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Resumo. A coleta e criopreservacdo de tecidos € uma ferramenta promissora para a
conservagdo ex-situ da diversidade genetica de animais silvestres. Testamos dois meios de
congelamento lento para pele de Mazama rufa: um com Dulbecco Media Eagle Modified
(DMEM) e outro com solugdo salina 0,9%. Ambos preservaram a viabilidade e proliferacéo
celular, apoiando o uso da pele como fonte de células somaticas para genética e biotecnologias.
O método é acessivel e vidvel para profissionais de zoologicos e fauna, fortalecendo estratégias
de conservacao e bancos genéticos.
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Introducéo

A criopreservacédo de tecidos sométicos e reprodutivos de animais silvestres, incluindo
espécies ameacadas, € uma estratégia essencial para 0 monitoramento sanitario e a conservagao
genética (OLIVEIRA et al. 2023). A pele € um dos tecidos mais acessiveis para coleta, podendo
ser obtida durante contencdo, procedimentos anestésicos ou apds a morte do animal. Quando
armazenadas corretamente, essas amostras podem manter a viabilidade celular por décadas,
servindo como fonte para estudos citogenéticos e reprodutivos, além de aplicacbes com
biotecnologias avancgadas, como a reprogramacdo celular e a gametogénese in vitro (PERIS-
FRAU et al. 2023).

Apesar de sua importancia, 0s protocolos convencionais de criopreservacdo geralmente
exigem infraestrutura laboratorial, equipamentos especializados e meios de preservacédo de alto
custo, o que dificulta sua aplicacdo em campo ou em instituicdes com recursos limitados
(SANDOVAL ET AL. 2025). Assim, torna-se urgente desenvolver e validar protocolos de
congelamento mais simples, utilizando materiais de facil acesso, que possam ser aplicados
diretamente por médicos veterinarios, bidlogos e gestores de fauna, ampliando o alcance das
estratégias de conservacao ex situ.

Objetivo

Avaliar a eficiéncia de dois meios de congelamento lento para criopreservacdo de
amostras de pele de veado-mateiro, Mazama rufa, como modelo para espécies silvestres de
mamiferos.

Metodologia

Para avaliacdo de meio de congelamento de pele foram coletadas amostras de tecido da
regido inguinal de 6 individuos veado-mateiro (Figura 1). Essa regido foi escolhida por permitir
a obtencdo de um fragmento de pele de tamanho adequado, com menor presenca de pelos, 0
que reduz o risco de contaminacéo, e por nao resultar em uma ferida exposta em area visivel ou
funcional dos animais. Os fragmentos foram depositados em um meio de transporte (Dulbecco
Media Eagle Modified - DMEM suplementado com 2,5% de solucdo de Penicilina-
Estreptomicina 10.000ug/mL e 10mg/mL de Anfotericina B 1mg/L).
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Seguidamente, os fragmentos foram divididos em tamanhos menores para serem
consequentemente depositados em tubos de congelamento contendo:

a) Meio de congelamento de pele (CP) convencional, contendo (DMEM) com 6% de
Dimetil sulféxido (DMSO);

b) Solucdo salina balanceada com 6% de DMSO. Todos os meios de congelamento
foram suplementados com o crioprotetor Dimetil sulfoxido (DMSO). Adicional a esses grupos
experimentais, um fragmento de tecido fresco foi analisado sem criopreservacéo e utilizado
como controle. Assim, tecidos de todos individuos foram utilizados para todos os tratamentos
incluindo o controle.

Figura 1. Regido de coleta de fragmento de pele para congelamento lento e armazenamento em
botijdo de nitrogénio liquido. Adaptado de Duarte et al. 2021.
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Fonte: Ndcleo de Pesquisa e Conservagdo de Cervideos (NUPECCE).

Os fragmentos de pele depositados nos tubos de congelamento foram refrigerados por
3h a 4°C, colocados ao vapor de nitrogénio liquido por 30 min e submergidos no nitrogénio
liquido (-196°C) onde permaneceram estocados por 10 dias. Apds esse tempo, 0s tubos foram
descongelados durante 2 min em banho-maria a 37°C e as células foram isoladas de fragmentos
de tecido por digestdo enzimatica, incubados por 30 minutos a 38 °C em solugdo de Liberase
(1:30 Liberase/DPBS), e centrifugadas a 1600 rpm por 5 minutos. Seguidamente, foram
colocadas em solugdo contendo os reagentes de viabilidade celular: iodeto de propidio (PI),
Calceina-AM e Hoechst 33342, todos corantes fluorescentes, e as amostras foram analisadas
em microscopio de fluorescéncia para identificar células vivas (verde — Calceina), mortas
(vermelho — PI) e total (azul — Hoechst).

Fragmentos de tecido dos grupos controle e poés-congelamento foram fixados em
solugdo de Bouin (4 °C, durante a noite), desidratados em etanol (50% e 70%) e incluidos em
parafina. As laminas foram cortadas, desparafinizadas, reidratadas e coradas com hematoxilina
e eosina. Foram avaliadas, em microscopio optico (20x%), para verificar a integridade do tecido.

Os dados foram analisados por ANOVA de trés fatores, com testes de Tukey e Dunnett
para comparagdes entre grupos. A normalidade e a homogeneidade das variancias tambem
foram verificadas. Diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

Resultados e Discussdo

Trabalhos anteriores de criopreservacao de pele de cervideos mostraram que o0 uso de
DMEM como meio base suplementado com o crioprotetor DMSO a 6% apresenta resultados
satisfatorios, mantendo a viabilidade celular, a integridade de membranas e a capacidade de
divisao celular (OLIVEIRA et al., 2023). Neste estudo, obtivemos resultados semelhantes com
0 uso de solucdo salina a 0,9% como meio base suplementado com DMSO, observando
manutencdo da viabilidade celular e da integridade tecidual.
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As analises histologicas com coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) ndo revelaram
alteracbes marcantes nas camadas epidérmicas, coldgeno dérmico, fibras elésticas ou tecido
adiposo, entre os diferentes meios de congelamento em relacdo ao tecido fresco. Em todos os
tecidos analisados, a proporcdo de células vidveis se manteve acima de 70% (+ 8,3%) apds
cultivo celular, sem diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos (p > 0,05).

Figura 2. Imagem representativa de analise de viabilidade celular e integridade do fragmento
de pele de veado-mateiro Mazama rufa. (A) (A) Células vidveis coradas em verde com
Calceina-AM, células mortas coradas em vermelho com lodeto de Propidio. (B) Avaliacdo
histomorfoldgica do tecido.

Este estudo representa uma das primeiras analises comparativas de meios de
congelamento de pele de cervideos, corroborando achados prévios com tecidos reprodutivos
(GASTAL et al., 2018; PERIS-FRAU et al., 2023; PUKAZHENTHI et al., 2015). Embora
protocolos mais elaborados utilizem meios de laboratério ricos em nutrientes, aminoacidos e
soro fetal, o uso de solucéo fisiolégica como base para criopreservacdo representa um avanco
importante para amostragens a campo. A possibilidade de preparar o meio com materiais de
facil acesso amplia a aplicabilidade do protocolo por veterinarios, bidlogos e técnicos de fauna,
mesmo sem infraestrutura laboratorial especializada. Dessa forma, os resultados reforcam o
potencial da criopreservacgdo simplificada como ferramenta vidvel para o biobanco genético e
suporte a biotecnologias reprodutivas em programas de conservacao.

Concluséo

Os resultados do estudo demonstram que ambos os meios de congelamento testados,
tanto o convencional DMEM, quanto a solu¢do salina a 0,9% com DMSO foram eficazes na
manutencdo da viabilidade celular e integridade tecidual de amostras de pele de Mazama rufa
apos criopreservacdo. A similaridade dos resultados entre os tratamentos reforca a
aplicabilidade do uso de solugdes simplificadas como alternativa tecnica acessivel. Esses
achados contribuem para a ampliacdo das estratégias de biobancos somaéticos e para o
fortalecendo agdes de conservacao ex situ.
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