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CARACTERIZACAO HISTOLOGICA E VITRIFICACAO DE TECIDO SOMATICO
DE CATETOS (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

BORGES, Alana Azevedo. CARACTERIZACAO HISTOLOGICA E VITRIFICACAO DE
TECIDO SOMATICO DE CATETOS (Pecari tajacu Linnaeus, 1758). 2016. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia Animal: Morfofisiologia e Biotecnologia Animal) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord, RN, 2016.

RESUMO: A criopreservagdo de tecido somatico de catetos representa uma etapa
interessante na obtengdo e conservagdo de células para a transferéncia nuclear (clonagem).
Nesse sentido, protocolos de vitrificagdo tecidual necessitam ser otimizados para garantir a
maxima preservacao das caracteristicas viaveis das células. Portanto, os objetivos do presente
trabalho foram caracterizar histologicamente o sistema tegumentar da regido auricular
periférica (Etapa 1) e avaliar diferentes crioprotetores na vitrificagdo em superficie solida de
tecido somaético de catetos (Etapa 2). Para tanto, fragmentos auriculares (9,0 mm?) foram
recuperados de dezesseis animais oriundos do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres
(CEMAS/UFERSA). Na primeira etapa, amostras teciduais foram avaliadas quanto a
caracterizacdo das camadas, seus componentes ¢ atividade proliferativa. Para a segunda etapa,
fragmentos teciduais foram criopreservados por vitrificagdo em superficie sélida em meio
essencial minimo modificado por Dulbecco suplementado com 10% de soro fetal bovino e
diferentes crioprotetores e concentragdes [dimetilsulfoxido (DMSO; 3,0 M), etilenoglicol
(EG; 3,0 M) e associagdo DMSO/EG (1,5 M; 1,5 M) na auséncia e presenca de sacarose (0,25
M)]. Apo6s duas semanas, fragmentos aquecidos e ndo criopreservados (controle) foram
analisados usando técnicas histologicas. Assim, para ambas as etapas, amostras teciduais
foram avaliadas usando colora¢des hematoxilina-eosina e tricomico de Gomori, quantificagao
de regides argirofilicas organizadoras nucleolares (AgNORs) e viabilidade pelo ensaio de
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazdlio). Ainda, na primeira etapa,
fragmentos foram analisados por microscopia eletronica de transmissdo. Assim, na primeira
etapa, tamanhos de 104,2 pm e 222,6 pm foram observados para epiderme e derme, com uma
proporc¢ao volumétrica de 36,6% e 58,7%, respectivamente. Além disso, na epiderme, foram
evidenciadas as camadas basal (22,5 um), intermediarias (53,5 um) e cérnea (28,2 um), com
valores médios de 65,3 de células epidermais, 43,4 melanocitos e 14,8 de halos perinucleares.
J& a derme apresentou 127 fibroblastos com 2,5 AgNORs por nucléolo. Adicionalmente, a
atividade metabdlica foi de 0,243. Na segunda etapa, a combinacao de 3,0 M de EG com
sacarose foi adequada em manter as caracteristicas teciduais normais quando comparado com
os fragmentos ndo vitrificados, especialmente para a propor¢ao volumétrica da epiderme (61,2
vs. 58,7) e derme (34,5 vs. 36,6), nimero de fibroblastos (90,3 vs. 127,0) e razdo de AgNOR
(0,09 vs. 0,17), respectivamente. Em conclusdo, o sistema tegumentar auricular periférico de
catetos possuiu algumas variagdes em relacdo a outros mamiferos, quanto ao nimero de
camadas e espessura da epiderme, quantidade de células epidermais, melandcitos e
parametros proliferativos. Além disso, 3,0 M de EG com 0,25 M de sacarose resultaram na
melhor composi¢ao de crioprotetores na vitrificagao de tecido somatico de catetos.

Palavras-chave: animais silvestres, tecido somético, crioprotetor.



HISTOLOGICAL CHARACTERIZATION AND VITRIFICATION OF SOMATIC
TISSUE DERIVED FROM COLLARED PECCARIES (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

BORGES, Alana Azevedo. HISTOLOGICAL CHARACTERIZATION AND
VITRIFICATION OF SOMATIC TISSUE DERIVED FROM COLLARED PECCARIES
(Pecari tajacu Linnaeus, 1758). 2016. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal:
Morfofisiologia ¢ Biotecnologia Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6, RN, 2016.

ABSTRACT: The cryopreservation of somatic tissue derived from collared peccaries
represents an interesting step in the obtainment and conservation of cells for nuclear transfer
(cloning). In this sense, tissue vitrification protocols need to be optimized to ensure maximum
preservation of viable cell characteristics. Therefore, the aims of this study were to
characterize histologically the peripheral auricular integumentary system (Stage 1) and
evaluate different cryoprotectants in the solid-surface vitrification of somatic tissue of
collared peccaries (Stage 2). Thun, ear fragments (9.0 mm?®) were collected of sixteen animals
derived from the Multiplication Center of Wild Animals (CEMAS/UFERSA). In the first
stage, tissue samples were evaluated for the characterization of layers, its components and
proliferative activity. For the second stage, tissue fragments were cryopreserved by solid-
surface vitrification using Dulbecco modified minimum essential medium supplemented with
10% fetal bovine serum and different cryoprotectants and concentrations [dimethylsulfoxide
(DMSO, 3.0 M), ethylene glycol (EG; 3.0 M) and association DMSO/EG (1.5 M; 1.5 M) in
the absence and presence of sucrose (0.25M)]. After two weeks, warmed and non-vitrified
(control) fragments were analyzed using histological techniques. Thus, for both steps, tissue
samples were evaluated using hematoxylin-eosin and Gomori Trichrome, quantification of
regions argyrophilic nucleolar organizer (AgNORs) and viability by MTT assay (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Also, in the first stage, fragments
were analyzed by transmission electronic microscopy. Thus, in the first stage, sizes of 104.2
um and 222.6 um were observed in the epidermis and dermis, with a volumetric ratio of
36.6% and 58.7%, respectively. Moreover, in the epidermis were evidenced the basal layer
(22.5 pm), intermediate (53.5 pm) and cornea (28.2 um), with mean values of 65.3 epithelial
cells, 43.4 melanocytes and 14.8 perinuclear halos. Already the dermis has 127 fibroblasts
with 2.5 AgNORs by nucleolus. Additionally, the metabolic activity was 0.243. In the second
stage, the 3.0 M EG with sucrose was able to maintain normal tissue characteristics compared
with non-vitrified (control), especially for the volumetric ratio of epidermis (61.2 vs. 58.7)
and dermis (34.5 vs. 36.6), number of fibroblast (90.3 vs. 127.0), and AgNOR ratio (0.09 vs.
0.17), respectively. In conclusion, the peripheral auricular integumentary system derived from
collared peccaries possessed some variations compared to other mammals, as the number of
layers and thickness of the epidermis, number of epithelial cells, melanocytes and
proliferative parameters. Moreover, 3.0 M EG with 0.25 M sucrose resulted in a better
cryoprotectant composition in the vitritification for somatic tissue of collared peccaries.

Keywords: wild animals, somatic tissue, cryoprotectant.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Os catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) também conhecidos como caititu ou porco-
do-mato sdo pertencente a familia Tayassuidae, da ordem Artiodactyla, da subordem
Suiformes e da superfamilia Suoidea (DESBIEZ et al., 2012). Em geral, possuem alta
adaptagdo a cativeiros e interessantes economicamente pela apreciacdo da sua carne e couro
(BODMER et al., 1990). Além disso, a criacdo comercial de animais silvestres ¢ uma
alternativa para produtores rurais de forma sustentdvel, possibilitando o aproveitamento de
areas e igualmente configurando-se como uma ferramenta ecologica de conservagdo desses
individuos (SANTOS et al., 2009). Em relagdo ao seu interesse cientifico, esta espécie pode
ser utilizada como modelo experimental por estar filogeneticamente préximo de animais
vulneravel, Tayassu pecari Link, 1795, ou em risco de extin¢do, Catagonus wagneri Rusconi,
1930. Por essas razdes, a importancia da preservacgao da espécie € proposta, sendo interessante
o emprego de estratégias de conservacao para a manutencao do ecossistema global (SOUZA
et al., 2012) e a otimizacao do manejo de criacao (SILVA et al., 2012).

Dentre as estratégias de conservacao a serem aplicada, a formag¢ao de bancos genéticos
¢ considerada uma interessante alternativa ex situ, visando o armazenamento de recursos
genéticos, uma vez que a conservagdo in sifu exige a preservacao de um habitat inteiro,
tornando-se menos exequivel (HOLT et al., 1996). Além disso, a formagao de um banco de
germoplasma pode ser realizada através de diferentes fontes como a conservagdo de gametas,
embrides, tecidos, células somaticas ou DNA (ANDRABI & MAWXELL, 2007).

Uma competente técnica para a conservacao genética requer a criopreservagdo de um
numero inicial elevado de amostras vidveis oriundas do genotipo do animal de interesse
(LEON-QUINTO et al., 2009). Nesse contexto, o estabelecimento de bancos de fragmentos
de tecido somatico para a obtenc¢do de células tem sido indicado como uma abordagem pratica
para a preservacio das espécies (CAAMANO et al., 2008, LEON-QUINTO et al., 2009). Esta
técnica associada a transferéncia nuclear de células somaticas (clonagem) possibilita a
preservacao das espécies com maior diversidade genética. Nesse argumento, protocolos de
criopreservacao de tecidos poderiam melhorar a eficiéncia da conservagao de catetos.

Quanto a técnica de criopreservagao tecidual, tem sido demostrado que a vitrificacdo ¢
o método promissor € com maior eficiéncia, apresentando algumas vantagens quando

comparada a congelacdo lenta, como sua brusca mudanca de temperatura que evita a
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formagao de cristais de gelo, diminuindo os danos no tecido (SILVESTRE et al., 2004).
Assim, para otimizar a vitrificacdo, diferentes métodos da técnica ja foram estudados, sendo a
vitrificagdo em superficie solida uma interessante proposta (LUNARDI et al., 2012). Esse
sistema consiste na sobreposicdo do fragmento em uma superficie metalica parcialmente
submersa em nitrogénio liquido, ocasionando um rapido resfriamento da amostra, para em
seguida ser armazenada em criotubos. Tal procedimento em tecido ovariano confirmou-se
como um sistema alta exequibilidade e baixo custo (CARVALHO et al., 2011). Em catetos,
BORGES et al. (2015a,b) compararam o potencial de conservacao deste método com a
vitrificagdo convencional em tecidos auriculares e verificaram resultados satisfatérios da
vitrificacdo em superficie sélida quanto aos parametros resultantes da histologia cldssica e
cultivo in vitro.

Contudo, ainda alguns fatores podem influenciar na eficiéncia da vitrificagdo em
superficie s6lida, como as concentracdes e tipos de crioprotetores (CARVALHO et al., 2011).
Desta forma, o equilibrio entre o tipo de crioprotetor escolhido dentro de suas varidveis [em
combinacdo ou sozinho, intracelular adicionado de extracelular e a combinacao ideal das
concentracdes] torna-se um procedimento interessante. Dentre os crioprotetores intracelulares
frequentemente utilizados tem-se o dimetilsuféxido (DMSO) e o etilenoglicol (EG) em
combina¢do ou ndo com agentes extracelulares como dissacarideos e proteinas (KIM et al.,
2011). A escolha dos crioprotetores ¢ determinante para o sucesso da criopreservacao,
proporcionando uma maior viabilidade do tecido e o aumento na obtencao de células vidveis.
Neste sentido, andlises realizadas pds-aquecimento em comparacdo com tecidos nao
criopreservados pode fornecer informagdes se o processo de criopreservacdo empregado e os
requerimentos para este foram satisfatorios para a manutengdo das atividades celulares.

Além disso, o esclarecimento dos diferentes componentes da pele da regido auricular
poderia favorecer o uso de agentes crioprotetores especificos tanto na criopreservacao quanto
no cultivo in vitro desses tecidos (SANTOS et al., 2016), uma vez que componentes da pele
diferem em sua capacidade de transporte (GRABAU et al., 1995). Adicionalmente, pesquisas
voltadas para identificacdo do tecido tegumentar poderiam proporcionar um conhecimento
sobre a morfofisiologia desta espécie e daquelas filogeneticamente proximas.

Portanto, o presente trabalho objetivou caracterizar o sistema tegumentar auricular
periférico, visando com esse conhecimento aprimorar os protocolos de conservacao tecidual e
avaliar por analises histologicas diferentes crioprotetores na vitrificacdo em superficie solida

de tecido somatico de catetos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Importancia da criopreservacio de amostras somaticas em mamiferos silvestres

O estabelecimento de criobancos somadticos tem sido indicado como uma ferramenta
apropriada para a preservacdo de espécies, sendo uma alternativa interessante para a
conservagdo da biodiversidade animal. Além disso, em associagdo com a transferéncia nuclear
de células somadticas (TNCS, clonagem) permite o resgate de individuos ameagados de
extingao (LOI et al., 2001; KIM et al., 2007) ou extintos (FOLCH et al., 2009).

Esses trés trabalhos acima citados claramente evidenciam a importincia da
conservagdo de amostras somaticas. Em 2001, Loi et al. obtiveram uma cria normal apds os
procedimentos de TNCS usando citoplastos (oocitos enucleados) derivados de ovinos
domésticos e carioplastos (células somaticas doadoras de nucleo) do Ovis orientalis musimon.
Ja em 2007, Kim et al. produziram dois individuos clones Canis lupus também utilizando
citoplastos domésticos e carioplastos somadticos, indicando a clonagem como uma técnica
apropriada na conservagao de espécies em vias de extingdo. Finalmente, em 2009, Folch et al.
produziram o primeiro clone de uma subespécie extinta, a Capra pyrenaica pyrenaica. Assim,
embora a TNCS ainda possua uma baixa eficiéncia (PEREIRA & FREITAS, 2009), ¢ cada
vez mais evidente seu papel promissor na conservagao e reprodu¢do animal.

Em geral, a criopreservagdo de amostras somaticas permite ndo somente evitar a perca
total da biodiversidade de individuos que morreram antes do estidgio reprodutivo, mas
também envolve estudos relacionados a fisiologia basica, genética, toxicologia entre outros
(LEON-QUINTO et al., 2009; 2011). Ainda, o interesse pela formagdo de bancos somaticos
ndo se restringe apenas a conservagdo da biodiversidade, mas também o manejo de criagdo
visando fins econdmicos (ARAT et al., 2011).

Além disso, inumeras razdes justificam o emprego de amostras somaticas,
especialmente no que ser refere a possibilidade de uma representacio maxima da
biodiversidade, uma vez que permite a colheita em um nimero maior de individuos e a nao
dependéncia da idade ou sexo (ANDRABI & MAXWELL, 2007; LEON-QUINTO et al.,
2014). Um exemplo interessante que evidencia uma representacdo maxima dessa
biodiversidade pdde ser observado em 2009 com o estabelecimento de varios criobancos
visando a reproducdo e conservacao do lince ibérico (Lynux pardinus), um dos felinos

ameacados de extingdo (LEON-QUINTO et al., 2009). Nesse trabalho, os autores obtiveram
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amostras somaticas de 69 diferentes individuos, enquanto apenas sete machos e seis fémeas
tiveram seu material testicular e ovariano recuperado, respectivamente.

Finalmente, amostras somaticas podem abranger tanto células quanto tecidos. Embora
varios trabalhos ja tenham demostrado a criopreservacao de células somaticas (SONG et al.,
2007; PEREIRA et al., 2013), ¢ sabido que em algumas regides onde o sistema de cultivo in
vitro ndo esteja bem estabelecido ou a area de colheita da amostragem seja distante do
laboratorio, a utilizacdo de fragmentos teciduais criopreservados poderia ser a metodologia
proposta (SILVESTRE et al., 2004).

A criopreservacdo de fragmentos teciduais foi realizada inicialmente pelo método de
congelagdo lenta que ja demonstrava sucesso na criopreservacdo de células somaticas
(revisado por LEWIS et al., 2016). Nesse estudo, a congelagdo lenta foi aplicada em
fragmentos teciduais, partindo do principio que um mililitro de tecido possuia em média 1
milhdo de células. Nesse contexto, fazia-se necessario uma criopreservacao mais efetiva que a
congelacdo lenta para conservar tecidos maiores que 3,0 mm? (LEWIS et al., 2016). Diante
dessa necessidade, surgia-se a vitrifica¢ao tecidual somatica (KULESHOVA et al., 2007).

Em 2008, Caamafio et al. compararam a eficiéncia da congelacdo lenta e da
vitrificagdo em tecido somatico derivado da pele de urso-pardo (Ursus arctos). Os autores
observaram que fragmentos teciduais poderiam ser criopreservados por ambos os métodos e
longos periodos e a viabilidade das células recuperadas mantidas apds cultivo in vitro. Ainda
nesse estudo, os autores demonstraram que os fragmentos oriundos da vitrificagdo atingiam a
confluéncia em mais dias quando comparados aqueles fragmentos congelados (19,2 vs. 11,2
dias), necessitando assim de mais refinamentos nos protocolos de vitrificagdio em tecido
somatico, uma vez que esse método envolvia sistemas mais simples de execucao,
promovendo a redugao de custos.

Em 2011, Cetinkaya & Arat compararam a eficiéncia da congelacdo lenta e
vitrificagdo em tecido cartilaginoso bovino e demonstraram que a vitrificacdo seria o método
mais indicado na conservacdo desses tecidos, podendo ser aplicado na formacdo de
criobancos e as células recuperadas na técnica de TNCS. Contudo, alguns pontos criticos
ainda necessitam ser elucidados quanto a formacao de cristais de gelo, toxicidade osmotica
dos crioprotetores e um aquecimento uniforme e rapido (LEWIS et al., 2016). Portanto, o
estabelecimento de criobancos tanto em animais domésticos quanto silvestres ainda exige o

desenvolvimento de protocolos apropriados (CETINKAYA & ARAT, 2011).
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2.2. Fontes somaticas para a criopreservacio tecidual em mamiferos silvestres

A habilidade de conservar as fung¢des e viabilidade do tecido ex vivo ¢ o principal
desafio da conservacdo. Nesse sentido, as técnicas de conservacdo de tecidos somaticos
devem atender principalmente a trés importantes principios: preservar a funcionalidade e
integridade das células constituintes do tecido, permitir o armazenamento prolongado da
amostra ¢ em condi¢des de dificil acesso ser de facil realizacao (TOVAR et al., 2008).

Para atender todos esses principios, além dos critérios dos procedimentos de
criopreservacao, a busca por fontes de tecidos somaticos mais exequiveis tem sido proposta,
especialmente em se tratando de mamiferos silvestres onde a contengdo dos animais ¢
dificultosa (SANTOS et al., 2015). Nesse contexto, embora existam diferentes fontes de
tecido somatico, fragmentos derivados da pele ainda s3o os mais empregados (CAAMANO et
al., 2008; TOVAR et al., 2008; LEON-QUINTO et al., 2014).

Em mamiferos silvestres, diferentes fontes de tecidos somaticos podem ser obtidas
visando a conservacao tecidual, como tecido adiposo (ALMEIDA et al., 2014), tecido
muscular e cartilaginoso (CAPUTCU et al., 2013), tecido 6sseo (BERG et al., 2007) e tecidos
epitelial e conjuntivo propriamente dito (LEON-QUINTO et al., 2009). O interesse por varias
fontes teciduais parte, principalmente, da possibilidade de uso dos tipos celulares como célula
doadora de nucleo na TNCS (ARAT et al., 2011). Nesse sentido, amostras derivadas da pele
sdo bastante empregadas para a conservacdo tecidual, visando além da formagdo de
criobancos, a reproducao por TNCS e estudos de pluripotencialidade (Quadro 1).

Em se tratando da colheita da pele (Figura 1), a periferia da orelha ¢ bastante
empregada em virtude de sua facil obtencdo, onde a retirada dos fragmentos pode ocorrer
muitas vezes do proprio procedimento de manejo de identificagdo dos animais (SANTOS et
al., 2016). Além disso, quanto ao tamanho do tecido coletado este pode ser variavel,
principalmente para atender a técnica de vitrificacdo que neste tecido sera empregado, bem
como a quantidade do tecido possivel de ser coletado. Assim, o tamanho do tecido utilizado ¢
entre 1,0 mm (SAINI et al., 2015) até 8,0 mm (CAAMANO et al., 2008).

Em geral, fragmentos da pele podem ser obtidos por bidopsia de animais vivos
(BORGES et al., 2015a,) e/ou durante a necropsia (OH et al., 2008). Nesta Gltima situacao, a
informagdo sobre a causa e o tempo post-mortem ¢ importante para 0s proximos
procedimentos. Além disso, diferentes solu¢des foram descritas para a colheita de tecidos,
como a solugdo tampao fosfato em espécies nativas do Chile (TOVAR et al., 2008) ou meio

de cultivo suplementado utilizado para P. tajacu (BORGES et al., 2015a,b).
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Quadro 1. Diferentes fontes de tecidos somaticos visando a conservagdo e reproducdo em alguns mamiferos silvestres.

Espécie Fonte Principal finalidade Autores
Ailuropoda melanoleuca Mucosa bucal Obtencao de células progenitoras PRESCOTT et al. (2015)
Bubalus arnee Pele TNCS interespécie PRIYA et al. (2014)

Pele TNCS interespécie SAINI et al. (2015)
Canis lupus Pele TNCS interespécie OH et al. (2008)
Cervus elaphus Peridsteo TNCS BERG et al. (2007)
Felis silvestris lybica Pele TNCS interespécie GOMEZ et al. (2003)
Lynx pardinus Pele Formacao de criobanco LEON-QUINTO et al. (2009)
Mandrillus leucophaeus Pele Inducao a pluripoténcia BEM-NUN et al. (2011)
Mustela putorius furos Fetal TNCS LI et al. (2003)
Naemorhedus caudatus Pele Analise do ciclo celular HASHEM et al. (2006)
Panthera tigris Pele Estabelecimento de linhagem GUAN et al. (2010)
Panthera tigres altaica Pele Estabelecimento de linhagem SONG et al. (2007)
Panthera uncia Pele Inducao a pluripoténcia VERMA et al. (2012)
Ursus arctos Pele Formacao de criobanco CAAMANO et al. (2008)
Pecari tajacu Pele Formacao de criobanco BORGES et al. (2015a,b)
Dasyprocta leporina Pele Formacao de criobanco COSTA etal. (2015)
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Figura 1. Bidpsias de pele em catetos. (A) Catetos jovens e adultos mantidos no Centro de
Multiplicagao de Animais Silvestres (CEMAS/ UFERSA). (B) Captura de cateto jovem com
puca. (C) Imobilizagdo do cateto para identificagdo. (D) Identificacdo de catetos jovens por
mossa. (E) Fragmentos de pele da regido auricular obtido ap6s identificacdo por mossa. (F)

Fragmentos de pele armazenados para transporte em meio de cultivo.

2.3. Processamento e vitrificacao dos fragmentos somaticos em mamiferos silvestres

O processamento de fragmentos teciduais visa a preservagdo méaxima dos constituintes
celulares e estruturais do tecido para que este possa ter a maxima conservagdo. Durante este
processamento, dois fatores sao importantes: a fonte tecidual e os requerimentos nutricionais

do meio a ser empregado (SANTOS et al., 2015). Em geral, o meio de processamento devera
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atender as necessidades do tecido visando manter a maxima viabilidade (CAAMANO et al.,
2008) e os mesmos meios utilizados na colheita podem ser utilizados.

No lince-ibérico (LEON-QUINTO et al., 2009; 2011; 2014), os autores coletaram e
processaram tecido somatico de individuos jovens, adultos e fetos em meio essencial minimo
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com tampao HEPES, antibidticos e
antifingicos usando fragmentos de tamanhos variaveis, de acordo com o sistema de manejo
aplicado. J& em goral (Naemorhedus caudatus), fragmentos da pele foram processados em
solucdo tampdo fosfato acrescido de antibidticos (HASHEM et al.,, 2006) e em bufalo
selvagem (Bubalus arnee) usando solugdo tampao fosfato modificado por Dulbecco (DPBS)
com antibioticos (SAINI et al., 2015).

O tamanho do fragmento apds a colheita e antes da criopreservacao também ¢ variavel
e depende da disponibilidade do tecido (TOVAR et al., 2008) e o tipo de vitrificacao e
materiais empregados (BORGES et al., 2015a,b). Normalmente, fragmentos medindo cerca de
1,0 mm® ou acima podem ser empregados (SONG et al., 2007). Em P. tajacu (BORGES et
al., 2015a,b) e D. leporina (COSTA et al.,, 2015), por exemplo, as amostras foram
fragmentadas de acordo com o protocolo de vitrificagio em 9,0 mm?® (3 x 3 x 1 mm).

Em geral, a vitrificacdo requer condigdes que levem a parada/redu¢do méxima de
todas as atividades bioldgicas e quimicas por periodos prolongados de armazenamento sem
afetar a longevidade celular (JOMHA et al., 2002; 2012). Para atingir o estado vitreo ¢
interessante a combinacao de trés fatores basicos: altas taxas de resfriamento, alta viscosidade
do meio de criopreservagdo ¢ um volume minimo de crioprotetores (SARAGUSTY &
ARAYV, 2011). Desta maneira, evita-se a formac¢do de cristais de gelo intracelulares que
causam danos irreversiveis, preservando o material desejado sem injurias e apto a retomar
suas fungdes metabodlicas apds o aquecimento.

Alguns trabalhos conservando tecido somatico ja foram utilizados em mamiferos
silvestres. Caamafio et al. (2008) utilizaram a vitrificacdo convencional usando criotubos para
criopreservacdo de fragmentos somaticos da pele de urso-pardo. Neste protocolo, fragmentos
foram inicialmente incubadas em DMEM contendo 20% de DMSO, 20% de EG e soro fetal
bovino (SFB) a 20% e colocadas em criotubos. As amostras foram equilibradas durante 10
min a temperatura ambiente, mergulhadas e armazenadas em nitrogénio liquido. O
aquecimento foi conduzido a 38°C por 2 min, seguindo da remog¢ao do meio e acréscimo de

meio de cultivo.
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Em P. tajacu (BORGES et al., 2015a,b) e D. leporina (COSTA et al., 2015), a
vitrificagdo convencional e por superficie solida ja foram empregadas. Nesses estudos, foram
demonstradas que ambas as técnicas de vitrificagdo preservaram as caracteristicas viaveis dos
fragmentos vitrificados, avaliados por histologia classica e cultivo in vitro. O método de
vitrificacdo em superficie solida consistiu na exposi¢do dos fragmentos em meio DMEM
suplementado com 20% de DMSO, 20% de EG, 0,25 M de sacarose ¢ 10% de SFB por 5 min.
Posteriormente, o excesso de crioprotetores foi removido e as amostras depositadas em uma
superficie de metal cubico parcialmente colocado em nitrogénio liquido. Ao final, amostras
foram transferidas para criotubos e armazenadas em nitrogénio liquido. Para o aquecimento,
os criotubos foram expostos a 37°C por 1 mim e o meio de vitrifica¢do retirado por lavagens
sucessivas em concentragdes decrescentes de sacarose.

Assim, Borges et al. (2015 a,b) através destes estudos que compararam os métodos de
vitrificagdo, concluiram que a vitrificagdo em superficie soélida proporcionou melhores
respostas em termos de manutengdo das caracteristicas histologicas e viabilidade das células
em cultivo para o tecido somadtico de catetos. Contudo, apesar do conhecimento do melhor
método de vitrificagdo, ainda ¢ necessario o estabelecimento de crioprotetores adequados no
procedimento, que pode ser melhor elucidado a partir do conhecimento estrutural do tecido
tegumentar da espécie.

Além disso, a viabilidade do tecido pos-aquecimento ¢ realizada usualmente pela
analise histologica da amostra (COMIZZOLI et al., 2012). A avaliagdo histologica
proporciona um requisito basico para o conhecimento das estruturas (PAULA et al., 2002)
que foram afetadas ou mantidas normais durante procedimentos de criopreservagao,
possibilitando a visualizagdo do tecido como um todo, como na analise dos seus constituintes,

epiderme e derme (BORGES et al., 2015a,b).

2.4. Crioprotetores empregados na vitrificaciao tecidual

A diversidade e a densidade de células presente no tecido afeta a tolerancia osmotica e
térmica do mesmo (KARLSSON & TONER, 1996). Além disso, a interagcdo entre as células e
a matriz celular ¢ outro ponto que deve ser observado durante a criopreservacao, que por esta
complexidade de fatores se torna mais complicado de permear e equilibrar os crioprotetores
(GIWA et al., 2014). Desta forma, tem sido discutido alternativas em torno do crioprotetor
ideal para a criopreservacao de uma determinada amostra, considerando as variedades do tipo

de tecido e espécie que implicam em modificagdes que requerem um crioprotetor mais
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adequado (LEWIS et al., 2016). Essa busca por solugdes de vitrificagdo que causem o minimo
efeito citotoxico € recorrente em diversos trabalhos de vitrificagdo de tecido, com conclusdes
diferenciadas para cada tipo de tecido e crioprotetores (DA-CROCE et al., 2012; CAPUTCU
etal., 2013).

Neste contexto, algumas consideracdes devem ser analisadas para a escolha do
crioprotetor a fim de garantir o sucesso na vitrificagdo. Um dos pontos ¢ o grau de toxicidade
que crioprotetor oferece ao tecido. Este parametro esta relacionado tanto ao seu potencial de
difusdo no fragmento tecidual, como na diminuicdo rapida da temperatura, bem como a
concentracdo de crioprotetor utilizada, uma vez que quanto maior a concentracdo do
crioprotetor maior a toxicidade. Farooque et al. (2009) indicaram que o efeito citotoxico pode
ser amenizado pelo tempo que o crioprotetor serd exposto ao tecido e a temperatura de
exposicao. Contudo, esta toxicidade também podera ser bastante influenciada pelo tamanho
do tecido, o método de criopreservagdo e o tempo de exposicdo dos crioprotetores (AMORIM
et al.,, 2011). Todos esses fatores sdo determinantes para que a acdo do crioprotetor tenha
efeito em todo o tecido, em especial a escolha ideal da concentragdo utilizada e combinagao
do agente crioprotetor (ABAZZARI et al., 2013). Ainda, a suscetibilidade a toxicidade ira
variar de acordo também com o tecido e até mesmo de célula para célula (WUSTEMAN et
al., 2004).

Desta forma, a eficiéncia da vitrificagdo pode estar relacionada a essa capacidade
permeavel da membrana para a saida da agua e difusdo dos crioprotetores, como também a
tolerancia osmética que o tecido terd ao processo, a concentracao utilizada desses agentes sem
provocar toxicidade, e a resisténcia da amostra as temperaturas de congelagdo e aquecimento,
em que a criosensibilidade pode variar de acordo com a espécie (COMIZZOLI et al., 2012).
Dentre os crioprotetores estdo os intracelulares e extracelulares, em que comumente sao
utilizados em combinacao a fim de diminuir a toxicidade (CARVALHO et al., 2013). Apesar
da combinagdo de crioprotetores apresentar resultados satisfatorios no alcance do estado
vitreo (WEISS et al., 2010; BORGES et al., 2015), analisar individualmente a a¢do de cada
crioprotetor pode ser uma informacao interessante para conhecer a eficiéncia da vitrificagao
de tecido auricular, especialmente aqueles largamente conhecidos, como DMSO, EG e
sacarose.

O DMSO possui uma boa capacidade de permeabilizar a membrana celular, devido ao
seu baixo peso molecular e hidrofilicidade. Seu mecanismo para evitar a formagao de cristais

de gelo consiste na formacao de ligacdes de hidrogénio, possuindo afinidade pela 4gua e entdo
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ele assume a fun¢do de desnaturar a membrana (ARAKAWA et al., 1990). A integridade da
membrana ao ser lesionada por cristais de gelo ou excesso de soluto presente na célula pode
causar a morte da mesma por apoptose ou necrose (CETINKAYA et al., 2014). Ja o EG
possui o mecanismo de exercer uma for¢a coesiva na agua e possuir um efeito
desestabilizante na solug¢do de criopreservacdo (ARAKAWA et al., 1990). Finalmente, a
sacarose tem sido utilizada para que a turgidez excessiva e choque osmético sejam evitados,
sendo um crioprotetor ndo permeavel, estabilizando as membranas celulares durante a
congelacdo, através do aumento da tensao superficial (CROWE et al., 1988).

Quanto a aplicagdo destes crioprotetores, Borges et al. (2009) obtiveram resultados
mais favordveis para criopreservagdo de tecido ovariano suino com a combinacdo dos
crioprotetores DMSO e EG na presenga de sacarose. Amorim et al. (2011) testando diferentes
composig¢des de solucao de vitrificagcao concluiram que a vitrificagao usando uma combinagao
de EG, dissacarideo e uma fonte proteica mostrou melhores resultados que as demais solucgdes
testadas em tecido ovariano humano. Adicionalmente, na criopreservagdo de tecido
pancreatico murino, o EG mostrou uma menor toxicidade que o DMSO (SAKONIJU et al.,
1996).

Ainda, seguindo com o objetivo de fixar as melhores condi¢des para a criopreservagao
e formagdo do criobancos de tecido somatico do lince ibérico, Leon-Quinto et al. (2011)
testaram diferentes concentragdes de crioprotetores (5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15% de
DMSO) em combinag¢ao com duas concentragdes de sacarose (0,1 M e 0,2 M) e verificaram
que a melhor combinacdo para a criopreservacao de tecido somatico seria o DMSO a 10%
com 0,2 M de sacarose. O sucesso da adicdo da sacarose pode ser atribuido ao controle do
estresse osmotico que age como um crioprotetor extracelular, aumentando a desidratacio e
preservando a integridade das membranas celulares (ZHANG et al., 2009).

Caputcu et al. (2013) para a vitrificacdo de tecido somatico utilizaram a solugdo
constituida por EG, DMSO e SFB, sendo a adi¢do do soro justificada pelo seu papel no
controle da pressdo osmotica, provavelmente por conter a albumina em sua composi¢cao
(MARCO-JIMENEZ et al., 2006; JOMHA et al., 2012). Contudo, apesar da protecio que os
crioprotetores oferecem para as células, existe o risco de danos em células, especialmente
quando é usado em concentragdes bastante elevadas (LEON-QUINTO et al., 2011), uma vez
que essas concentracdes podem diminuir a for¢a idnica e reduzir o encolhimento celular e

extravasamento de eletrdlitos (PRAUS et al., 1980).
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Finalmente, o equilibrio entre o tipo de crioprotetor escolhido dentro de suas variaveis:
em combinacdo ou sozinho, intracelular adicionado de extracelular, e a combinacao ideal das
concentracdes para que nao oferecam danos ao tecido sdo fatores determinantes para o

sucesso da criopreservacao tecidual.
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3. JUSTIFICATIVA

A vitrificagdo de tecido somatico consiste numa ferramenta que pode ser aplicada com
sucesso na preservagao da biodiversidade. Essa abordagem de conservagdo possui varias
vantagens, como a possibilidade de obter uma maior amostragem, facilidade na colheita das
amostras, ndo se limitar a um grupo de animais e possuir um baixo custo quando comparado a
congelacdo lenta. Todas essas caracteristicas tornam a vitrificagdo de tecido somatico uma
proposta de relevante interesse, especialmente para catetos, animais silvestres de alta
relevancia cientifica, ecologica e economica.

Nesse sentido, para atingir uma eficiente vitrificacdo do tecido somatico ¢ necessario o
conhecimento dos aspectos morfologicos € componentes celulares do material que se pretende
criopreservar, bem como o esclarecimento dos protocolos de criopreservagao a serem
aplicados. Em rela¢do ao método de criopreservagao, a vitrificagdo em superficie solida tem
demonstrado aspectos interessantes para ser aplicada em tecido somatico. Nesse aspecto, 0s
parametros que influenciam a eficiéncia da vitrificagdo devem ser abordados, como o tipo de
crioprotetor e a sua concentragdo. Em diferentes processos de vitrificacdo, o DMSO e/ou EG
em associagdo com sacarose ¢ adicionado de SFB tem sido uma composicdo que fornece
resultados satisfatorios. Contudo, a fim de melhorar a viabilidade do tecido para posterior
obten¢do de células somaticas, concentragdes e combina¢des mais adequadas poderiam ser
definidas.

Finalmente, a analise de alguns requerimentos para a criopreservacao de células
somaticas oriundas de tecido auricular de catetos permitird definir um protocolo mais
adequado para a posterior recuperacdo de células somdticas, bem como auxiliar na

conservagao do material genético da espécie pela conservagao de tecidos e células somaticas.
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4. HIPOTESES CIENTIFICAS

I — O sistema tegumentar da regido auricular periférica de catetos apresenta caracteristicas

estruturais que o diferenciam de algumas espécies mamiferas.

IT — A combinagdo de crioprotetores intracelulares (DMSO a 1,5 M e EG a 1,5 M) ¢ adequada
para a criopreservagao de tecido somatico auricular de catetos, proporcionando a manutengao

da viabilidade do tecido.
III — A adi¢do de crioprotetor extracelular (sacarose) aumenta a capacidade de

criopreservacdo da solug¢do de vitrificacdo, promovendo a preservacao das caracteristicas

normais do tecido somatico auricular de catetos.

31



O 00 N o U b~ W N

N N N N N NN R B B R R R R R opRp R,
O 1A W N B O O 00 N O U1 B W N L O

N
~N

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar histologicamente o sistema tegumentar da regido auricular periférica e avaliar

diferentes crioprotetores na vitrificagdo em superficie solida de tecido somatico de catetos.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o sistema tegumentar auricular de catetos, visando com esse conhecimento

aprimorar os protocolos de conservacao tecidual.
- Avaliar o efeito da adicdo do crioprotetor extracelular (sacarose) em combinagdo com

agentes crioprotetores intracelulares em diferentes concentragdes (dimetilsulféxido e/ou

etilenoglicol) na vitrificagao em superficie sélida de tecido somatico de catetos;
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO HISTOLOGICA DO SISTEMA
TEGUMENTAR AURICULAR DE CATETO (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)
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Titulo: Histological characterization of collared peccary (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) ear

integumentary system.
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Caracterizacdo histomorfologica do sistema tegumentar auricular de cateto (Pecari

tajacu Linnaeus, 1758)

[Histomorphological characterization of collared peccary (Pecari tajacu Linnaeus, 1758) ear

integumentary system]

RESUMO

A criopreservagao de tecido somatico derivado da pele de catetos consiste numa alternativa
para a conservacgao da biodiversidade através da associagdo com a transferéncia nuclear. Neste
contexto, a manipulacdo de tecidos da pele ¢ uma etapa crucial para o sucesso desta
biotécnica. Portanto, o objetivo foi caracterizar o sistema tegumentar auricular periférico de
catetos, visando aprimorar a conservacao tecidual. Para tanto, fragmentos auriculares de oito
animais foram avaliados quanto as camadas teciduais, componentes, atividade proliferativa e
viabilidade metabodlica, usando as colora¢des hematoxilina-eosina e tricrdmico de Gomori,
quantificagdo de AgNORs e microscopia eletronica de transmissdo. Assim, tamanhos de
104,2 um e 222,6 um foram observados para epiderme e derme, com uma propor¢ao
volumétrica de 36,6% e 58,7%, respectivamente. Além disso, na epiderme, foram
evidenciadas as camadas basal (22,5 um), intermedidrias (53,5 um) e cornea (28,2 um), com
valores médios de 65,3 células epidermais, 43,4 melandcitos e 14,8 halos perinucleares. Ja a
derme apresentou 127 fibroblastos com 2,5 AgNORs/nucléolo. Adicionalmente, a atividade
metabolica foi de 0,243. Em conclusdo, o sistema tegumentar auricular periférico de catetos
possuiu algumas marcantes variagdes em relacdo a outros mamiferos, quanto ao nimero de
camadas e espessura da epiderme, quantidade de células epidermais, melandcitos e
parametros proliferativos.

Palavras-chave: animais silvestres, avaliacdo histoldgica, quantificagdo celular.

ABSTRACT

The cryopreservation of somatic tissue derived from skin of collared peccaries is an
alternative for biodiversity conservation through association with the nuclear transfer. In this
context, tissue manipulation of skin is a critical step for the success of this biotechnique.
Therefore, the aim was to characterize the peripheral ear integumentary system derived from
collared peccaries, directing to improve tissue conservation. Thus, ear fragments of eight

animals were evaluated for tissue layers, components, proliferative activity and metabolic
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viability, using hematoxylin-eosin and Gomori Trichrome, AgNORs quantification and
transmission electronic microscopy. Hence, sizes of 104.2 um and 222.6 um were observed in
the epidermis and dermis, with a volumetric ratio of 36.6% and 58.7%, respectively.
Moreover, in the epidermis were evidenced the basal layer (22.5 um), intermediate (53.5 um)
and cornea (28.2 um), with mean values of 65.3 epidermal cells, 43.4 melanocytes and 14.8
perinuclear halos. Already the dermis has 127 fibroblasts with 2.5 AgNORs/nucleolus.
Additionally, the metabolic activity was 0.243. In conclusion, the peripheral ear
integumentary system derived from collared peccaries possessed some important variations
compared to other mammals, as the number of layers and thickness of the epidermis, number
of epidermal cells, melanocytes and proliferative parameters.

Keywords: wild animals, histological evaluation, cell quantification.

INTRODUCAO

O cateto (P. tajacu), pertencente a familia Tayassuidae, subordem Suiformes, ordem
Aritodactyla (Groves e Grubb, 1993), ¢ uma espécie com comprimento de 84—106 cm, altura
de 30-50 cm e peso de 18-30 kg (Desbiez et al., 2009). Em geral, os animais possuem
pelagem castanho-cinza com uma faixa branca no pescoco, uma glandula préxima a cauda e
sdo considerados bons dispersores de sementes (Morales et al., 2015). Também como
representantes da familia Tayassuidae, tem-se o queixada (7ayassu pecari) e o tagua
(Catagonus wagneri), os quais, ao contrario dos catetos, se encontram em niveis
populacionais decrescentes (IUCN, 2016).

Além disso, a familia Tayassuidae estd relacionada com a Suidae, uma vez que pertencem a
mesma ordem (Bosma et al., 2004), resultando esta proximidade entre as espécies em um
maior interesse pelos catetos, uma vez que a pele de suinos ¢ a mais comumente utilizada
como modelo na medicina regenerativa humana (Morimoto ef al., 2015). Adicionalmente, os
catetos podem ser empregados como modelo experimental (Argdlo-Neto et al., 2016) para
espécies da mesma familia com niveis populacionais reduzidos. Ainda, os catetos em virtude
da apreciagdo de sua carne e couro podem ser empregados na criacdo comercial pela produgao
e renda de produtores rurais, especialmente em regides que nao possuem condigdes de
suportar as necessidades domésticas (Santos et al., 2009).

Assim, dentre as estratégias de conservagao desta espécie, a criopreservacdo de germoplasma
pela preservagao de tecido somatico derivado da pele consiste numa alternativa interessante,

uma vez que permite uma maior facilidade na obtencdo e uma ampla amostragem por
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populacao (Ledn-Quinto et al., 2009). Além disso, tecidos somdticos criopreservados sdo
fontes importantes de células doadoras de ntcleo para a transferéncia nuclear ou clonagem.
Contudo, ha poucas informagdes sobre as caracteristicas do sistema tegumentar auricular de
catetos, o que dificulta o estabelecimento de protocolos de manipulagdo e criopreservagao de
maneira objetiva. O esclarecimento dos diferentes componentes da pele da regido auricular
poderia favorecer o uso de agentes especificos tanto na criopreservacdo quanto no cultivo in
vitro desses tecidos (Santos et al., 2016), uma vez que componentes da pele diferem em sua
capacidade de transporte (Grabau et al., 1995). Adicionalmente, pesquisas voltadas para
identificagdo do tecido tegumentar poderiam proporcionar um conhecimento sobre a
morfofisiologia desta espécie e daquelas filogeneticamente proximas.

Portanto, o presente trabalho objetivou descrever o sistema tegumentar da regido auricular

periférica de catetos, usando técnicas histoldgicas e ultraestruturais.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos usados no presente estudo foram aprovados pelo Comité de Etica de
Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA, no.
23091.001072/2015-92), em conformidade com o Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio, no. 48633-1). Para tanto, um total de oito animais (3—6 meses),
entre machos e fémeas, provenientes do Centro de Multiplicagio de Animais Silvestres
(CEMAS/UFERSA, no. IBAMA 1478912) foi usado. As amostras de pele da regido auricular
periférica foram recuperadas de maneira asséptica, de acordo com o sistema de manejo de
identificacdo dos individuos e fragmentos (9,0 mm?) foram submetidos as diferentes analises.
Assim, para a histologia classica e quantificacdo de regides argirofilicas organizadoras
nucleorares (AgNORs), fragmentos foram fixados em 4% de paraformaldeido, seccionados
em 5,0 um, corados com hematoxilina-eosina (HE), tricrdmico de Gomori ou marcados com
AgNOR e visualizados usando microscopia de luz (Leica DM500, Leica Microsystems,
Alemanha) com camara acoplada (Leica ICC50 HD, Leica Microsystems, Alemanha) para a
obtenc¢do das imagens. Para a avaliacdo da HE, 20 campos aleatérios (magnitude 40%) foram
selecionados em cada ldmina e analisados usando o software Image J (US National Institutes
of Health, EUA) para a quantificacdo das células, halos perinucleares e propor¢ao volumétrica
da epiderme e derme, segundo a férmula abaixo de Sharpe ef al. (1989):

Proporcao volumétrica = somatério de sobreposicao da estrutura aos pontos * 100/total de

pontos contados

44



O 00 N o v b~ W N R

w W W N N N N N NN N N NN R R RR R, R, R, R R
N P, O OW 00 N O U B W N P O O 0 N OO 0 B W N +—» O

J& para a avaliagdo do Tricromico de Gomori, imagens foram obtidas quanto a identificacao
de fibras coldgenas e fibroblastos. Para a andlise da atividade proliferativa, foram
contabilizados 100 nucleos (magnitude 100%) em Ildminas da marcacdo de AgNORs e
avaliados conforme Yang et al. (2013).

Para a microscopia eletronica de transmissdo, fragmentos foram fixados em glutaraldeido
2,5% diluido em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,3), pos-fixados em tetroxido de dsmio 2% e
contrastados com acetato de uranila sob camara escura. Na desidrata¢do, foram realizados
banhos crescentes de etanol, 6xido de propileno, 6xido de propileno-resina Spurr e somente
resina. Apos a inclusdo e polimerizacdo da resina, os blocos foram seccionados em 60 nm,
contrastados com acetato de uranila 2% e em citrato de chumbo 0,5% para posterior
visualizagao em microscopia (EM-94S2, Carl Zeiss, Alemanha).

Para a avaliacao metabolica, fragmentos teciduais foram analisados pelo método calorimétrico
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetraz6lio (MTT), de acordo com Boekema et
al. (2015). Brevemente, amostras foram incubadas em meio essencial minimo por 30 min a
37°C e, posteriormente, em solugdo de MTT (2 mg/mL) por 3 h a 37°C. Os cristais formados
ap6s a incubagdo foram dissolvidos em dimetilsulfoxido e, em seguida, mensuragdes foram
realizadas usando uma absorbancia de 595 nm. Finalmente, os dados foram apresentados

como média + desvio padrao e avaliados descritivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Inicialmente, a pele da regido auricular periférica de catetos apresentou uma estrutura
histologica semelhante ao padrdo de mamiferos (Junqueira e Carneiro, 2013) quanto a divisao
em duas camadas, epiderme e derme (Fig. 1A) com diferencas celulares e estruturais
visualizadas entre as mesmas, evidenciando suas origens embrionarias distintas, ectodérmica
e mesodérmica, respectivamente. Além disso, a epiderme e a derme apresentaram uma
proporg¢ao volumétrica de 36,6% e 58,7%, respectivamente. Numa classificagdo apresentada
por Grabau et al. (1995) para mamiferos como suinos, murinos e primatas, a epiderme pode
ser dividida em epiderme vidvel que contém células nucleadas (camada granular, espinhosa e
basal) e a ndo vidvel que consiste de uma camada ndo nucleada queratinizada (camada
cornea). Em catetos, a denominac¢do vidvel foi identificada pelas camadas basal e
intermediarias (Fig. 1B), as quais foram caracterizadas como mitogénicas. Ja a epiderme nao

vidvel de catetos foi identificada como sendo a camada cornea (Fig. 1B), a qual possuia uma
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forte queratinizagdo. Todas essas caracteristicas observadas na epiderme foram similares aos
demais mamiferos (Grabau et al., 1995).

Diferencas quanto ao numero de camadas da epiderme podem ser evidenciadas em
mamiferos. Em catetos, apenas trés camadas foram visiveis na epiderme basal (22,5 pum),
intermediarias (53,5 um) e coérnea (28,2 um), apresentando um tamanho total de 104,2 um
(Fig. 2) e com tecido epitelial estratificado pavimentoso queratinizado. Similaridade dessa
divisdo de camadas da epiderme também foi descrita em cervideos (Axis axis, Nagaraju et al.,
2012). Em mamiferos em geral as camadas da epiderme podem ser divididas em cornea,
lucida, granulosa, espinhosa e basal (Junqueira e Carneiro, 2013) e este padrao também pode
ser observado em suinos (Jacobi er al., 2005). Adicionalmente, Grabau et al. (1995)
apresentaram o tamanho total da epiderme de alguns mamiferos e observaram camundongos
(Mus musculus) com 46,7 um, ratos (Rattus norvegicus) com 86,0 um, cobaias (Cavia
porcellus) com 115,4 um, suinos (Sus domesticus) com 79,5 um e macacos (Macaca mulata)
com 35,7 um. Em suinos Yucatan, a epiderme foi mensurada em 84,0 pum, num valor menor
ao observado na epiderme de catetos (104,2 um). Contudo, variagdes dessa espessura também
sdo esperadas em racas da mesma espécie (Eggleston et al., 2000) e talvez em outras ragas
suinas, os valores sejam mais similares aos catetos.

Além disso, a camada cornea apresentou células pavimentosas caracteristicas dessa camada ja
evidenciada em diferentes espécies (Doran et al., 1980). J4 como camadas intermedidrias
foram consideradas a granulosa e a espinhosa, as quais foram de dificil distingdo, conforme
também observado em pacas (Cuniculus paca) por Isola et al. (2013) e em suinos por Turner
etal. (2014).

Ainda, o sistema tegumentar auricular periférico de catetos apresentou algumas peculiaridades
quando comparadas aos demais mamiferos, especialmente quanto ao nuimero de células
presentes e os parametros proliferativos quantificados por AgNOR. Especificamente quanto a
camada basal (Fig. 1B), a mesma apresentou células cubicas com nucleos esféricos e forte
coloracdo em virtude da alta quantidade de melanina. A quantidade de melandcitos
evidenciada na camada basal foi de 43,4 (Tab. 1) e a alta producdo de melanina ja era
esperada em virtude da coloracdo escura que os catetos possuem. Para suinos Yorkshire, a
quantidade média de melandcitos € de 615 (Navarro et al., 2001).

Independente das camadas teciduais, variagdes nas camadas de células epidermais dentro das
camadas basal, intermediarias e cornea puderam ser observadas. Adicionalmente, foram

evidenciadas quatro camadas de células epidermais nos catetos, diferindo de pacas que
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possuiram seis camadas (Isola et al., 2013), cervideos com trés camadas e bovinos com cinco
camadas (Nagaraju et al., 2012), mas similar aos suinos (Monteiro-Riviere et al., 1990) e
caprinos (Nagaraju et al., 2012).

Quanto a derme, a mesma apresentou um tamanho de 222,6 um com os seguintes apéndices
cutaneos: arteriolas e capilares sanguineos (Fig. 1A), fibras colagenas (Fig. 1C), foliculo
piloso observado na papila dérmica e glandula sebacea localizada abaixo do foliculo (Fig.
1E). Essa localizacdao da glandula sebicea se assemelhou a identificada em cervideos
(Nagaraju et al., 2012), pacas (Isola et al., 2013) e suinos (Vardaxis et al., 1997). Na
coloracdo com Tricromico de Gomori, foram observadas fibras colagenas de espessura
aparentemente homogénea. J4 por microscopia eletronica de transmissdo, foi possivel
observar cada fibrila formada por bandas claras e escuras, delimitadas por estriagdes
transversais, possuindo espago entre elas e constituido de matriz extracelular (Fig. 1D).

Além disso, a derme de catetos apresentou um alto perfil proliferativo evidenciado pela
quantificagdo de AgNORs (Tab. 2). Especificamente, as regides organizadoras de nucléolo
(NORs) sao unidades estruturais e funcionais do nucléolo, nas quais estao localizadas as
proteinas necessarias para a sintese de RNA ribossomal e, por isso, que a quantificacao de
AgNORs evidencia a atividade transcricional e proliferacdo celular (Mondal et al., 2015).
Nesse sentido, a avaliacdo dos padroes de AgNORSs para um epitélio saudavel e sem nenhum
tratamento, permitird em catetos a padronizacdo para futuras andlises. O numero de AgNORs
em catetos (2,48 com area de 1,15 um, Tab. 2) foi similar ao evidenciado em epitélio humano
(Jaafari-Ashkavandi e Fatemi, 2013), no qual esses autores obtiveram um numero de 2,38
AgNORs numa area de 1,36 um. Para suinos, o nimero de AgNORs foi de 1,22 e a area foi
de 4,39 um (Leong e Gilham, 1989; Preziosi et al., 2000). Adicionalmente, os valores
relacionados a area do AgNOR foram de acordo com a biogénese do ribossoma (Derenzini,
2000).

A atividade metabolica pelo ensaio de MTT permitiu inferir um padrdo de 0,243 para a pele
ndo submetida a nenhum tratamento nos catetos avaliados. Esta informa¢ao podera ser ttil em
outras analises para quantificacdo de resposta metabdlica apds o processo de criopreservagao.
Além disso, o numero de halos perinucleares evidenciados no tecido ndo submetido a
criopreservacao foi de 14,8 = 10,1 (0-56). Esses halos sdo estruturas que sinalizam o inicio da
apoptose e sdo formados quando o ntcleo ¢ separado do citoplasma (Boekema et al., 2015), o
que caracteriza um parametro também interessante na analise de um protocolo de conservagao

tecidual.
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CONCLUSAO
O presente estudo caracterizou-se como o primeiro trabalho de descricdo da estrutura
histoldgica do sistema tegumentar da regido auricular periférica de catetos. Apesar de algumas
similaridades, hd parametros que variam marcadamente entre as espécies mamiferas e os
catetos, especialmente quanto ao nimero de camadas e espessura da epiderme, quantidade de
células epidermais, melanocitos e atividade proliferativa. O conhecimento obtido permitira o
direcionamento de protocolos de conservacao de tecido somatico da pele, visando a clonagem
nesta espécie e daquelas filogeneticamente proximas, bem como oferecera informagdes sobre

o desenvolvimento e comportamento deste tecido.
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Tabela 1. Valores médios de diferentes células da epiderme derivada da regido auricular de

catetos (P. tajacu) usando a coloracao de hematoxilina-eosina.

Parametros Média + desvio padrao Variacao
Células epidermais 65,3 £ 18,3 14 -193

Melanocitos 43,4+ 164 10 -94

Fibroblastos 127,0 £ 41,1 54 -275
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Tabela 2. Avaliagdo da atividade proliferativa na derme da regido auricular de catetos (P.

tajacu) usando a quantificacdo de AgNORs.

Quantificacio de AgNOR (média + desvio padrao)

Numero Area (um)
AgNORs AgNORs/nucleo AgNORs Nucleo AgNOR/ nucleo
2,48 £0,95 0,02 0,01 1,15+0,60 14,47 £ 6,09 0,14+ 0,44
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Figura 1. Fotomicrografias da pele de catetos (P. tajacu). A: Cutis corada com HE. Epiderme
(E), derme papilar (D), arteriola (A), capilares sanguineos (C); B: Corte perpendicular de pele
corado com HE. Camada cornea (CC), camadas intermedidrias (CI), camada basal (CB),
fibroblastos presentes na derme (seta), halos perinucleares (tridngulo), (CE) cristas epiteliais,
(PD) papilas dérmicas; C: Pele corada com tricromico de Gomori. Fibras coldgenas (*); D:
Micrografia eletronica de transmissdo de fibras coldgenas em cortes transversais e
longitudinais; E: Estrutura do foliculo piloso (FP) e glandula sebacea (GS); F: Quantificagao

de AgNORs. Pontos marcados do nucléolo (seta).
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Figura 2. Mensuragdo dos tamanhos das camadas da pele e da epiderme da regido auricular

de catetos (P. tajacu) usando coloragao de hematoxilina-eosina.
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CAPITULO 3 - COMBINACAO DE ETILENOGLICOL COM SACAROSE
AUMENTA A TAXA DE SOBREVIVENCIA APOS VITRIFICACAO DE TECIDO
SOMATICO DE CATETOS (Pecari tajacu LINNAEUS, 1758)
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Titulo: Combination of ethylene glicol with sucrose increases survival rate after vitrification
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Abstract

The cryopreservation of somatic tissue in collared peccary promotes an alternative source of
genetic material of this specie. The solid-surface vitrification (SSV) is a great option for
preserving tissue; nevertheless, the optimization of SSV requirements is necessary, especially
when referred to cryoprotectants that will compose the vitrification solution. Therefore, the
aim was to evaluate the effect of the presence of 0.25 M sucrose in addition to different
combinations (only or association) and concentrations (1.5 M or 3.0 M) of ethylene glycol
(EG) and/or dimethyl sulfoxide (DMSO) in the somatic tissue vitrification of collared
peccaries. Subsequently, we tested six combinations of cryoprotectants with or without
sucrose in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) plus 10% fetal bovine serum. Thus,
the 3.0 M EG with sucrose was able to maintain normal tissue characteristics compared with
non-vitrified (control), especially for the volumetric ratio of epidermis (61.2 vs. 58.7) and
dermis (34.5 vs. 36.6), number of fibroblast (90.3 vs. 127.0), and argyrophilic nucleolar
organizer region (AgNOR) ratio (0.09 vs. 0.17), respectively. In conclusion, 3.0 M EG with
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0.25 M sucrose resulted in a better cryoprotectant composition in the SSV for somatic tissue

of collared peccaries.

Keywords: cryobanking, permeable cryoprotectant, non-permeable cryoprotectant

1. Introduction

The conservation of somatic tissue of collared peccaries is an alternative tool in the
biodiversity maintenance and can be applied aiming your use in the reproductive
biotechnologies both for the preservation and the breeding management. The sampling of
animals for the cryopreservation is a procedure that can be used for the transportation and
storage after collection of the genetic material, maintaining high quality of the tissues and
being applied for different purposes (Wong et al., 2012), as the formation of biological
resource banks (Ledn-Quinto et al., 2014) and use in somatic cell nuclear transfer (Folch et
al., 2009).

In particular, the collared peccary can be used as an experimental model for
phylogenetic proximity to white-lipped peccary (Tayassu peccary Link, 1795) that according
to International Union for Conservation of Nature (2016) was listed as vulnerable, having few
specimens of this population. Thus, the obtaining of samples of collared peccary, classified as
a species least concern and greater accessibility, could be proposed. Additionally, in some
situations, the somatic tissue is the only sample of genetic material which possible to collect,
to cryopreserve, and notably skin fragments are easy to access (Singh and Ma, 2014).

In general, the cryopreservation is a strategy for genetic conservation of animals,
domestic or wild, (Benkeddache et al., 2012) and vitrification strategies are superior to
conventional cryopreservation by freezing (Brockbank et al., 2010). In the vitrification, the
solution is rapidly cooled and transformed into a glassy, vitrified state, not by ice
crystallization, but because of extreme elevation in viscosity during cooling (Amorim et al.,
2011). The choice of the vitrification is due to the shorter time consumed to perform the
technique; it is more economical and easy to be performed in any laboratory (Ting et al.,
2013). For optimum conditions, a small volume of the vitrification solution that is in contact
with the tissue cryopreserved is required. Thus, the solid-surface vitrification (SSV) provides
the use of a small amount of a cryoprotectant consisting of direct exposure of the tissue to a

pre-cooled solid surface (Carvalho et al., 2011). In previous study, we demonstrated that the
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SSV was more able to preserve somatic tissue of collared peccary than conventional
vitrification (Borges et al., 2015).

Although cell cryopreservation methodologies are applied to tissues, an adaptation of
protocols is necessary in order to adjust the requirements of the tissue (Zieger et al., 1996) due
to the complexity of many cell types causing water permeability variation in different tissue
types (Gandolfi et al., 2006). Therefore, there is the need for development of species-specific
protocols of cryopreservation (Agca et al., 2005). The vitrification protocols may improve by
varying the composition and concentration of cryoprotectants, which will prevent the rate of
formation of ice crystals. Thus, it is necessary to study the effects of different cryoprotectants
in somatic tissue of collared peccaries, since the vitrification protocol for somatic tissue of
this species is not well established.

Several requirements are specific to different components in the cryopreservation
medium; being among these specifications the action mechanism of cryoprotectants that may
be intracellular (permeable) or extracellular (non-permeable) (Da-Croce et al., 2013). The
permeable cryoprotectants as ethylene glycol (EG) and dimethyl sulfoxide (DMSO) are small
molecules that enter the cell and bind with water molecules, limiting the amount of
intracellular and extracellular water which protect intracellular organelles (Prentice and
Anzar, 2010). Moreover, the permeable cryoprotectants are used in combination with non-
permeable cryoprotectants and they are divided in groups: disaccharides (sucrose) and
proteins (fetal serum bovine, FBS). These non-permeable cryoprotectants cause cellular
dehydration because they do not penetrate the membranes and collaborate for increased
osmolality (Sieme et al., 2016). Based on this information, this study aimed to evaluate the
effect of the presence of the non-permeable cryoprotectant (sucrose) with different
combinations and concentrations of permeable cryoprotectants (EG and/or DMSO) on the

somatic tissue vitrification of collared peccaries.

2. Materials and methods
The reagents, media, and solutions were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

USA), Gibco-BRL (Carlsbad, CA, USA), and Labimpex (Sao Paulo, SP, Brazil).

2.1. Animal ethics and care
The study protocol was approved by the Animal Ethics Committee (CEUA/UFERSA;
no. 23091.001072/2015-92) and the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation
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(ICMBio; no. 48633-2). Eight animals (3—6 months) obtained from the Centre for Wild
Animals Multiplication (CEMAS/UFERSA, no. 1478912) were used.

2.2. SKkin biopsy and experimental design

Initially, in the management of systems of the peccaries, their identification is
recorded by ear sections and these fragments (1-2 cm?) were recovered for the experiment.
This, skin tissues were transported to the laboratory in Dulbecco modified Eagle medium
(DMEM) of 2.2 g/L sodium bicarbonate and 2% antibiotic—antimycotic solution at 37°C for
30 min. At the laboratory, the tissue fragments were washed in 70% ethanol and DMEM.
Subsequently, 28 fragments derived from each animal were distributed equally into seven
groups among non-vitrified (control) and vitrification solutions, which resulted in four
fragments per group of each animal that were divided equally for in histological analysis and
viability assay. Each fragment represented a repetition.

Somatic tissues were cryopreserved using vitrification solution proposed by Borges et
al. (2009), Lunardi et al. (2012) and Santos et al. (2007) with some modifications. Thus,
DMEM composed of 2.2 g/L sodium bicarbonate and 10% FBS (DMEM") was supplemented
with sucrose, EG, and/or DMSO to produce the following six vitrification solutions (VS): EG
(DMEM" + 3.0 M EG), EG-SUC (DMEM" + 3.0 M EG + 0.25 M sucrose), DMSO (DMEM"*
+ 3.0 M DMSO), DMSO-SUC (DMEM" + 3.0 M DMSO + 0.25 M sucrose), EG-DMSO
(DMEM" + 1.5 M EG + 1.5 M DMSO), and EG-DMSO-SUC (DMEM"+ 1.5 M EG + 1.5 M
DMSO + 0.25 M sucrose). After 2 weeks, fragments were warmed and evaluated by integrity

analysis, as described in the following.

2.3. Vitrification and warming

Fragments were dissected into dimensions of 9.0 mm?® and randomly allocated for each
group. Somatic tissues were cryopreserved by SSV according to Borges et al. (2015) and
Carvalho et al. (2011) for collared peccary somatic and caprine ovarian tissues, respectively.
Briefly, four fragments were exposed to 1.8 mL VS for 5 min, tissues were then dried. Thus,
the fragments were individually placed on a cubic metal surface partially in liquid nitrogen
(LN>), transferred to cryovials, and stored in LN,. Posteriorly, the cryovials were maintained
for 1 min at room temperature and immersed in a water bath at 37°C for 30 sec. For removal
of cryoprotectants, all fragments were washed three times for 5 min in DMEM" with sucrose

at 0.50 M, 0.25 M, and no sucrose, in order to reduce the osmotic shock.
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2.4. Morphometric analysis

Samples were fixed in 4% paraformaldehyde and processed for embedding in paraffin.
Sections of 5.0 um thickness were stained with hematoxylin-eosin and Gomori Trichrome
dyes. The histological analysis and morphometry were analyzed using the Imagel software
(US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) and calculated as the following: the
volumetric ratio of the epidermis and dermis, calculated by: [(number of overlapping structure
(dermis or epidermis) to points/total tissue points) x 100] (Mota et al. 2014); and quantified

the number of fibroblast and perinuclear halos.

2.5. AgNOR and quantification

The histochemical staining of argyrophilic nucleolar organizer region (AgNOR) in the
slides was performed in silver solution prepared in 1 part of 2% gelatin in 1% aqueous formic
acid and 2 parts of 50% aqueous silver nitrate solution and the slides were exposed in a dark
room for 30 min. Subsequently, the slides were washed in 5% thiosulfate solution for 10 min
(Jaafari-Ashkavandi and Fatemi, 2013). For analyses of each slide (animal/group), AgNOR
dots were counted in 100 fibroblasts by ImageJ software in 1000x magnification. The
quantification of AgNOR was performed as: AgNOR area/cell, AgNOR number/cell, nucleus
area, and AgNOR ratio (AgNOR area/cell divided by the nucleus area) in accordance to Yang
et al. (2013).

2.6. Viability assay

Tissue samples were pre-incubated in DMEM™ for 30 min (37 °C, 95% O, 5% CO»)
to allow the cells to adapt to new conditions. Afterward, the samples were incubated in MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay 2 mg/mL for 3 h
(Boekema et al., 2015). Next, the samples were dissolved by DMSO and measured at 595 nm.
The mean values of non-vitrified fragments were considered 100% as compared to the other

groups.

2.7. Statistical analyses

Data of eight animals were expressed as mean + standard deviation (one animal/one
repetition) and analyzed using the GraphPad Prisma 6.0 software (Graph-Pad Software
Incorporation; La Jolla, CA, USA) to a significance of P < 0.05. All values were verified for
normality by the Shapiro—Wilk test and homoscedasticity by Levene’s test. Subsequently,
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when necessary, an arcsine transformation was performed for percentage data. The data of
morphometric analysis by volumetric ratio and viability assay were analyzed by ANOVA
(multiple comparisons) followed by Tukey test. Already the results of AgNOR quantification
and fibroblast and perinuclear halo numbers were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunn

(multiple comparisons) tests.

3. Results

Morphological features in non-vitrified somatic tissue (control) or after vitrification
using six different solutions are shown in Fig. 1. For the volumetric ratio of epidermis and
dermis (Fig. 2), the vitrified fragments in solutions composed of EG without (EG: epidermis:
34.0 = 9.2%; dermis: 58.9 + 9.3%) and with sucrose (EG-SUC: epidermis: 34.5 + 9.0%;
dermis: 61.2 = 9.1%) and DMSO without sucrose (DMSO: epidermis: 33.8 + 8.7%; dermis:
61.6 = 9.2%) were similar (P > 0.05) to control (epidermis: 36.6 £ 10.5%; dermis: 58.7 £
10.7%). The other groups DMSO with sucrose (DMSO-SUC: epidermis: 32.1 + 9.8%;
dermis: 62.5 + 9.8%) and EG-DMSO without (EG-DMSO: epidermis: 33.4 + 10.0%; dermis:
62.9 £ 9.6%) and with sucrose (EG-DMSO-SUC: epidermis: 32.7 £ 9.2%; dermis: 62.3 +
8.7%) differed from the non-vitrified group (P < 0.05).

Likewise, none of the vitrified fragments in different solutions were able to maintain
the number of fibroblasts similar to non-vitrified fragments (Table 1). Additionally, tissues
vitrified in solution composed of EG with and without sucrose, DMSO with sucrose and EG-
DMSO without sucrose were those that presented a greater number of fibroblasts. In relation
to the number of perinuclear halos (Table 1), vitrified fragments with EG-DMSO-SUC
presented least apoptotic characteristics of epidermal cells when compared to other groups (P
< 0.05); however, this group did not maintain fibroblast number. Additionally, EG-SUC,
DMSO-SUC and EG-DMSO groups showed a good number of fibroblasts and a reduced
amount of perinuclear halos.

For the number of AgNOR number/cell, only the vitrified fragments with EG-DMSO-
SUC were similar to the control (Table 2). The higher values of the core area were in the
groups of combination of cryoprotectants either in the absence or presence of sucrose (EG-
DMSO and EG-DMSO-SUC). Regarding the AgNOR rate, EG group was the only which
differed from control. Through the metabolic viability assay, all groups were similar to the

control (Fig. 3, P > 0.05) denoting a cell turgidity. For AgNOR ratio, only the EG group
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differed from the control; however, the EG-SUC showed a great result which highlights the

benefit of sucrose addition.

4. Discussion

The results indicated that the best combination of cryoprotectants was 0.25 M sucrose
with 3.0 M EG and 10% FBS for the SSV of the somatic tissue derived from collared
peccaries. This vitrification solution was more able for most of the evaluated histological
parameters. The EG-SUC combination showed an increase in tissue survival when compared
the others vitrification solutions with satisfactory results in terms of volumetric ratio of the
dermis and epidermis, AgNOR ratio, preserving fibroblasts and presenting a low amount of
perinuclear halos. Thus, the association of a permeable cryoprotectant in lower individual
concentrations combined with non-permeable agent can facilitate a reduction of the toxicity of
a specific individual cryoprotectant (Amorim et al., 2011). Thereby, the SSV in a mixture of
sucrose and EG, followed by washes in medium containing sucrose, has the best results also
in caprine preantral follicles (Santos et al., 2007), can influence the properties of the solution,
and can reduce the toxicity of EG (Orief et al., 2005).

The DMSO and EG are the most commonly used permeable cryoprotectants (Kagawa
et al., 2009). For articular cartilage, the vitrification DMSO and EG were permeable
cryoprotectants among the other tested that showed less damage to the sample, and the
recovery of chondrocytes with reduced doses of 6 M DMSO and 7 M EG (Fahmy et al.,
2014). In previous study, it was verified that the DMSO induced a higher decrease in the
number of fibroblasts in swine ovarian tissue, resulting in DMSO being more toxic than EG
(Borges et al., 2009), confirming the data from the volume ratio of epidermis and dermis to
the EG-SUC (EG and sucrose) has a greater ability to preserve tissue that is DMSO-SUC
(DMSO and sucrose). Thus, EG is used more in vitrification due to rapid diffusion into cells
and low toxicity (Dhali et al., 2000; Orief et al., 2005). It is one of the reasons that may have
caused lower damages to the tissue ensuring optimal values of volume ratio in DMSO
absence. Additionally, EG has a low molecular weight than DMSO that allows its rapid influx
during equilibration and dilution (Bautista and Kanagawa, 1998).

The combination EG, sucrose, and FBS improved the vitrification solution for somatic
tissue. Corroborating the best result of this work, Lunardi et al. (2012) got best result solid-
surface vitrified with 0.25 M sucrose and 10% FBS for ovine ovarian tissue. Positive results

can be obtained from the addition of sugars in the vitrification solution which has the property
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to maintain the structural and functional integrity of the membranes in low water activity
(Hotamisligil et al., 1996). Moreover, the most efficient method for vitrifying of caprine
ovarian tissue was the SSV using 0.25 M sucrose and 10% FBS with EG (Carvalho et al.,
2011). Low toxicity is linked to sugars that promote the stable formation of the glassy state at
low temperatures, water permeability, and control viscosity increase of the solution and,
consequently, require a lower concentration of penetrating cryoprotectants (Bautista and
Kanagawa, 1998). In this work, the absence of sucrose with EG (EG) compared to its
presence (EG-SUC) has been denoted in AgNOR ratio that sucrose potentialized the EG.
Other work using the vitrification solution containing 40% EG, 18% Ficoll, and 0.3 M
sucrose demonstrated that vitrification can be applied to cryopreservation of bovine cartilage
(Cetinkaya and Arat, 2011). Thus, as predicted by Kuleshova et al. (1999), the properties of
the solution must be taken into consideration when you want to develop a solution for a
specific tissue, thus the addition of sugar contributes to the general properties of the solution.
Also, they can modify the physical properties of the solution by decreasing the cooling rate
(Sutton, 1992).

In volume ratio, the EG in combination or not with sucrose was the best preserved
tissue in this feature and is more appropriate cryoprotectant that increase the cell permeability
and reduce osmotic changes directed to cell volume exposure to cryoprotectants in the cooling
or warming (Agca et al., 2005). Thus, the benefit generated by the sucrose was due to cell
dehydration caused by osmotic pressure, which provides decrease of intracellular ice
(Tanpradit et al., 2015). The mixture of permeable cryoprotectants (EG-DMSO and EG-
DMSO-SUC) was less efficient in vitrification solution for preservation of the volumetric
ratio of epidermis and dermis. Thus, we can say that for other cellular components as in this
study, the combination EG and DMSO showed a high level of toxicity. In this study, we used
the concentration of 21.2% DMSO when used individually and 10.6% DMSO when applied
in combination; these results corroborate Brockbank et al. (2010) that DMSO concentrations
of 8%—20% were unsatisfactory in penetrating the cells that do not have the formation of
intracellular ice. Silvestre et al. (2003) used rabbit and porcine skin samples, vitrified with
solution containing 3.58 M (20%) EG and 2.82 M DMSO in F-PBS, as well as the brown bear
skin that used the combination of 20% FBS, 20% EG, 20% DMSO; however suggested that
vitrification skin still needs more improvement (Caamaio et al., 2008). For monkeys ovarian
tissue, the use of 18% DMSO and EG increased to degrade the damaged cytoplasmic
organelles (Hashimoto et al., 2010).
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Alternatively, the combination of DMSO with EG showed a high toxicity which has
proposed replacements for a combination by the propylene glycol (PG), which is in
replacement of the combination of DMSO and EG, both of EG and PG (Nohalez et al., 2015)
as DMSO and PG (Somfai et al., 2015) showed less toxic. Additionally, comparing DMSO,
EG only, or combination, EG has been used as a permeable cryoprotectant preferably for its
control of the cooling rate (Tsuribe et al., 2009). Although all groups were different from the
control for the halos, no difference was observed for the MTT test as the tissue viability.

For AgNOR, it allows to analyze possible changes in the tissue and its ability to
ribosome biogenesis indicates in the cells through AgNOR data (Mondal et al., 2015), that
was maintained in EG-SUC for AgNOR ratio, but was different for EG. This result,
displaying a potentiation of cryoprotectants in the presence of non-permeable cryoprotectants,
may be due to the use of permeable cryoprotectants with penetration can cause structural
damage to tissue by experimental analysis (Bullen et al., 2014).

The successful vitrification combined with extra and intracellular cryoprotectants may
be investigated by two mechanisms, by the permeabilization of the cell and to promote
intracellular vitrification or at the withdrawal of intracellular water by osmosis before cooling.
In murine oocytes and embryos, the main mechanism involved in the vitrification is water
removal, on average 85% of intracellular water allowing to achieve 90% viability after
warming (Jin and Mazur, 2015). Thus, it can be combined with sucrose addition which
stabilizes the lipid membranes and protein during dehydration of the cells by hydrogen
bonding to polar residues in the dry macromolecular (Crowe et al., 1998).

In conclusion, the best result for SSV in somatic tissue of P. tajacu was the
combination of 3.0 M EG and 0.25 M sucrose with 10% FBS that allowed the preservation of
several characteristics of the tissue after warming, providing the possibility of using this

sample for subsequent reproductive biotechnologies, such as nuclear transfer.
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1 Table 1. Mean number fibroblasts and perinuclear halos of ear skin tissue derived collared peccaries after SSV using different solutions.

Number of fibroblast Number of perinuclear halos
Vitrification solutions
Mean + S.D. Range Mean + S.D. Range
Control (non-vitrified) 127.0+41.1% 93-151.5 14.8+10.1% 7-21
EG 85.7+23.0° 59-84 37.8+16.6 24-51
EG-SUC 90.3+24.6° 72-106 29.3+16.4° 17-37
DMSO 70.9+17.6° 68-101 30.5+18.3¢ 18-40
DMSO-SUC 88.2+25.3° 69-104 32.3+21.8¢ 12-48
EG-DMSO 88.3+23.0° 73-104 28.6+19.6° 15-38.5
EG-DMSO-SUC 78.6+23.8° 63-92 20.5+18.9¢ 7-28
2 *bed: different (P < 0.05) in the same column.
3
4
5
6
7
8
9
10
11
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1  Table 2. Comparison of the mean values of argyrophilic nucleolar organizer region (AgNOR) in somatic tissue derived from collared peccary

2 after vitrification with different cryoprotectors.

Index AgNOR, mean + S.D.

Vitrification solutions AgNOR area/cell, AgNOR Nucleus area, AgNOR ratio
pm? number/cell, pm? pm? (%)
Control (non-vitrified) 1.1£0.6*° 2.5+1.0% 14.5+£6.12 0.17+0.53%
EG 1.040.6 1.7+0.7° 16.8+8.7% 0.07+0.04°
EG-SUC 1.10.9? 1.6+0.7° 15.4+8.7° 0.09+0.08*°
DMSO 1.10.6% 1.9+0.8° 14.5+5.5 0.08+0.06°
DMSO-SUC 1.0+0.72 2.0+0.7° 15.4+8.5% 0.08+0.05%°
EG-DMSO 1.5+0.9" 1.8+0.7° 20.9+8.8° 0.08+0.05%°
EG-DMSO-SUC 1.4+0.8° 2.3+0.9° 20.0+9.1° 0.08+0.04 &P

3 ab< different (P < 0.05) in the same column.

4
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Fig. 1. Skin histological sections using hematoxylin-eosin ( A, B, C, D, E, F, G ) and (A’, B’,
C, D, E’, F’, G’) Gomori’s Trichrome and showing epidermis and dermis layers. Letters
indicate, A: control, B: EG, C: EG-SUC, D: DMSO, E: DMSO-SUC, F: EG-DMSO and G:
EG-DMSO-SUC. Bars indicate epidermal area in hematoxylin-eosin and dermal area in

Gomori’s Trichrome; halos (arrow) and (triangle) fibroblast.
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Fig. 2. Volumetric ratios of epidermis and dermis at different concentrations of permeable

cryoprotectants in combination with sucrose. Control, EG, EG-SUC, DMSO, DMSO-SUC,

EG-DMSO and EG-DMSO-SUC. Bars indicate standard deviations. *°: different (P < 0.05) in

the same skin layer (epidermis or dermis).
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Fig. 3. Effect of different concentrations of cryoprotectants in combination with sucrose on

the viability of the skin of collared peccary. Control, EG, EG-SUC, DMSO, DMSO-SUC,

EG-DMSO and EG-DMSO-SUC. Bars indicate standard deviations. P > 0.05.

73



O 00 N o U b~ W N

e T Y
N o b WwN Rk O

74

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A presente pesquisa descreveu o tecido tegumentar da regido auricular periférica de
catetos e evidenciou que o mesmo possuiu algumas variagoes em relagdo a outros mamiferos,
quanto ao numero de camadas e espessura da epiderme, quantidade de células epidermais,
melandcitos e parametros proliferativos. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de um
protocolo de vitrificagdo com crioprotetores que atendam as especificidades do tecido e a
quantidade de células que o compde. Neste sentido, a solugdo de vitrificacdo mais adequada
para o tecido somatico derivado da pele desta espécie foi composta por 3,0 M de etilenoglicol
acrescida de 0,25 M de sacarose € 10% de soro fetal bovino.

Portanto, as informagdes obtidas permitird a utilizagcdo do tecido soméatico como fonte
de germoplasma, visando a obtencdo de células a serem empregadas na transferéncia nuclear
de células somaticas, possibilitando além da conservagdo genética o manejo reprodutivo desta
espécie. Adicionalmente, estas informag¢des podem ser aplicadas a espécies proximas

filogeneticamente, como o Tayassu pecari Link, 1795 e o Catagonus wagneri Rusconi, 1930.
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ANEXO A — CRIOPRESERVACAO DE TECIDO SOMATICO EM MAMIFEROS:
PROGRESSOS E PERSPECTIVAS

Artigo de Revisao:

Titulo: Criopreservacao de tecido somatico em mamiferos: progressos e perspectivas).

Periédico de submissiao: Semina: Ciéncias Agrarias (Qualis Medicina Veterinaria B1).

Data de submissao: 19.04.2016.
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Criopreservacao de tecido somatico em mamiferos: progressos e perspectivas

Somatic tissue cryopreservation in mammals: progress and perspectives

A.A. Borges, L.B. Queiroz Neta, M.V.O. Santos, M.F. Oliveira, A.R. Silva, A.F. Pereira

Universidade Federal Rural do Semi-Arido. Av. Francisco Mota 572, Mossord-RN, Brasil.

Resumo

A criopreservagdo de tecido somatico representa uma ferramenta interessante para a
conservagao da biodiversidade animal. Nesse contexto, diferentes protocolos ja foram
empregados e ajustes metodologicos, especialmente quanto ao tipo e concentracdo dos
crioprotetores, sdo constantemente desenvolvidos tanto para espécies domésticas quanto
silvestres. Embora ambos os métodos de criopreservacdo, congelagdo e vitrificacdo, tenham
sido utilizados na conservacao tecidual, este ultimo ¢ atualmente o mais usual e o tecido
somatico derivado da pele ¢ a fonte proposta. Além disso, métodos de andlise para a
averiguacdo da eficiéncia da técnica sdo necessarios para garantir que o tecido criopreservado
mantenha suas caracteristicas viaveis apos o aquecimento. Em geral, a criopreservacao
permite o armazenamento adequado tanto durante o transporte até o processamento no
laboratorio quanto em longo prazo visando a formagao de bancos de germoplasma. As células
somaticas recuperadas desses tecidos podem ser empregadas também para estudos da
fisiologia da espécie, diferenciacdo e reprogramacdo celular, clonagem reprodutiva e
terapéutica. Adicionalmente, esta ultima aplicagdo pode evitar o desaparecimento de espécies
ameacadas e favorecer a reintroducao de genes perdidos. Portanto, a presente revisao objetiva
apresentar os aspectos técnicos da criopreservacdo em tecido somatico, com &énfase sobre a
eficiéncia dos métodos empregados em mamiferos e sua aplicagdo em biotecnologias

reprodutivas.

Palavras-chave: biodiversidade, células somaticas, conservacgao, vitrificagao.

Abstract
The cryopreservation of somatic tissue is an interesting tool for the conservation of animal

biodiversity. In this context, different protocols have been employed and methodological
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adjustments, especially on the type and the concentration of the cryoprotectants, are
constantly being developed for both domestic and wild species. Although both methods of
cryopreservation, freezing and vitrification, have been used for tissue preservation, the latter
is the most common and the somatic tissue derived from skin is the proposed source.
Moreover, analysis methods for the investigation of technical efficiency are required to ensure
that the cryopreserved tissue will maintain their viable characteristics after warming. In
general, the cryopreservation allows proper storage both during transport to the processing in
the laboratory as in long time in order to cryobank formation. The somatic cells recovered
these tissues can also be used also for physiology studies of the species, cell differentiation
and reprogramming, reproductive and therapeutic cloning. Additionally, the latter application
can prevent the disappearance of endangered species and promote the reintroduction of lost
genes. Therefore, the present review aims to present the technical aspects of cryopreservation
in somatic tissue, with emphasis on the efficiency of methods employed in mammals and its

application in reproductive biotechnologies.

Key words: biodiversity, conservation, somatic cells, vitrification.

Introducio

A criopreservagdo de tecido somatico permite a conservagdo até -196 °C por periodos
de tempo elevados, promovendo o minimo efeito deletério sobre a estrutura e a
funcionalidade das células recuperadas. Em geral, esta técnica pode ser utilizada em
programas de conservagdo animal a partir da formacao de criobancos, sendo uma alternativa
viavel para a preservagdo de um maior numero de individuos de cada populagdo (ARAT et al.,
2011). Anteriormente, a conservacao da biodiversidade animal era mantida por biobancos de
gametas ¢ embrides. Com o advento da transferéncia nuclear de células somaticas (TNCS,
clonagem), o uso de tecidos e células somadticas tornou-se uma escolha interessante para os
programas de conservagdo (SILVA et al., 2015). Em geral, bancos de tecidos criopreservados
¢ uma técnica efetiva e de baixo custo para a manutencao da biodiversidade tanto de espécies
selvagens quanto domésticas (CAPUTCU et al.,, 2013). Além disso, este recurso pode
oferecer estratégias de identificacdo de uma raga especifica a partir do desenvolvimento de
marcadores genéticos, a possibilidade de transplante e a transgenia (NA et al., 2010).

Dentre as vantagens do uso da criopreservagdo de tecido somadtico, destaca-se a

facilidade na obtengao/criopreservagao de amostras teciduais em regides de dificil acesso, a
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abrangéncia de um maior nimero de animais por nao restringir a idade e o sexo do individuo,
permitindo um numero ilimitado de amostras e a extrapolagdo das caracteristicas celulares
destes animais para toda a populagdo (LEON-QUINTO et al., 2009). Este é um aspecto
interessante, especialmente em se tratando de espécies, na qual ¢ dificultosa a obtengao de
gametas. Contudo, o estabelecimento de criobancos exige o desenvolvimento de protocolos
apropriados (CETINKAYA; ARAT, 2011). Nesse contexto, para garantir a eficiéncia dos
procedimentos de criopreservacao alguns fatores sdo importantes, desde a exposicao as baixas
temperaturas € os mecanismos desencadeados pelo armazenamento com os crioprotetores
(COMIZZOLI et al., 2012).

Embora alguns estudos ja tenham mostrado a eficiéncia de protocolos de vitrificagdo
de tecidos somaticos (BORGES et al., 2015a; SILVESTRE et al., 2002), ¢ sabido que os
ajustes adequados em cada procedimento podem influenciar na atividade metabolica e
desempenho celular (HARDING et al., 2006). Assim, esta revisdo oferece alguns
esclarecimentos sobre os aspectos técnicos da criopreservacdo em tecido somatico, com
énfase sobre a eficiéncia e progressos dos protocolos empregados em mamiferos domésticos e

silvestres e as aplicagdes do tecido criopreservado em biotecnologias reprodutivas.

Procedimentos técnicos da criopreservaciao em tecidos somaticos

A criopreservacdo consiste das etapas de exposi¢do ao crioprotetor, resfriamento
armazenamento, aquecimento e remog¢ao do crioprotetor dos fragmentos teciduais (SILVA et
al., 2015). Anteriormente a essas etapas, faz-se necessario a obtencao dos fragmentos dentro
de condicdes assépticas e previamente estabelecidas. Em geral, fragmentos teciduais
somaticos podem ser obtidos da regido auricular (LEON-QUINTO et al., 2011), abdominal
(DARIOLLI et al., 2013), couro cabeludo (KAJIURA et al., 2015) ou origem fetal (LEON-
QUINTO et al., 2014).

Apo6s a obtencdo dos fragmentos teciduais, estes podem ser submetidos a congelacao
lenta (KUMAR et al., 2015), rapida (USTA et al., 2013) ou vitrificacdo (BORGES et al.,
2015a). Para todos os processos, o uso de crioprotetores penetrantes € nao penetrantes faz-se
necessario e diferentes respostas podem ser observadas quanto ao seu uso. Em tecido adiposo
murino (Rattus norvegicus), a auséncia de dimetilsulfoxido (DMSO) ¢ vantajosa, pois seu uso
gera danos ao DNA, como fragmentag¢ao da cromatina (ALMEIDA et al., 2014). Ja em javalis
(Sus scrofa), foi observado que fragmentos de pele congelados sem a presenca de

crioprotetores apresentaram células cultivaveis (ZHANG et al., 2012). Por outro lado, Borges
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et al. (2015a), usando fragmentos da regido auricular de catetos (Pecari tajacu)
criopreservados por dois sistemas de vitrificagdo e na presenca da associagdo de
crioprotetores (DMSO, etilenoglicol — EG e sacarose) obtiveram células viaveis apos o cultivo
in vitro. Assim, a presenca do crioprotetor € a escolha do mesmo sao fatores importantes para
a eficiéncia da criopreservacao (EHRLICH et al., 2015; GADJA et al., 2007).

Durante a criopreservagao a etapa de exposi¢do ao agente crioprotetor € o resfriamento
¢ onde se evidencia as principais diferencas entre os tipos de criopreservagao, congelagdo e
vitrificagdo (YAMAKI et al., 2002) bem como pelo tipo da amostra (Tabela 1). Em geral, a
congelagdo tem como principio a reducdo gradativa da temperatura, havendo uma
desidratacdo gradual dos tecidos e células, necessitando de uma baixa concentragcdo de
crioprotetores para evitar a formagdo de cristais de gelo (SHAW et al., 2000). Ja na
vitrificagdo, ha a reducao subita da temperatura onde os tecidos alcangam um estado vitreo
(YEOMAN et al., 2005) e para que haja uma protecdo da amostra em virtude dessa rapida
mudanc¢a de temperatura, aumenta-se a concentracdo de crioprotetores, obtendo uma maior
viscosidade (CRUZAN et al., 2004). Ambos os procedimentos ja foram empregados na
conservagao de tecido somatico em diferentes espécies domésticas e silvestres, como ovinos
(Ovis aries, SMIT et al., 2015), murinos (R. norvegicus, USTA et al., 2013), caprinos (Capra
hircus, SINGH et al., 2012), suinos (Sus scrofa domesticus, BROCKBANK et al., 2010) e
taiassuideos (P. tajacu, BORGES et al., 2015a).

A congelacao pode ser classificada em dois tipos, a rdpida e a lenta. Especificamente,
para a congelacao rapida um modelo de protocolo ¢ a exposi¢cdo de amostras a uma solugado de
criopreservacao resfriada por 10 min, seguida de imersdo em nitrogénio liquido (JOMHA et
al., 2004). Em R. norvegicus, tanto células nervosas (SEGGIO et al., 2008) quanto hepatdcitos
(USTA et al., 2013) ja foram conservadas por congelacdo rdpida. Ja a congelagdo lenta
consiste numa solugdo de criopreservagdo a ser equilibrada por 4 °C durante 30 min, seguido
de equilibrio a -80 °C por 12 h e posteriormente em nitrogénio liquido (NA et al., 2010).
Como exemplo do uso desta ultima técnica, tem-se a criopreservagdo de foliculos pilosos
murinos, a qual se evidenciou 0 DMSO a 10% como melhor agente crioprotetor (CAO et al.,
2015). Contudo, a criopreservagao lenta exige equipamentos com temperaturas de congelagcdo
controladas, ocasionando um maior custo (SILVESTRE et al., 2002).

Por outro lado, a vitrificacdo consiste na incubacdo de tecidos em solugdo com alta
concentracdo de crioprotetores com uma ultrarrdpida diminuicdo de temperatura e um

aquecimento rapido para que nao ocorra a formacdo de cristais de gelo nas mudancas de
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temperaturas (YAMAKI et al., 2002). Em geral, o uso da vitrificacdo tem sido proposto como
técnica para criopreservacao de tecidos somaticos, sendo caracterizada como uma ferramenta
de baixo custo e sem interferéncia na eficiéncia final (SAEED, 2000). Von Bomhard et al.
(2016), avaliando a vitrificagdo e a congelacdo lenta de tecido endotelial e diferentes
crioprotetores (DMSO, EG, propilenoglicol — PG, glicerol), observaram que a vitrificacao
alcangou melhores taxas com DMSO e glicerol. J& Caputcu et al. (2013) observaram que o
tecido auricular bovino e ovino resfriado por até 216 h post-mortem, ainda podem manter a
viabilidade celular apés a vitrificagao.

Além disso, a vitrificagdo pode ser de diferentes tipos de acordo com algumas
variagoes durante os procedimentos (CARVALHO et al., 2012). Dentre estes tipos podem ser
citados a vitrificagdo direta em criotubos que consiste na exposicao ao crioprotetor durante 15
seg em temperatura ambiente e o armazenamento direto dos criotubos em nitrogénio liquido
(BORGES et al., 2015b); e a vitrificagdo em superficie sélida, na qual o fragmento ¢ exposto
aos crioprotetores durante 5 min, em seguida retirado o excesso dos crioprotetores e as
amostras colocadas sobre uma superficie cubica de metal parcialmente colocada em
nitrogénio liquido e, finalmente, transferido para criotubos e armazenados em nitrogénio
liquido (BORGES et al., 2015a). O uso dessas ambos os tipos de vitrificacdo ja foram
observados com sucesso na criopreservacao de tecido somatico de P. fajacu (BORGES et al.

2015a, 2015b).

Eficiéncia da vitrificacao de tecidos somaticos

Além dos fatores relacionados a escolha do crioprotetor e tipo de técnica, outras
caracteristicas podem interferir na eficiéncia da criopreservacao tecidual, como o tamanho do
tecido, o qual pode ser determinante para o sucesso da técnica, uma vez que este interage
diretamente com a capacidade de troca de calor, influenciando assim na velocidade de
resfriamento. Em tecidos com maiores dimensdes sdo necessarias maiores concentragoes de
crioprotetores (ABAZARI et al., 2013), uma vez que a perfusdo do crioprotetor no tecido
ocorre de acordo com o tamanho da amostra, refletindo em um maior tamanho do tecido uma
maior quantidade de crioprotetores (FAHY et al., 2013). Portanto, quanto maior o tamanho do
tecido maior sera a facilidade de formacdo de cristais de gelo tanto no resfriamento quanto
durante o aquecimento, ja que as periferias do tecido irdo responder mais rapidamente a
modificagdao da temperatura enquanto que o ntcleo do tecido ird permanecer virificado, o que

provoca maiores chances de danos (WUSTEMAN et al., 2004).
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Outro limitante do sucesso da vitrificagdo ¢ formacdao dos cristais de gelo
intracelulares que ao estarem conectados a um tecido comecam a formar danos na arquitetura
deste pela pressao exercida (FAHY et al.,, 2013). Desde 2005, foi demonstrado que a
formacdo de gelo intracelular difere significativamente entre a conservacdo de células e
tecidos, tanto em termos quantitativos como qualitativos (IRIMIA; KARLSSON, 2005).
Assim, a melhor forma de evitar a formagdo de cristais de gelo estd relacionada a altas
concentragdes de crioprotetores com um resfriamento ultrardpido (vitrifica¢do); contudo, a
cristalizacdo pode ser apresentada durante o aquecimento (KIRICHEK et al., 2015). Farooque
et al. (2009) verificaram uma visivel formagao de gelo durante a refrigeragdo em taxas < -10
°C/min em tecido cartilaginoso. Adicionalmente, relacionando a formagdo de cristais de gelo
com o tamanho do fragmento, Fahy et al. (2009) apresentaram que para o tecido renal a
formagdo desses cristais apesar de ndo ser esperada no cortex pode estar presenta na medula
do tecido. Deste modo, para o tecido renal a medula delimita o sucesso da vitrificagdo de
acordo com a capacidade penetrante do crioprotetor e o seu potencial de evitar a formacdo de
cristais.

Em sintese, diante dos fatores que influenciam a eficiéncia da criopreservagdo, ¢
importante destacar que existem danos causados pelos crioprotetores e pela taxa de
resfriamento em si (FAHY, 2010) e a toxicidade dos crioprotetores ¢ ainda o principal
limitante da criopreservacao (ABAZARI et al., 2013). Assim, quando agentes quimicos tem
baixa taxa de toxicidade deve-se verificar se este possui a capacidade de penetrar na
membrana celular e alcangar todas as células que se pretende criopreservar (FAHY, 2010).
Nesse contexto, para avaliar experimentalmente a toxicidade dos crioprotetores Davidson et
al. (2015) avaliaram a resposta do glicerol dependente da temperatura de exposicdo,
observando que para tecidos aderentes, o uso de 17 M de glicerol promove uma eficiéncia de

81% em termos de viabilidade.

Avaliacio da eficiéncia da criopreservacio de tecidos somaticos

Apesar dos danos ndao serem muito difundidos pelo tecido, alguns artefatos da
criopreservacao podem ser observados por técnicas histologicas (COMIZZOLI et al., 2012).
Assim, os danos podem ser visualizados na forma de perfuragdo nos tecidos que podem ter
sido causados pelos cristais de gelo, como também por reticulagdes do nucleo de algumas
células durante o processo (BULLEN et al., 2014). Em geral, a avaliacdo histoldgica

proporciona um requisito basico para o conhecimento das estruturas que foram afetadas ou

82



O 00 N o v b~ W N R

W W W W N N N N N N N N NN R P R P R R p R Rp p
W N P O W 00 N o B B W N P O O O N O 1 M W N L O

83

mantidas normais durante a criopreservacao, possibilitando a visualizacdo do tecido como um
todo, como na analise dos seus constituintes, epiderme e derme (BORGES et al., 2015c¢).

Alguns parametros sdo entdo estabelecidos, como o aumento da permeabilidade no
tecido durante a criopreservacdo que conduz a formagao de edemas e vacuolos em células
epiteliais (DA-CROCE et al., 2013). Por outro lado, no inicio da apoptose os nucleos sdao
separados do citoplasma que resulta em halos perinucleares, o que pode ser uma forma de
caracterizar a redugdo da viabilidade do tecido (BOEKEMA et al., 2015). Outras técnicas
mais especificas, como proteinas argirofilas relacionadas as regides organizadoras de
nucléolo, permitem o reconhecimento da atividade proliferativa celular (CRESTA; ALVES,
2007). Além disso, com a evolucao das técnicas de microscopia eletronica de transmissao foi
possivel observar imagens ultra estruturais da amostra apos a criopreservagao (BUELLEN et
al., 2014). Ja a microscopia eletronica de varredura permitiu a andlise de alteracdes
moleculares provocadas pela criopreservacdo (JOMHA et al., 2004). Por essa técnica ¢
possivel verificar alteragdes na matriz de coldgeno e na rede de proteoglicanos, visualizando
um alargamento dos poros e ruptura de cadeias proteicas (LAOUAR et al., 2007).

Outras ferramentas interessantes consistem na analise do tecido durante o cultivo in
vitro pelo desprendimento das células somaticas e avaliagdo da qualidade dessas células
(PEREIRA et al., 2013). Assim, o isolamento das células proliferativas a partir de tecido
criopreservado e o cultivo sdo andlises essenciais para o estabelecimento de criobancos,
principalmente para fins de clonagem (PEREIRA et al., 2014). Em geral, fibroblastos sao
aceitos como o tipo de célula doadora adequada para a clonagem (PEREIRA; FREITAS,
2009). Neste contexto, a avaliacdo morfoldgica realizada através de microscopia de luz ¢ o
parametro mais importante para analise qualitativa do tecido epidérmico (MEHRABANI et
al., 2014). Além disso, outras analises quanto a qualidade, viabilidade, atividade proliferativa,
funcional das células sdo empregadas (CONCEICAO et al., 2008; MEHRABANI et al.,
2014).

Uso em outras biotecnologias

O armazenamento através da criopreservacao de material genético tanto de espécies
extintas ou ameagadas simboliza uma reserva genética para situagdes de perca ou diminui¢ao
de uma determinada populacdo, garantindo a conservacdo da biodiversidade pela aplicagao
em biotécnicas reprodutivas. Nesse contexto, diferentes espécies ja tiveram seu material

somatico criopreservado, como Ursus arctos (CAAMANO et al., 2008), P. tajacu (BORGES
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et al., 2015a), Panthera uncia (VERMA et al., 2012), Capra pyrenaica pyrenaica (FOLCH et
al., 2009) e Dasyprocta leporina (COSTA et al., 2015), visando sua possivel utilizacdo da
TNCS.

Além disso, ja foram demonstrados que varios tipos celulares somaticos podem ser
usados como doadores de nucleo na técnica de TNCS, como o tecido da mucosa bucal
(PRESCOTT et al., 2015), tecido muscular e cartilaginoso (CAPUTCU et al., 2013), tecido
do sistema urinario (MADHESHIYA et al., 2015), tecido epitelial auricular (PEREIRA et al.,
2015), podendo resultar no nascimento de crias viaveis. Deste modo, os bancos de tecidos
somaticos podem ser empregados como bancos para as células doadoras para TNCS, tendo a
capacidade de ressurgir espécies ameacadas (LI et al., 2009). Finalmente, criobancos de
tecidos somaticos ndo somente possuem a capacidade de preservar o material genético, mas

também de promover um recurso excelente para pesquisas biologicas.

Consideracoes finais

A criopreservagao de tecidos somaticos pode ser considerada como fonte relevante na
formacdo de criobancos de germoplasma animal, possuindo vantagens da facilidade de
obtencdo e de suas diversas aplicacdes na recuperacdo de recursos genéticos, elucidacdes da
diferenciag¢do celular e sua capacidade de aplicacdo em clonagem. Além disso, ainda sdo
necessarios maiores esclarecimentos sobre todos os processos que a criopreservagao engloba
bem como os mecanismos desencadeados devido a exposi¢ao a baixas temperaturas, além de
serem necessarios mais estudos objetivando compreender a acao dos crioprotetores, sendo um
dos principais fatores que afetam a eficiéncia da criopreservagao.

Finalmente, os recursos gendmicos podem ser conservados para que em caso de genes
peculiares a determinada raca e/ou espécies em caso de extingdo ou ameaga destes animais
possa haver uma forma de desvendar os mecanismos celulares e moleculares, contribuindo

para o entendimento do processo de reprogramacao celular.
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Tabela 1. Conservacao de material genético usando diferentes técnicas de criopreservacgdo de tecido somatico em mamiferos.
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Espécie

Técnica

Tecido/Regiao

Crioprotetores

Referéncia

S. scrofa domesticus
S. scrofa domesticus
S. scrofa domesticus
O. aries
O. aries

Bos taurus
P. tajacu

R. norvegicus

U. arctos

Congelagao rapida

Congelagao lenta
Vitrificagao
Congelacao lenta
Vitrificagao

Congelagao lenta
Vitrificacao

Vitrificagao

Congelagao lenta

Cartilaginoso/Articular
Epitelial/Auricular
Epitelial/Auricular

Cartilaginoso/ Articular
Epitelial/Auricular
Epitelial/Auricular

Epitelial/Auricular

Tecido adiposo

Epitelial/Auricular

1,3,5,6 ou7M DMSO

1,41 M DMSO

3,58 M EG ¢ 2,82 M DMSO
10 ou 15M DMSO
3,58 M EG e 2,82 M DMSO

1,41M DMSO

3M DMSO,3M EGe 0,25M

sacarose
1,41M DMSO
1,41M DMSO

Jomha et al. (2004)
Ge et al. (2010)
Silvestre et al. (2002)
Wang et al. (2007)
Silvestre et al. (2004)
Cetinkaya e Arat (2011)

Borges et al. (2015a)

Almeida et al. (2014)
Caamafio et al. (2008)

DMSO: dimetilsulfoxido. EG: etilenoglicol.
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The cryopreservation of somatic tissue in collared peccary promotes an alternative source of genetic material of this specie. The solid-surface vitrification (SSV) is a great
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solution. Therefore, the aim was to evaluate the effect of the presence of 0.25 M sucrose in addition to different combinations (only or association) and concentrations (1.5 M
or 3.0 M) of ethylene glycol (EG) andior dimethyl sulfoxide (DMSO) in the somatic tissue vitrification of collared peccaries. Subsequently, we tested six combinations of
cryoprotectants with or without sucrose in Dulbecco modified Eagle medium (DMEM) plus 10% fetal bovine serum. Thus, the 3.0 M EG with sucrose was able to maintain
normal tissue characteristics compared with non-vitrified (control), especially for the valumetric ratio of epidermis (61.2 vs. 58.7) and dermis (34.5 vs. 36.6), number of
fibroblast (90.3 vs. 127.0), and argyrophilic nucleolar arganizer region (AgNOR) ratio (0.09 vs. 0.17), respectively. In conclusion, 3.0 M EG with 0.25 M sucrose resulted in a
better cryoprotectant composition in the SSV for somatic tissue of collared peccaries

Keywords

cryobanking; permeable cryoprotectant. non-permeable cryoprotectant

95



1
2

UMIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

FPARECER DE PROJETO ENCAMINHADOD A CELA-LFERSA

Parecer N* 032015 PROCESSO N=n. 22300000707 2200 5-92
Dips de Enreoda; (022015 Aprowndn, 20032005

! Pessowd Responsdvel:
Alerzomadra Fernamles Peraiva

2, Tiinle do Projero:
Aveliar téemicay de convervapio de fecidos e célwloe semdicos, wismdn i conservagdo de
warerim pendilee de coeros (Pecar tajscul

I Comsderapdes:
Aps apecragdn Pl memiroy, o craniends Jalipor grae o prafeie fear relendmeds ciemififen @ ester demiro
s expecificagies de CEUA, Durante of procedimmemies, of cminigls sepda submedidor o esiresse on

sofeineme mimimos, Tode o pracedieite o worlpadogde  dos  onimieiy serd realizads  com
cenwya et Jdoico enpecializedn & com o e de moterim! adeqiodo,

4. Parecer fTaal:
FAVORAVEL & apravegdn dir projeo
Mawsord, 24 e murion ol 2005
Alencinramene, (/?
fay Jl |
{ﬁm LA~
Milen

i Waekldenks Mech oo
Presidente CELA

B 11 = Fm 47 - Bl Prak Coile o Sk
EF 388 T P00 = Moma nrt = RN - (5 20 T-R0]
i U Ubirish el B it oo Srineisiri oead-

96

ANEXO E — AUTORIZACOES DE USO DOS CATETOS (Pecari tajacu LINNAEUS,
1758) PARA O DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO

96



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 48633-2 Data da Emissao: 29/04/2016 09:14 | Data para Revalidagao*: 29/05/2017

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissédo.

Dados do titular

Nome: Alexsandra Fernandes Pereira CPF:913.071.983-68

Titulo do Projeto: COMPARAGAO DE TECNICAS DE CRIOPRESERVAGAO PARA A CONSERVAGAO DE TECIDOS E CELULAS SOMATICAS DE

CATETOS (Pecari tajacu, Linnaeus, 1758)

Nome da Instituigho : UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO CNPJ: 24.529.265/0001-40

Cronograma de atividades

# Descricdo da atividade Inicio {(més/ano) [Fim (més/ano)
1 | Envio de documentos regulatorios 04/2015 05/2015
2 |Pré-exp tos 052015 0772015
| 3 [Comparac&o das condicdes de criopreservacdo 07/2015 03/2020
4 Ohtenran de amneiras n7zmons namsnan

97

97



