., 2004), do tipo, concentragao e tempo de exposi¢ao
usado antes do processo de criopreservagdo, e das diferengas na estrutura entre cada espécie de
animais (FAUSTINO et al., 2010; GANDOLFT et al., 2006). Os crioprotetores extracelulares mais
comumente utilizados na criopreservacao celular sdo a sacarose ¢ o SFB (WHALEY et al., 2021).

Diversos estudos indicam a eficiéncia da sacarose em associacdo com crioprotetores
intracelulares para a criopreservagdo celular em felideos silvestres, conforme demonstrado por
Leoén-Quinto et al. (2011), onde foi observada que a combinagdo de 10% de DMSO com 0,1 M ou
0,2 M de sacarose foi mais eficiente em relagdo a auséncia de sacarose. Posteriormente, Ledn-
Quinto et al. (2014) observaram um efeito positivo da sacarose na viabilidade celular, devido sua
atuagdo ter promovido uma diminui¢do da pressdo osmoética por meio da desidratagdo celular,
resultando um aumento da viabilidade celular (CENTIKAYA et al., 2011).

Quanto ao SFB, este agente possui propriedades antioxidantes, antitoxicas e
antiproteoliticas, além de proteger as células contra danos mecanicos ao se ligar as proteinas da
membrana celular (CASTILHO et al., 2008). Deste modo, o SFB tem sido altamente usado sob
diferentes concentracdes em solugdes de criopreservacao de células somaticas (GUAN et al., 2010;
LEON-QUINTO et al., 2014). Alguns estudos ja comprovaram a sua eficiéncia na criopreservagio
de células em diferentes concentragdes. Liu et al. (2010) utilizaram 50% de SFB associado a 10%
de DMSO na criopreservagdo de células de tigre-iberiano (Panthera tigris tigris), € obtiveram uma
viabilidade celular superior a 90% apods a descongelacdo. Posteriormente, Moulavi et at. (2017)
usaram a mesma combinagdo crioprotetora na criopreservagao de células de chita-asiatica (Acinonyx
Jjubatus venaticus) e obtiveram 85% de viabilidade celular. Ainda, foram relatadas com sucesso
concentracdes mais baixas de SFB, como no estudo de Silva et al. (2021), onde utilizaram 10% de
SFB associado a DMSO e sacarose e como resultado alcangou 73,2% de viabilidade celular.

Esses estudos denotam a versatilidade de combinacdes e concentragdes de crioprotetores
que podem ser utilizadas com sucesso em distintos felideos, ressaltando a primordialidade de se
comparar diferentes concentragdes para obtengdo de um protocolo otimizado para a espécie em

estudo, a jaguatirica.
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3. HIPOTESES

I — A associagdo do crioprotetor intracelular EG associado aos crioprotetores extracelulares SAC +
SFB ¢ uma alternativa para a criopreservagao de células somaticas de jaguatirica, proporcionando a

manuten¢do da integridade morfoldgica e das atividades metabolicas;

IT - A adigdo de crioprotetores extracelulares (SAC + SFB) aumenta a capacidade de
criopreservacao da solugdo crioprotetora, promovendo maior conservagdo das caracteristicas das

células somaticas de jaguatirica.
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4. JUSTIFICATIVA

A jaguatirica representa um importante papel no ecossistema onde habita, sendo considerada
uma espécie-chave, ja que afeta diretamente o controle de suas presas. Nos ultimos anos, vem sendo
observado, em niveis nacionais € internacionais, uma diminuicdo da populagdo deste felideo,
especialmente por causas nao naturais, como a caga furtiva, colisdes de veiculos, e fragmentagao do
seu habitat. Por essa razdo e associado ao seu papel ecoldgico, estratégias direcionadas a
conservagdo da jaguatirica objetivam manter um equilibrio do ecossistema, proporcionando a
permanéncia constante das populagdes relativas das diferentes espécies.

Nesse cenario, a formacdo de bancos de células somaticas obtidas a partir da pele permite
ser uma alternativa a conservagdo de uma grande variedade genética usando a criopreservagdo, uma
vez que tais amostras podem ser coletadas por métodos pouco invasivos € ndo se limitam ao estagio
reprodutivo e ao sexo do individuo. Esses bancos compreendem uma interessante ferramenta, ja que
as técnicas de criopreservacdo tém tido destaque por possibilitar a conservagdo por longos periodos
e ser uma medida de emergéncia na conservagao de espécies.

Portanto, avaliar a influéncia de diferentes crioprotetores utilizados na criopreservagao de
células somaticas obtidas da pele de jaguatirica ¢ um passo importante na formagao adequada destes
bancos. Tais bancos quando eficientemente produzidos podem ser aplicados para fins

conservacionistas, visando a manutencgao da espécie para o ecossistema.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Comparar diferentes solucdes de criopreservacao de células somaticas de jaguatirica, visando

contribuir para a conservagao da espécie.

5.2 Objetivos especificos

- Avaliar os efeitos dos crioprotetores intracelulares (DMSO e EG) na presenga de crioprotetores

extracelulares (SAC + SFB) sobre a qualidade de células somaticas derivadas de jaguatirica;

- Avaliar o efeito do cultivo in vitro apds a descongelacao de células somaticas sobre a morfologia,

confluéncia e viabilidade de células somaticas derivadas de jaguatirica.
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Bioética e local de execucao

A presente proposta foi aprovada pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio, no. 71837-1). Os experimentos foram realizados no Laboratorio de

Biotecnologia Animal (LBA/UFERSA, responsavel: Profa. Dra. Alexsandra Fernandes Pereira).

6.2 Animal e desenho experimental

A jaguatirica encontrada no centro da cidade de Mossord e atendida no hospital veterinério
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido foi utilizada para a coleta dos tecidos somaticos. Para
tanto, fragmentos de pele auricular foram cultivados e as células recuperadas foram cultivadas até a
terceira passagem e, em seguida, conservadas em nitrogénio liquido contendo 10% de DMSO
+ 10% de SFB + 0,2 M de sacarose. Posteriormente, as células foram descongeladas, cultivadas e
criopreservadas de acordo com os grupos (Figura 3): i) grupo controle (células ndo submetidas a
criopreservacao), ii) 10% de EG, iii) 10% de DMSO, iv) 5% de EG + 5% de DMSO, v) 10% de EG
+ 0,2 M de sacarose, vi) 10% de DMSO + 0,2 M de sacarose ¢ vii) 5% de EG + 5% de DMSO + 0,2

M de sacarose.

COLETA DE FRAGMENTOS (@&
AURICULARES
Grupos

¢ experimentais =g Aquecimento C—=¢> Andlises

i) Controle (no
criopreservado)

Morfologia

Grupos submetidos a
criopreservacio

Viabilidade

ii) EG
iii)y DMSO 7
iv) EG + DMSO

v) EG + sacarose

Atividade
metabodlica

vi) DMSO + sacaroose
vii) EG + DMSO + sacarose

Figura 3. Coleta, processamento, avaliagdo da morfologia, viabilidade e atividade metabodlica de
células somaticas de jaguatirica submetidas a diferentes combinagdes de crioprotetores durante a

congelagdo lenta.
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Apb6s a descongelacdo, células foram submetidas as andlises quanto aos aspectos
morfoldgicos, viabilidade por azul de tripan e atividade metabdlica pelo ensaio de brometo de 3-
4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Todas as analises foram realizadas apds a

criopreservacao e a descongelagao das amostras.

6.3 Biopsia de pele

Para a coleta da pele derivada do pavilhdo auricular apical, a jaguatirica foi previamente
anestesiada com 0,08 mg/kg de cloridrato de dexmedetomidina (Dexdormitor®, Zoetis, Sao Paulo,
SP, Brasil) por via intramuscular e monitorada durante todo o procedimento (ARAUJO et al.,
2018). As amostras de pele (1-2 cm?) foram obtidas, em seguida, foram lavadas em 70% de 4lcool
e transportadas ao laboratdrio em tubos contendo meio essencial minimo modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com 10% de SFB e 2% de solu¢do de penicilina, estreptomicina e
anfoterecina B, a 4° C por um periodo de 30 min.

No laboratdrio, os fragmentos foram tricotomizados e seccionados em 9,0 mm?®. Em seguida,
sob fluxo laminar, as amostras foram submetidas as lavagens em meios de acordo com a sequéncia:
1) DMEM suplementado com 10% de SFB (denominado, DMEM+) e 10% de solucdo de penicilina,
estreptomicina e anfoterecina B (denominado, DMEM10); ii) alcool a 70% e iii) DMEM+*acrescido
de 2% de solugdo de penicilina, estreptomicina e anfoterecina B (denominado, DMEM?), conforme
Viana et al. (2022). Finalmente, foi adicionado 10% de SFB em uma placa com DMEM?2, onde os
explantes foram cultivados até a obtengdo de células sométicas (LEON-QUINTO et al., 2011), as

quais foram conservadas para uso nesta proposta.

6.4 Criopreservacio das células somaticas

As células somaticas utilizadas na criopreservacao foram distribuidas aleatoriamente para
cada grupo e criopreservadas usando a congelacdo lenta, de acordo com Mestre-Citrinovitz et al.
(2016) com modificacdes. Inicialmente, as células foram suspensas em 350 uL. de DMEM contendo
10% de SFB em criotubos. Em seguida, 350 pL de DMEM contendo DMSO ou EG foram
adicionados a suspensdo de células inicial. Para os grupos contendo sacarose, foram adicionados
300 uL. de DMEM com sacarose para atingir o volume de 1,0 mL. Para os grupos sem sacarose, 300
puL de DMEM foram adicionados para atingir o volume de 1,0 mL. Finalmente, a suspensdo de
células em criotubos foi mantida a 4 °C por 10 min e transferida para um freezer a 80 °C em Mr.
Frosty system® (Thermo Scientific Nalgene, Rochester, NY, EUA) por 12 h usando uma taxa de

resfriamento de 1 °C/min. Posteriormente, todos os criotubos foram armazenados em nitrogénio
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liquido (-196°C).
Apo6s duas semanas, para a descongelagdo das amostras, os criotubos foram mantidos por 1
min a 25 °C e imersos em banho maria a 37 °C por 4 min, de acordo com Ledn-Quinto et al. (2014).
Para a remocdo de crioprotetores, suspensdes de células derivadas de grupos contendo sacarose
foram adicionados em DMEM contendo 10% de SFB e 0,2 M de sacarose e mantidas a 4°C por 15
min, seguida de centrifugacao a 1300xg por 10 min. Subsequentemente, o sobrenadante foi
removido, o conteudo celular foi suspenso em DMEM com 10% de SFB, mantido a 25 °C por 15
min, seguida por outra centrifugagdo a 1300xg durante 10 min. Finalmente, suspensdes celulares
derivadas de grupos sem sacarose foram centrifugados duas vezes como descrito anteriormente
usando DMEM mais 10% de SFB. Depois da primeira e da segunda adicdo de meio, as células

foram mantidas a 4 °C por 15 min e 25 °C por 15 min, respectivamente.

6.5 Cultivo in vitro e avaliagoes

Apbs as células atingirem a confluéncia de 70%, foi realizado o primeiro subcultivo celular.
As passagens foram realizadas por meio do processo de tripsinizagdo. Brevemente, o meio de
cultivo das placas foi descartado, e as placas lavadas com tampao fosfato salino (PBS) e, em
seguida, 1,0 mL de solugdo de tripsina foi adicionada as placas incubadas a 38,5 °C por até¢ 7 min.
Com as cé¢lulas em suspensdo, foi adicionado 2,0 mL de meio DMEM? para inibicao da tripsina.

As células foram centrifugadas e foi realizada a contagem para determinacdo do niimero de
células por mL nas placas, para realizar a primeira passagem, conforme realizado por Leon-Quinto
et al. (2014). Apods a primeira passagem, as c€lulas foram cultivadas até a quarta passagem, para
obtencdo da concentragio de 1,0 x 10° células/mL, para entdo serem realizadas as avaliagdes

necessarias antes € apds a conservagao.

6.5.1 Avaliacio morfolégica

A avaliagdo morfologica foi realizada diariamente nas células em cultivo in vitro, onde as
placas de cultivo foram retiradas da incubadora e direcionadas a cabine de fluxo laminar, e, em
seguida, observadas em microscopio invertido (Nikon TS100, Tokyo, Japan) para a identificagdo
das células. Para a caracterizagdo morfologica, a placa inteira foi analisada e as células foram
classificadas de acordo com seus padroes de adesdo e confluéncia (VIANA et al., 2023). Os dados

obtidos foram armazenados para uma descrigdao dos aspectos morfologicos.
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6.5.2 Avaliacao da viabilidade

A andlise da viabilidade foi realizada usando a coloracdo com azul de tripan a 0,4%
realizado por Guan et al. (2010). Apds a centrifugacio para a retirada dos crioprotetores, foi retirada
uma parte com 20 pL da suspensdo celular, onde foi colocada em contato com 20 pL do corante
azul de tripan. Em seguida, essa solucao foi preenchida na cadmara de Neubauer, assim como todos
os quatro quadrantes laterais da camara foram contabilizados, atingindo uma taxa de viabilidade de
acordo com a formula: (n° de células vivas/ n° total de células contadas) * 100. Todos os

experimentos foram realizados em quadruplicata.

6.5.2. Avaliacao da atividade metabdlica

Para a avaliagcdo da atividade metabolica foi realizado o ensaio de brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl1)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT). Brevemente, 5,0 x 10* células ndo submetidas a
criopreservadas e descongeladas foram cultivadas em placas de 12 pogos em uma atmosfera imida
de 5% de COg, a 38,5 °C. Apos cinco dias, 1,0 mL da solu¢do de MTT (5 mg/mL em DMEM) foi
adicionada em cada pogo ¢ as placas foram incubadas por um periodo de 3 h a 38,5 °C.

Posteriormente, a solugdo de MTT foi removida e 1,0 mL de DMSO foi adicionado a cada
pogo como solucao de solubilizagdo do MTT. Em seguida, foi agitado manualmente em constancia
por 5 min para solubilizar os cristais de formazan. A leitura foi realizada em espectrofotometro
(Shimadzu® UV-mini-1240, Kyoto, Japan) a uma absorbancia de 595 nm. Para as células ndo
criopreservadas foram considerados os valores médios da densidade oOptica de 100% para a
comparacdo com os demais grupos. Ja os valores obtidos a partir da leitura dos grupos
experimentais foram transformados em porcentagem, por meio da divisdo pelo valor obtido com o

grupo controle (QUEIROZ-NETA et al., 2018).

6.6 Analise estatistica

Dados de quatro repetigdes foram expressos como média £+ erro padrao e analisados no
software GraphPad (Graph-Pad Software Incorporation, La Jolla, CA, EUA). Todos os resultados
foram verificados para normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e para homocedasticidade pelo
Teste de Levene. Como dados referentes ao teste azul de tripan e atividade metabdlica nao
mostraram uma distribui¢do normalmente, eles foram transformados em arco-seno. Todos os dados
foram analisados por ANOVA seguido de teste Tukey ou teste t ndo pareado. A significancia foi

definida em P < 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Avaliacao morfologica e viabilidade

Para a andlise morfoldgica, as células foram observadas diariamente no microscopio
invertido, sendo observado o tempo de crescimento, seus padrdes de adesdo e confluéncia ao
decorrer do cultivo. O grupo controle necessitou de uma média de 10 dias para o crescimento
celular, enquanto os grupos criopreservados levaram entre 15-20 dias para que as células
crescessem. O grupo controle comparado aos grupos criopreservados mantiveram um padrao de
confluéncia, variando entre 75-100%, onde as células somadticas apresentaram uma morfologia
similar a fibroblastos, mostrando aspecto fusiforme com prolongamentos citoplasmaticos (Figura
4A). Enquanto os grupos criopreservados demonstraram confluéncias de no maximo 40%; contudo,

todos os grupos tinham algumas células aderidas a placa com aparéncia de fibroblastos e

apresentaram debris celulares (Figura 4).

Figura 4. Morfologia de células somadticas de jaguatirica do grupo nao criopreservado (a), dos
grupos de células criopreservadas: com 10% de DMSO (b); 10% de DMSO + 0,2 M de SAC (c¢);
10% de EG (d); 10% de EG + 0,2 M de SAC (e); 5% de EG + 5% de DMSO (f); 5% de EG + 5%
DMSO + 0,2 M de SAC (g). Células somaticas (seta). Barra de escala 100 pm, ampliagdo 10x.

Quanto a andlise da viabilidade com azul de tripan, ndo houve diferenca entre os grupos, ou
seja, a viabilidade se manteve similar entre os grupos ap6s a descongelagdo, variando entre 53,1 +

10,4% a 85,2 + 6,1% (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo da viabilidade com azul de tripan em células somaticas de jaguatirica

criopreservadas em diferentes solucdes crioprotetoras.

7.2 Avaliacao da atividade metabolica

Quanto as taxas de atividade metabolica pelo ensaio de MTT, ndo houveram diferencas entre

os grupos quando comparados ao grupo controle (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo de diferentes solu¢des de criopreservacdao sobre a atividade metabdlica de

células somadticas derivadas de jaguatirica. Valores obtidos do MTT no D5. Barras representam erro

padrdo.
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8. DISCUSSAO

A construcdo de bancos de recursos somadticos € uma ferramenta interessante para a
conservagao do material genético de individuos, independente da idade e do sexo (PRAXEDES et
al., 2018). Nesse contexto, uma das etapas essenciais ¢ a escolha da solucao crioprotetora ideal para
a espécie em questdo, uma vez que a implementagdo de uma solucdo crioprotetora eficiente ¢ capaz
de reduzir as crioinjurias celulares, proporcionando a manutencao da morfologia, confluéncia,
viabilidade e atividade metabodlica ap6s as etapas de congelagdo e descongelagdao (OLIVEIRA et al.,
2021). Associado a isso, ¢ possivel haver um maior quantitativo de células para diferentes
finalidades, como a clonagem por transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS, MOULAVI et
al., 2017) e a geragdo de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs, VERMA et al., 2013).

No presente trabalho, durante o cultivo in vitro, as células foram avaliadas quanto &
confluéncia, onde foi acrescido 10% de SFB ao meio de cultivo, semelhante ao que foi empregado
em onga-pintada (Panthera onca, PRAXEDES et al, 2019) e em chita (Acinonyx jubatus, MORO et
al., 2015), uma vez que o SFB fornece fatores essenciais para o crescimento e manutencdo das
células (PRAXEDES et at., 2019). No estudo, o grupo ndo criopreservado necessitou de uma média
de 10 dias para o crescimento celular e atingir uma confluéncia de 100%, enquanto os grupos
criopreservados apresentaram um crescimento celular somente em 15-20 dias; contudo, a
confluéncia foi de até 40%. De acordo com Mestre-Citrinovitz et al. (2016), isso se justifica
ressaltando-se a importancia de usar células para congelacao até a quarta passagem, pelo fato de
apo6s demasiados subcultivos as células irdo ter seu nivel de crescimento diminuido, requerendo
mais tempo para alcangar a confluéncia desejada, além de sofrerem senescéncia celular. No entanto,
o presente estudo mostrou que as células de quarta passagem necessitou de mais tempo para se
dividirem, assim, possivelmente o ideal seria utilizar células somaticas de jaguatirica de até terceira
passagem. Em contrapartida, o estudo de Praxedes et al. (2019) com onga-pintada, apresentou um
padrdo de crescimento celular entre 9-10 dias. Esses dados se assemelham ao obtido por Mestre-
Citrinovitz et al. (2016), que relataram um crescimento celular entre 10-14 dias para onga-pintada.
Ainda, para outras espécies de felideos, como o tigre de Bengala (Panthera tigris tigris) e o tigre
siberiano (Panthera tigris altaica), o crescimento celular s ocorreu apds cerca de 5 a 12 dias de
cultivo in vitro (GUAN et al., 2010; LIU et at., 2010).

Ainda, as células somaticas de jaguatirica foram avaliadas quanto a morfologia, onde
apresentaram uma morfologia normal, exibindo formato fusiforme com extensdes citoplasmaticas,
além de um grande nucleo ovalado, corroborando com os aspectos encontrados nas células
somaticas derivadas de onga-pintada (OLIVEIRA et al., 2021) e onca-parda (RODRIGUES et al.,
2022). Sabendo disso, a manutencao dessas caracteristicas morfoldgicas podem estar associadas
com a combinagdo de crioprotetores intra e extracelulares, pois estes agem reduzindo a formagao de

cristais de gelo (LEON-QUINTO et al., 2014), mantendo entdo as caracteristicas morfologicas
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normais.

Quanto a avaliacao da viabilidade por azul de tripan, esta ¢ uma andlise que classifica as
células em vidveis e ndo viaveis por meio da penentracao através da membrana danificada (VIANA
et al., 2023). No presente estudo, a viabilidade se manteve similar entre os grupos criopreservados e
o grupo ndo-criopreservado (controle), variando entre 53,1 + 10,4% a 85,2 + 6,1%, corroborando
com o estudo de Oliveira et al. (2021), onde foi realizada a avaliagdao dos efeitos dos crioprotetores
intracelulares (DMSO ou EG) na auséncia ou presenca de um crioprotetor extracelular (SAC) e nao
apresentou diferencas nas taxas de viabilidade entre os grupos experimentais.

Ja no trabalho de Silva et al. (2021), foi relatado uma taxa de 73,2% de viabilidade para
fibroblastos de ong¢a-pintada (P. onca) com 10% de DMSO. Ainda, Arantes et al. (2021) avaliaram
em seu estudo o DMSO a 2,5% e 10% em fibroblastos de tigre-do-norte (Leopardus tigrinus), gato-
campeiro (Leopardus colocolo) e onga-pintada, e ndo relataram diferencas na viabilidade celular
dessas trés espécies apos a descongelagdo, obtendo 82,2-98% de células viaveis. Ainda, o estudo de
Mlodawska et al. (2022) avaliou células somaticas de gato de Pallas (Otocolobus manul) utilizando
10% de DMSO acrescido de 10% de SFB e obteve como resultado uma taxa de 80% de viabilidade,
corroborando com a taxa de viabilidade obtida para a jaguatirica. Portanto, os resultados dessa
avaliagdo mostraram que houve uma manutencdo na integridade da membrana celular das células
dos grupos criopreservados, o que ¢ um fator importante para aprimorar os protocolos de
congelagdo lenta, uma vez que as células com membranas rompidas ndo sdo viaveis para futuras
aplicacdes por estarem em apoptose inicial (PARK et al., 2017).

Apesar de ndo apresentarem diferengas entre os grupos, essa conservacdo da membrana
pode estar associada ao conjunto de agentes crioprotetores extracelulares utilizados, ja que estes tém
a capacidade de estabilizar proteinas membranares, além de reduzir os efeitos de pressao osmotica
durante a criopreservagao (SILVA et al., 2017). Ainda, a congelacdo lenta possui um importante
papel na manuten¢do da viabilidade celular, j4 que mostra melhores resultados para células
somaticas de felideos silvestres (MESTRE-CITRINOVITZ et al., 2016), como a chita-asiatica
(Acinonyx jubatus venaticus, MOULAVTI et al., 2017), gato-tigre-do-norte (Leopardus tigrinus) e
gato-campeiro (Leopardus colocolo, ARANTES et al., 2021), gato-de-pallas (Otocolobus manul
MLODAWSKA et al., 2022) e onga-parda (Puma concolor, LIRA et al., 2021).

Quanto as taxas de atividade metabolica pelo ensaio de MTT, nao houveram diferengas
entre os grupos criopreservados (variando entre 71 + 36,3% — 100 + 36,3%) quando comparados ao
grupo controle (100 + 13,4%), corroborando com o trabalho de Oliveira et al. (2021) com onga-
pintada, no qual ndo foram observadas diferencas entre o grupo ndo criopreservado (100,0 £ 1,8%)
e os criopreservados (variando entre 85,7 + 5,3% e 89,1 + 4,1%). Ainda, no estudo de Leon-

Quinto et al. (2011) foi realizada a analise de diferentes solucdes de congelacao (10% de DMSO
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+ 0,1 M ou 0,2 M de sacarose) para células isoladas das peles de lince-ibérico (Lynx pardinus) e
esses autores obtiveram uma média da atividade metabdlica pelo teste de MTT de 85%. Esse ensaio
foi desenvolvido inicialmente por Mosmann (1983) e tem por objetivo avaliar atividademetabolica de
células, para isso, ocorre a redugdo do sal de tetrazdlio por células funcionais, produzindo cristais
azuis de formazan. Entre as vantagens deste ensaio tem-se a obtencao deresultados quantitativos das
células viaveis com um rendimento relativamente alto, uma vez que ndo necessita de contagem
manual das células. Assim, qualquer aumento ou diminuicao do numero de células vidveis pode ser
detectado, mensurando a concentracao dos cristais de formazan solubilizados, refletida na densidade
optica e usando um leitor de placas ou espectrofotdometro com comprimentos de onda de 540 a 720
nm (BAl et al., 2018).

Deste modo, a capacidade crioprotetora pode ser explicada pelo uso dos crioprotetores
intracelulares EG e DMSO, uma vez que ambos possuem caracteristicas fisico-quimicas capazes de
proporcionar a protecdo da célula, como o baixo ponto de fusdo e o baixo peso molecular do EG e
a capacidade de dissolver compostos polares e ndo polares do DMSO (BHATTACHARYA et al.,
2018). Ambos crioprotetores ja foram empregados com sucesso na criopreservagdo de amostras de
diferentes felideos, como onga-pintada (SANTOS, 2021) e onca-parda (RODRIGUES et al., 2022).

Deste modo, ambos crioprotetores intracelulares empregados neste trabalho demonstraram
esse efeito positivo nas células do felideo utilizadas no presente estudo, estando em combinagao ou
ndo com a sacarose. Adicionalmente, a sacarose e o SFB sdo crioprotetores extracelulares
comumente utilizados, sao tipicamente mais pesados € possuem ligagdes covalentes com polimeros,
dimeros ou trimeros (WHALEY et al., 2021). Diversos estudos apontam a eficiéncia da sacarose
associada a crioprotetores intracelulares na criopreservacdo de células de felideos silvestres, um
desses estudos ¢ o de Silva et al. (2021) onde estes autores sugeriram que a efici€éncia em manter a
viabilidade celular de fibroblastos de onga-pintada apds a criopreservacao esta ligada a combinagao
de 10% de DMSO com 0,25 M de sacarose.

Portanto, todas as combinagdes de solugdes crioprotetoras testadas apresentaram eficacia
para a criopreservacao das células somaticas de jaguatirica, onde foi possivel manter as células com
bons indices de viabilidade e atividade metabolica, podendo possibilitar o emprego dessas células
em técnicas como a TNCS e iPSC. Assim, em felideos silvestres estas técnicas t€ém sido estudadas,
como no estudo de Verma et al. (2013), os autores examinaram a indu¢do de pluripoténcia em
culturas de fibroblastos de trés espécies de felinos geograficamente separadas: tigre de Bengala
asiatico (Panthera tigris), serval africano (Leptailurus serval) e a onga-pintada sul-americana
(Panthera onca) e obtiveram a reprogramag¢do bem-sucedida, bem como fornece uma abordagem
unica para compreender a atribui¢do da linhagem e a pluripoténcia, a iPSC podendo contribuir para
a medicina regenerativa (VERMA et al., 2013). J& quanto a TNCS, sabe-se que esta consiste em
uma técnica que possibilita impedir que os recursos genéticos dos animais sejam perdidos através

de tecnologias de conservacio ex situ (MOULAVI et al., 2017). Portanto, o uso das células de
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jaguatirica nessas técnicas seria de grande importancia para sua conservacao. Assim, os resultados

obtidos no presente estudo representam um avango para o estabelecimento de bancos de recursos
somaticos para fins de conservacdo da espécie em estudo e adicionalmente de outras espécies

filogeneticamente proximas que estejam ameagadas ou em risco de extingao.
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9. CONCLUSAO

Todas as combinagdes de solugdes crioprotetoras testadas nesse estudo (10% de EG, 10% de
DMSO, 5% de EG + 5% de DMSO, 10% de EG + 0,2 M de SAC, 10% de DMSO + 0,2 M de SAC,
5% de EG + 5% de DMSO + 0,2 M de SAC) demonstraram eficiéncia, mesmo com a redugao da
concentracdo dos crioprotetores intracelulares (EG e DMSO) na presenca ou ndo da sacarose
acrescido de 10% de SFB. Sendo as solug¢des de 10% de DMSO ou 10% de EG mais eficientes ¢
comumento utilizadas em outras espécies de felideos, podendo ser solugdes padrdoes para a
criopreservacao de células somaticas de jaguatirica. Dessa forma, as informagdes denotadas por este
estudo buscam contribuir para a conservacdo da jaguatirica e possibilitam a utilizagdo da mesma
como um modelo experimental para espécies filogeneticamente proximas que se encontrem em
situacdo de perigo a extingdo. Além disso, foi o primeiro trabalho a avaliar a melhor combinacdo de
substancias crioprotetoras intra e extracelulares na congelacdo lenta de células somaticas de
jaguatirica. Ainda, essas informa¢des podem ser utilizadas para futuras aplicagdes em
biotecnologias reprodutivas, principalmente contribuindo para o aprimoramento de técnicas como a

tranferéncia nuclear de células somaticas e a indugdo de celulas a pluripoténcia.
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