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Resumo 
 

Embora amostras gonadais e embriões sejam os bancos biológicos de primeira escolha para o desenvolvimento 
de estratégias in vitro de conservação, células e tecidos somáticos têm surgido como interessantes alternativas, 
especialmente para a conservação de mamíferos silvestres criticamente ameaçados de extinção. Assim, para a 
multiplicação destas espécies, bancos somáticos têm sido empregados como fonte de carioplasto na clonagem por 
transferência nuclear de células somáticas, em pesquisas voltadas para a reprogramação nuclear e obtenção de células 
induzidas à pluripotência. Nesse sentido, para atender a essas finalidades, é necessário inicialmente conhecer as 
condições adequadas de criopreservação e manipulação desses tecidos e células, visando a manutenção adequada de 
todas as características biológicas importantes para o estabelecimento das posteriores biotecnologias. Assim, o objetivo 
desta revisão é conceituar e apresentar as principais etapas técnicas fundamentais no estabelecimento da 
criopreservação e manipulação in vitro de células e tecidos somáticos, visando o emprego promissor e adequado destes 
recursos biológicos na conservação de mamíferos silvestres.  
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Abstract 
 

Although gonadal samples and embryos are the first-choice biological banks for the development of in vitro 
conservation strategies, somatic cells and tissues have emerged as interesting alternatives, especially for the 
conservation of wild mammals critically endangered. Thus, for the multiplication of these species, somatic banks have 
been used as karyoplast source in the cloning by somatic cell nuclear transfer, in research aimed at nuclear 
reprogramming and obtaining cells induced by pluripotency. In this sense, in order to meet these purposes, it is 
necessary to initially know the proper conditions for cryopreservation and manipulation of these tissues and cells, 
aiming at the adequate maintenance of all biological characteristics for the establishment of subsequent 
biotechnologies. Thus, the aim of this review is to conceptualize and present the crucial technical steps in the 
establishment of cryopreservation and in vitro manipulation of somatic tissues and cells, aiming at the promising and 
adequate use of these biological resources in the conservation of wild mammals. 
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Introdução 
 

A perda da biodiversidade de mamíferos silvestres ocasionada por fatores naturais e antrópicos tem resultado 
no aumento de pesquisas voltadas para o desenvolvimento de estratégias de conservação (Silva et al., 2016; Comizzoli, 
2017; Praxedes et al., 2018). Assim, no intuito de aumentar e manter populações de mamíferos silvestres, várias 
ferramentas podem ser propostas, como as técnicas in situ e ex situ (Andrabi et al., 2007). Apesar das ferramentas in 
situ aplicadas na conservação de habitats naturais sejam as ideais, as mesmas podem não ser eficientes para a 
propagação de pequenas populações (Caputcu et al., 2013). Nesse sentido, técnicas ex situ, como aquelas voltadas para 
a formação de bancos de recursos biológicos, têm sido empregadas, especialmente para a conservação de indivíduos 
ameaçados e criticamente ameaçados de extinção (Tunstall et al., 2018).  

Em geral, bancos biológicos são definidos como depósitos de gametas, embriões, tecidos gonadais, células e 
tecidos somáticos criopreservados após a colheita e processamento (León-Quinto et al., 2009). Ainda que as amostras 
gonadais e embriões sejam os bancos biológicos de primeira escolha, o interesse por amostras somáticas tem aumentado 
nos últimos anos (Tunstall et al., 2018). Uma das razões para esse interesse consiste na colheita tecidual ser realizada 
em um maior número de indivíduos de uma população, não se limitando ao gênero e a idade do animal (León-Quinto et 
al., 2011).  

Além disso, os diversos órgãos que compõe a constituição do indivíduo apresentam vários tipos celulares 
somáticos que podem ser utilizados para a obtenção de amostras para conservação (Santos et al., 2015). Entre os órgãos 
que essas amostras podem ser colhidas, a pele de diferentes regiões do animal tem sido empregada, principalmente em 
virtude de uma maior facilidade na colheita dos fragmentos, não sendo considerado um procedimento muito invasivo
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para o animal (Santos et al., 2016). Adicionalmente, a pele é constituída por uma abundância de células de interesse 
para a reprogramação nuclear (Fukuda et al., 2016), produção de células induzidas à pluripotência (Verma et al., 2012) 
e obtenção de crias por clonagem (Wani et al., 2017).  

Assim, diante da necessidade de multiplicação de mamíferos silvestres, esta revisão apresenta como propósito 
conceituar e apresentar as etapas técnicas cruciais no estabelecimento dos bancos de células e tecidos somáticos, 
objetivando o emprego nas biotecnologias de multiplicação do material biológico, especialmente a clonagem por 
transferência nuclear de células somáticas (TNCS). Adicionalmente, nós apresentaremos alguns resultados obtidos pela 
equipe do Laboratório de Biotecnologia Animal (LBA), da Universidade Federal Rural do Semi-Árido (UFERSA). 

 
Estabelecimento e formação de bancos de tecidos somáticos 

 
Ainda que seja mais interessante ter os bancos de células somáticas após o cultivo dos fragmentos teciduais, 

algumas vezes a ausência de condições de cultivo in vitro inviabilizam esses bancos, resultando assim na formação 
daqueles voltados para os tecidos somáticos (Borges et al., 2018a,b; Queiroz Neta al., 2018). Por essa razão, faz-se 
necessário o desenvolvimento dos protocolos de conservação tecidual, para que quando estes forem a última forma de 
conservação, a mesma seja eficiente.  

Em mamíferos silvestres, três técnicas de conservação de tecidos somáticos podem ser observadas, a 
criopreservação por congelação lenta (Mestre‐Citrinovitz et al., 2016), por vitrificação (Borges et al., 2017b) e a 
refrigeração a 4–6°C (Queiroz Neta et al., 2018). Esta última técnica tem sido especialmente empregada para a 
conservação em curto prazo de tecidos somáticos de populações localizadas em regiões de difícil acesso ou distantes 
dos laboratórios. Em catetos (Pecari tajacu), mamíferos silvestres encontrados no bioma Caatinga, e animais de estudos 
de nosso laboratório, foi observado que tecidos somáticos podem ser mantidos a 4–6°C por até 50 dias na presença de 
meio nutritivo sem afetar as características teciduais de espessura da epiderme, derme e tamanho total da pele (Queiroz 
Neta et al., 2018). Além disso, nós observamos que os tecidos conservados a 4–6°C por até 10 dias, independente da 
presença de meio nutritivo, resultaram em células mais viáveis, quando comparadas às células derivadas de tecidos 
conservados por 30 e 50 dias.  

Contudo, as técnicas de maior interesse na formação de bancos somáticos consistem naquelas que permitem a 
conservação por longos períodos, ou seja, a criopreservação (Pereira et al., 2016). Os primeiros trabalhos voltados para 
a criopreservação de tecidos somáticos em mamíferos silvestres foram desenvolvidos por Caamaño et al. (2008) em 
urso pardo (Ursus arctos). Posteriormente, León-Quinto et al. (2009, 2011) demonstraram o papel fundamental desses 
bancos na conservação de material genético do lince-ibérico (Lynx pardinus), um felídeo silvestre criticamente 
ameaçado, os quais obtiveram amostras somáticas de 69 indivíduos diferentes. Adicionalmente, outros mamíferos 
silvestres, ameaçados ou não de extinção, tiveram seus tecidos somáticos criopreservados (Tab. 1).  
 
Tabela 1. Estabelecimento de bancos de tecidos somáticos usando técnicas de criopreservação em alguns mamíferos 
silvestres.  
Autores/Ano  Espécie Objetivo do estudo Crioprotetores  Principais conclusões 
Caamaño et al., 
2008 

Ursus arctos  Comparar a congelação 
lenta1 e a vitrificação 
direta em criotubos2 na 
conservação tecidual 

10% de DMSO e 
10% de SFB1. 20% 
de EG, 20% de 
DMSO e 20% de 
SFB2 

Vitrificação direta em 
criotubos resultou numa 
menor proliferação celular e 
maior número de dias para 
atingir a subconfluência, 
quando comparado a 
congelação lenta.  

León-Quinto et al., 
2011  

Lynx pardinus Comparar a influência 
da combinação de 
crioprotetores na 
conservação tecidual 
por congelação lenta 

5%, 7,5%, 10%, 
12,5% e 15% de 
DMSO, na ausência 
e presença de 0,1 M 
ou 0,2 M de 
sacarose  

Combinação de 10% de DMSO 
associado à sacarose em ambas 
as concentrações foi mais 
eficiente na criopreservação 
tecidual, quando comparado às 
demais associações.  

Mestre-Citrinovitz 
et al., 2016 

Panthera onca Descrever os aspectos 
de obtenção de bancos 
somáticos por 
congelação lenta 

10% de DMSO Descrição de um protocolo 
para obtenção de fibroblastos 
como modelo para espécies 
silvestres. 

Borges et al., 
2017b 

Pecari tajacu Comparar a vitrificação 
em superfície sólida e 
vitrificação direta em 
criotubos 

20% de EG, 20% 
de DMSO, 0,25 de 
M de sacarose e 
10% de SFB 

Vitrificação em superfície 
sólida foi mais apropriada que 
a vitrificação direta em 
criotubos, de acordo com 
parâmetros histológicos e de 
cultivo in vitro.  

DMSO: Dimetilsulfóxido; EG: Etilenoglicol; SFB: Soro Fetal Bovino. 
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Em geral, três princípios são cruciais no emprego correto de um protocolo de criopreservação de tecidos 
somáticos. O primeiro consiste no conhecimento morfológico do tecido, visando encontrar similaridades e diferenças 
entre os tecidos derivados de mamíferos silvestres e domésticos filogeneticamente mais próximos, otimizando assim as 
escolhas das técnicas de criopreservação (Borges et al., 2017a). Após esse conhecimento, faz-se necessário estabelecer a 
técnica de criopreservação a ser empregada e nesse caso estudos têm mostrado a vitrificação como metodologia 
promissora para essa temática (Borges et al., 2017b). Finalmente, a escolha dos crioprotetores que mais eficientemente 
atuam nessas técnicas consiste na última etapa no estabelecimento destes bancos (Borges et al., 2018a,b).  

Assim, para exemplificar esse passo a passo no estabelecimento de bancos de tecidos somáticos, nosso grupo 
descreveu essas etapas em catetos. Inicialmente, nós observamos diferenças histológicas entre a pele da região auricular 
periférica de catetos e suínos, mamíferos domésticos filogeneticamente próximos (Borges et al., 2017a), quanto à 
espessura da epiderme (104,2 vs. 79,5 µm),  número de camadas da epiderme (3 vs. 5 camadas), e atividade 
proliferativa (2,48 vs. 1,22 número de regiões organizadoras nucleolares/célula), respectivamente. Com essas 
diferenças, as quais poderiam ter uma relação com a resposta do método e de penetração de crioprotetores, nós 
observamos que a vitrificação em superfície sólida foi mais eficiente para a conservação de fragmentos teciduais, 
quando comparada a vitrificação direta em criotubos (Borges et al., 2017b). Adicionalmente, usando a técnica mais 
eficiente, nós identificamos que a combinação de crioprotetores mais adequada para a manutenção da viabilidade das 
células desses fragmentos foi a associação de 3,0 M de etilenoglicol (EG), 0,25 M de sacarose e 10% de soro fetal 
bovino (SFB) (Borges et al., 2018a,b).  

 
Estabelecimento, caracterização e formação de bancos de células somáticas 

 
Independente da formação de bancos de tecidos somáticos, os bancos de células são essenciais, pois funcionam 

como matéria-prima de uso imediato nas biotecnologias aplicadas, especialmente como carioplastos (células doadoras 
de núcleo) na clonagem por TNCS (Pereira et al., 2016). Nesse sentido, células recuperadas de fragmentos teciduais não 
criopreservados e criopreservados são inicialmente caracterizadas quanto aos seus requerimentos nutritivos e demais 
condições ambientais de cultivo (Santos et al., 2015). Quanto às exigências nutritivas, células somáticas derivadas da 
pele têm sido cultivadas em meio essencial mínimo modificado por Dulbecco (DMEM) associado, principalmente, a 
SFB (Santos et al., 2016), antibióticos, glicose e fator de crescimento epidermal (León-Quinto et al., 2014).   

Em geral, para o estabelecimento em si, a obtenção das células ocorre a partir de cultivos primários e 
subcultivos, os quais permitem que as células sejam caracterizadas quanto aos seus aspectos morfológicos, condições de 
crescimento, viabilidade, atividade funcional e metabólica, além da homogeneidade da população celular (Santos et al., 
2015). Tais informações são essenciais na qualidade dos carioplastos, uma vez que a manipulação inadequada dessas 
células pode afetar a capacidade de reprogramação nuclear (Trokovic et al., 2015). Além disso, a maioria das células 
encontrada em cultivo de fragmentos de pele são fibroblastos (Tab. 2), e a caracterização e a confirmação de uma 
linhagem desse tipo celular permite a manipulação adequada dos carioplastos nas etapas subsequentes.  

Entre as informações importantes no estabelecimento de uma linhagem, além da avaliação morfológica e 
confirmação imunocitoquímica do tipo celular, o tempo de duplicação (em inglês, population doubling time, PDT) das 
células é essencial. Em catetos e onça-pintada (Panthera onca), nós observamos um PDT de 16 h (Borges et al., 2017b) 
e 26 h (Praxedes et al., 2017), respectivamente. Além disso, a viabilidade das células (Tab. 2) analisada principalmente 
pelo ensaio de azul de tripan permite conhecer a qualidade celular antes e após os protocolos de criopreservação (Santos 
et al., 2015).  

 
Tabela 2. Estabelecimento de bancos de células somáticas em alguns mamíferos silvestres. 
Autores/Ano  Espécie Meio de cultivo Viabilidade antes da 

criopreservação  
Viabilidade após a 
criopreservação  

Fukuda et al., 
2016 

Bubalus quarlesi DMEM suplementado com 
10% de SFB e 1% de solução 
de antibióticos e antimicóticos 

NI NI 

Magalhães et al., 
2017  

Mazama 
gouazoubira 

DMEM suplementado com 
10% de SFB e 2% de solução 
de antibióticos e antimicóticos 

~95% ~80% 

Sharma et al., 
2018 

Camelus 
bactrianus 

HiFibroXL suplementado com 
20% de SFB e solução de 
antibióticos e antimicóticos 

98% 89% 

Siengdee et al., 
2018 

Elephas maximus DMEM suplementado com 
20% de SFB e 2% de solução 
de antibióticos e antimicóticos 

97,3% 95,5% 

SFB: Soro Fetal Bovino; NI: não informado; HiFibroXL: Human specific fibroblast  medium.  
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A formação de bancos de células somáticas tem sido realizada pelo emprego da congelação lenta (León-Quinto 
et al., 2014; Magalhães et al., 2017), tendo variações na escolha dos crioprotetores intracelulares, como o EG a 10%, 
dimetilsulfóxido (DMSO) a 10% e extracelulares, como a sacarose a 0,2 M e o SFB a 10% (León-Quinto et al., 2014; 
Lira et al., 2017). Em estudos realizados com o lince-ibérico, León-Quinto et al. (2014) observaram que a sacarose tem 
um efeito positivo na conservação da viabilidade celular, uma vez que promove uma diminuição na pressão osmótica 
durante a criopreservação pelo mecanismo de desidratação celular, resultando num aumento da viabilidade celular após 
a descongelação (Cetinkaya and Arat, 2011). Em estudos realizados em catetos (Lira et al., 2017) e onça-pintada 
(Praxedes et al., 2017), nosso grupo (LBA, UFERSA) também observou essa influência positiva da sacarose quando 
associada a crioprotetores intracelulares (DMSO e EG) sobre a conservação de células derivadas da pele.  

 
Aplicações dos bancos somáticos na transferência nuclear de células somáticas 

 
Após a obtenção dos bancos somáticos, a etapa seguinte para o seu emprego na clonagem por TNCS, consiste 

na sincronização das células somáticas em G0-G1 do ciclo celular (Wani et al., 2017). Em geral, a eficiência dessa etapa 
é variável e depende dos processamentos anteriores realizados nas células somáticas, bem como do tipo celular, espécie 
e método de sincronização empregado, o qual poderá ser a privação de SFB, inibição por contato e uso de inibidores 
químicos (Fukuda et al., 2016). Para exemplificar essa eficiência variável da sincronização, Gallegos et al. (2016) ao 
comparar diferentes métodos de sincronização de células do gato doméstico e do gato-chileno (Leopardus guigna), 
observaram diferenças no grau de apoptose apenas para células do gato-chileno sincronizadas por inibição por contato, 
sugerindo para esta espécie o método de privação de SFB seria interessante para a sincronização de células em G0-G1.    

Em mamíferos silvestres, o sucesso da clonagem por TNCS já foi observado em várias espécies, sendo o uso 
da clonagem interspecífica, ou seja, citoplastos (oócitos receptores) de espécie diferente da espécie que se pretende 
clonar, a técnica mais empregada. Dois exemplos clássicos demonstram o sucesso da clonagem neste grupo de espécies. 
Inicialmente, Folch et al. (2009), usando citoplastos de caprinos domésticos, clonaram uma subespécie extinta, a Capra 
pyrenaica pryenaica, usando carioplastos de uma fêmea que veio a óbito em 2000. Em 2017, Wani et al. clonaram o 
camelo bactriano (Camelus bactrianus), uma espécie criticamente ameaçada, usando citoplastos de camelos domésticos 
e fibroblastos da pele como carioplastos.  

Finalmente, a produção de células induzidas à pluripotência (em inglês, induced pluripotent stem cells, iPS ou 
iPSC) poderia fornecer uma fonte única de células pluripotentes como fonte de carioplasto para a clonagem e para a 
diferenciação em gametas. Estudos relacionados a esta aplicação já foram desenvolvidos em alguns mamíferos silvestres, 
como dril (Mandrillus leucophaeus), rinoceronte branco do norte (Ceratotherium simum cottoni, Ben-Nun et al., 2011), e 
leopardo das neves (Panther uncia, Verma et al., 2012), onde esses autores geraram iPSC a partir de fibroblastos. Ainda, 
espera-se com o aprimoramento da técnica, sejam também aumentadas suas aplicabilidades e finalidades. 
 

Considerações finais 
 
Desde que o primeiro mamífero foi clonado usando células somáticas, a clonagem por TNCS tem permitido a 

obtenção de crias em diferentes mamíferos silvestres, especialmente aqueles criticamente ameaçados de extinção. Isso 
porque tanto os bancos somáticos quanto suas aplicações, seja na multiplicação de indivíduos ou na produção de iPSC, 
tem surgido como medidas altamente emergenciais na conservação da biodiversidade. Assim, estabelecer, caracterizar e 
formar os bancos de células e tecidos somáticos consiste numa abordagem promissora, uma vez que criopreservar esse 
material biológico permite conservar amostras de diferentes indivíduos e gerações de populações para futuras 
aplicações.  
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