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Resumo 
 

Um repositório de amostras biológicas, ou biobanco, pode ser definido como uma coleção-base de 
amostras orgânicas de origem humana, animal, vegetal ou microbiana, destinados para a conservação da 
ampla variabilidade dos recursos genéticos, apresentando-se como uma alternativa para a manutenção da 
biodiversidade. Esses repositórios são instrumentos indispensáveis no proposito de salvaguardar e 
coordenar um conjunto de informações da fauna silvestre, dando origem a uma rede de dados para o 
desenvolvimento de estratégias para a conservação de espécimes com genótipos raros ou ameaçados. 
Portanto, esta revisão tem como objetivo ressaltar a importância e aplicabilidade dos biobancos para a 
conservação da vida silvestre, destacando o estado da arte, e enfatizando os aspectos técnicos, 
procedimentos necessários para sua implementação e quais os principais desafios e pespectivas para o 
aprimoramento e utilização desse recurso na biotecnologia reprodutiva. 
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Abstract 
 

A repository of biological samples or biobanks can be defined as a base collection of organic 
samples of human, animal, plant or microbial origin, intended for the conservation of the wide variability 
of genetic resources, presenting itself as an alternative for the maintenance of the biodiversity. These 
repositories are indispensable instruments for the purpose of safeguarding and coordinating a set of 
information on wildlife, giving rise to a data network for the development of strategies for the conservation of 
specimens with rare or endangered genotypes. Therefore, this review aims to highlight the importance and 
applicability of biobanks for the conservation of wildlife, highlighting the state of the art, and emphasizing the 
technical aspects, as well as the necessary procedures for its implementation and what are the main 
challenges and perspectives for the improvement and use of this resource in reproductive biotechnology. 
 
Keywords: cryopreservation, gonadal tissue, wild animals, biomaterials. 
 

Introdução 
 

Há aproximadamente três décadas, a coleta sistemática e o acondicionamento criogênico de 
biomateriais de diferentes espécies silvestres estão em desenvolvimento com a intenção de salvaguardar a 
diversidade dos recursos genéticos, além de melhorar as técnicas de manejo em animais de vida livre (in situ) 
ou em cativeiro (ex situ) (Comizzoli e Wildt, 2017). Um biobanco pode ser definido como um repositório 
de biomateriais biológicos, em outras palavras, uma coleção organizada de amostras biológicas com dados 
associados predominantemente para pesquisa ou manutenção, por exemplo, para utilização dos recursos 
genéticos oriundos de animais de cativeiro ou de vida livre (Evangelista et al., 2022). Essas amostras são 
vitais para melhorar a compreensão da biologia fundamental de espécies raras e ameaçadas, auxiliando no 
desenvolvimento e implementação das biotecnologias reprodutivas (Comizzoli e Wildt 2017).  

Os progressos recentes nas áreas da Biotecnologia e Medicina Veterinária auxiliaram na criação 
dos biobancos como ferramentas para a aquisição de informações com nível mais elevado de detalhamento 
dos biomateriais, melhorando a compreensão nas áreas da ciência animal, como por exemplo, na segurança 
alimentar, saúde animal, conservação genética e biotecnologia reprodutiva (Lombardo et al, 2015). Outro 
fator que vem tomando destaque dentro dessa temática é a flexibilização e compartilhamento de dados, por 
meio da informatização dos biobancos (biorepositórios virtuais), isso garante a obtenção de dados sem a 
necessidade de usar materialmente as amostras biológicas, garantindo o avanço de uma rede de informações 
para melhorar a logística de colaboração com outros biobancos nacionais ou internacionais (Van Draanen, 
2016). Para garantir a sua utilização de forma mais efetiva, os zoológicos, parques de conservação, 
laboratórios de pesquisa animal, e até mesmo em outros biobancos, é necessário trabalhar de forma coesa 
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e ter acesso livre aos recursos e informações de cada um desses mencionados (Brahmasani et al., 2021). 
Milhões de amostras em todo o mundo são armazenadas para realização de pesquisas e diagnósticos de 

patologias durante o decorrer dos anos, contudo, para algumas áreas com pesquisas em andamento, a falta de 
materiais e modelos de biobancos adequados são os grandes obstáculos para frear o aprimoramento dessa 
tecnologia (Lombardo et al., 2015). De fato, como mencionado por Comizzoli e Wildt (2017), os criobancos 
podem ser considerados uma “lacuna crucial não preenchida” que oferece um armazenamento na forma de cópias 
de segurança do material genético de espécimes vivos que já estão sob forte ameaça ou em um futuro próximo.  

Diante de tudo que foi apresentado, o presente trabalho tem por objetivo enfatizar a importância 
dos biobancos para a conservação da vida silvestre, assim como o estado da arte acerca dos aspectos 
técnicos, bem como os procedimentos necessários para sua implementação e quais os principais desafios e 
pespectivas para o aprimoramento e utilização desse recurso na biotecnologia reprodutiva. 

 

Aspectos técnicos para a formação dos biorepositórios 
 

A criopreservação é um componente crítico para a formação de biobancos de amostras biológicas. 
Primeiramente, é necessário que nesse processo haja a redução da atividade metabólica das células, parcial 
ou completamente, pela refrigeração gradual das células/tecidos a temperaturas abaixo de zero, que serão 
acondicionados em botijões criogênicos, no nitrogênio líquido a -196°C, ou em sua fase de vapor a -150°C 
(Domingues et al., 2011; Brahmasani et al., 2021). Na tentativa de minimizar os efeitos deletérios da 
redução acentuada da temperatura, as soluções de criopreservação são acrescidas com agentes 
crioprotetores com o intuito de proteger as células de possíveis danos devido à formação de cristais de gelo 
intracelulares (Palomar e Molina, 2017). Depois de armazenadas em criobanco, essas amostras biológicas 
viáveis e criopreservadas, poderão garantir a manutenção ou regeneração de um espécime para fins de 
conservação. É importante ressaltar que essas amostras são altamente especializadas na medida em que 
requerem a aplicabilidade de várias biotecnologias bastante complexas, além da implementação de outras 
tecnologias emergentes (Rhiannon et al., 2022). A aplicação dessas técnicas deve acontecer de forma 
harmônica para ser verdadeiramente eficaz. Os processos que estão interligados ao biobanco são: coleta, 
preservação e acessibilidade das amostras para serem destinados para os mais diversos fins futuros, além 
de permitir a aplicação de outras biotecnologias para utilização das amostras (Fig. 1). 

 

 
 

Figura 1. Esquema de funcionamento e atribuições dos biobancos para a conservação da vida silvestre. As amostras 
podem ser coletadas em animais vivos ou mortos. Logo após a coleta, os materiais biológicos são submetidos ao 
processo lento e gradual de refrigeração antes de serem acondicionados no repositório do biobanco em temperaturas 
criogências (-196 °C). Nessas condições e com protocolos adequados, é possível preservar tecidos gonadais, ovócitos, 
espermatozoides, entre outros. Posteriormente, esse material biológico pode ser utilizado para a produção de 
descendentes por meio da maturação e fertilização in vitro (MIV - FIV), como também essas células preservadas podem 
ser aplicadas em outras biotecnologias reprodutivas, como exemplo, através da transferência nuclear de células 
somáticas (SCNT e iSCNT - interespecíficas), na busca de garantir a perpetuação de espécimes ameaçados de extinção. 
Em outro cenário, essas células podem ser destinadas para a geração de células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) 
e no isolamento de células-tronco embrionárias (ESC), que poderão futuramente serem aplicadas para a produção de 
gametas. Por fim, por ser um repositório permanente de material biológico, essa característica permite a implementação 
de novas tecnologias emergentes, que no futuro próximo permitiram a extrapolação em larga escala na conservação da 
vida selvagens (Adaptado de Brahmasani et al., 2021). 
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O desenvolvimento dos biobancos compreende diferentes protocolos de coleta, manipulação, 
acondicionamento e informatização de dados referentes aos biomateriais, que são etapas fundamentais para 
diversas áreas de pesquisa (Vaught e Lockhart, 2012). Esses vários eventos podem influir na qualidade final 
das amostras biológicas e no sucesso durante a utilização (Strand et al., 2020). Quando observado o 
desenho, fluxograma e utilização dos biobancos é possível verificar uma característica heterogênea, que 
permite a obtenção de dados para diferentes interesses e tipos de estudos científicos, é importante salientar 
que os dados e as amostras inevitavelmente acabam sendo obtidos sob condições distintas e com 
regulamentação ainda em processo de padronização (Coppola et al., 2019).  Haja vista que o presente texto 
tem foco na implementação dos biorepositórios, serão aqui abordados apenas os aspectos técnicos 
relacionados as biotecnologias aplicadas na reprodução assistida em animais silvestres.  
 

Conservação de gametas masculinos e tecidos gonadais 
 

Pela grande diversidade de espécies silvestres, cada uma com suas peculiaridades, foram 
desenvolvidos diversos métodos para a obtenção de sêmen, e dentre eles, pode-se destacar o uso da 
manipulação digital do pênis, vagina artificial, eletroejaculação, coleta farmacológica de sêmen (Rola et 
al., 2012; Ribeiro et al., 2019). Contudo, o método de eleição para a obtenção de sêmen nesses animais é 
por meio da eletroejaculação sob anestesia, uma vez que, a manipulação dos mesmos envolve diversos 
entraves e riscos relacionados ao seu temperamento agressivo. Baseada na estimulação do reflexo 
ejaculatório por meio de pulsos elétricos a técnica de eletroejaculação, consiste na introdução de um 
transdutor linear transretal com eletrodos posicionados ventralmente, acoplado a um aparelho portátil 
produtor de voltagem específica e acompanhada da administração de estímulos elétricos de maneira 
progressiva e em séries até a ejaculação ou não (Silva et al., 2004).  

Em relação aos diferentes métodos de obtenção de gametas masculinos e protocolos de 
armazenamento, a manutenção temperatura de refrigeração é uma etapa crucial para assegurar a viabilidade 
das amostras durante o transporte, principalmente para aquelas coletas realizadas a campo e de posterior 
processamento (Zimkus et al., 2018). No decorrer das coletas, as normas de biosseguranças são 
preconizadas, pois é indispensável considerar todas as amostras de animais silvestres como eventualmente 
contaminadas, assim todos os procedimentos de coleta, transferência e acondicionamento devem ser 
realizados com extrema cautela (Santos e Cubas, 2014).  Por fim, uma vez coletados, esses gametas podem 
ser direcionados para à criopreservação cuja eficácia é dependente da composição do diluente em 
associação com os crioprotetores (interno e externo) e uma curva de congelação ideal (Hussain et al., 2011). 
Apesar da criopreservação de sêmen ser uma técnica já consolidada, diferenças na sua eficácia podem ser 
atribuídas a particularidades de cada espécie. 

Uma alternativa bastante interessante para a conservação espermática é a criopreservação de 
células epididimárias, sendo uma tecnica de preservação importantíssima para aqueles casos em que os 
animais passaram por procedimentos de esterilazação cirúrgica ou que vieram a óbito. Nesses casos, por 
meio dessa metodologia, existe a possibilidade de transporte e armazenamento por tempo indeterminado, 
além de permitir o transporte de material genético entre localidades distantes (Varesi, 2012). O processo de 
coleta e criopreservação de células espermáticas post-mortem é frequentemente referido como “resgate de 
gametas” e é aplicado pelos pesquisadores para impedir o desaparecimento dos recursos genéticos 
masculinos de uma população (Rhiannon et al., 2022). Para facilitar a obtenção de espermatozoides 
epididimários, diversa técnicas foram desenvolvidas, sendo preferivelmente empregadas as técnicas de 
flutuação e a de fluxo retrógado (Lopes et al., 2020). A primeira compreende em realizar o fatiamento da 
região da cauda do epidídimo e acondiciona-lo em meio diluidor para permitir a migração dos 
espermatozoides para o meio (Bergo, 2018); o outro método busca promover um fluxo retrógado na 
cauda do epidídimo, por meio da aplicação de pressão aos vasos deferentes até que o conteúdo seminal da 
região da cauda saia através de uma pequena incisão na junção com o corpo do epidídimo (Bustamante, 
2019).  

Contudo, se está técnica falhar, ou o indivíduo for pré-pubere, as gônadas continuam sendo uma 
fonte viável para obtenção de espermatozoides (Fayomi et al., 2019). A criopreservação de tecido testicular 
é outra técnica interessante para amplificar o potencial em resguardar exemplares genéticos de animais 
raros e ameaçados de extinção que morreram inesperadamente. Além disso, existem algumas técnicas que 
podem ser usadas na preservação de tecido testicular (Rhiannon et al., 2022). De modo geral, dois métodos 
são reportados para a conservação de tecido testicular em espécimes silvestres: a criopreservação lenta 
(redução gradual de temperatura, associada a baixas concentrações de agentes crioprotetores) e a 
vitrificação (rápidas taxas de congelação, associadas a altas concentrações de crioprotetores) (Silva et al., 
2019), cuja eficiência depende de diferentes fatores relacionados ao aumento das exigências de permeação 
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do crioprotetor e ao aumento da heterogeneidade do tecido (Pothana et al., 2017). Em animais silvestre, 
estas técnicas mencionadas já foram aplicadas com sucesso na conservação de gametas masculinos, esses 
resultados estãos descritos com detalhes nesta revisão (Tab. 1). 

 
Tabela 1. Exemplo de espécies silvestres para as quais a criopreservação de gametas e de tecido testicular 
foram alcançadas. 

Espécie 
Técnicas de 

obtenção 
Extensores 

Motilidade / Pós-
descongelação (%) 

Autores 

Gato-do-mato 
(Leopardus 

tigrinus) 

Eletroejaculação 

Test Yolk Buffer® + 
12% glicerol e 20% 

gema de ovo 
 30,6 ± 6,5 (Erdmann, 2005) 

Test Yolk Buffer® + 
6% de glicerol 

 
55,2 ± 2,4 (Erdmann et al., 2014) 

Gato-maracajá 
(Leopardus 

wiedii) 

Test Yolk Buffer® + 
12% glicerol e 20% 

gema 
25,0 ± 3,6 (Erdmann et al., 2019) 

Onça pintada  
(Panthera onca) 

Diluente A 
(20% gema, 11% 

lactose, 1000 UI/ml 
penicilina, 1000 mg/ml 

de estreptomicina) 
+ 

Diluente B 
(20 % gema, 11% 

lactose, 1000 UI/ml de 
penicilina, 1000 mg/ml 
de estreptomicina e 8% 

de glicerol) 

 
26,7 ± 3,4 

(Paz et al., 2007) 

Jaguatirica  
(Leopardus 
pardalis) 

 

Convencional: 
Tris, 20% de gema e 7% 

glicerol 
 

Comercial: 
BotuCRIO® 

contendo 7% de 
glicerol. 

 
73,1 ± 3,4 

 
 

61,0 ± 9,2 
 

(Tebet et al., 2022) 

Suçuarana 
(Puma concolor) 

Tris-Citrato + 5% de 
glicerol 

 
42,5 ± 6,4 

 

(Deco-Souza et al., 
2013) 

Mico-leão-da-
cara-dourada 

(Leontopithecus 
chrysomelas) 

BotuBOV® 60,0 ± 14,5 (Arakaki et al., 2019) 

Cateto 
(Pecari tajacu) 

 
ACP-16c + 20% gema e 

3% glicerol 
 

 
48,3 ± 6,1 

 
(Silva et al., 2012) 

Extrato Aloe Vera 20% 
e glicerol 3%. 

 
46,4 ± 3,9 

 
(Souza et al., 2016) 

Tamanduá-
bandeira  

(Myrmecophaga 
tridactyla 

OptiXcell® 30,0 (Silva et al., 2019) 

Cutia  
Recuperação 
epididimária 

ACP-108® + gema e 
12% de glicerol 

26,5 ± 2,6 (Silva et al., 2011) 
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(Dasyprocta 
agut) 

 
(lavagem 

retrógrada) Cutia  
(Dasyprocta 

leporina) 

ACP-108® + 20% de 
gema e 3% de glicerol 

47,5 ± 8,4 (Castelo et al., 2015) 

Cateto 
(Pecari tajacu) 

Tris - gema + 12% de 
glicerol 

49,8 ± 5,2 (Bezerra et al., 2018) 

Preá-de-dentes-
amarelados  
(Galea spixii 

spixii) 

Tris + 20% de gema e 
6% de glicerol 

60,9 ± 4,4 (Silva et al., 2018) 

Preá-de-dentes-
amarelos-do-

Spix  
(Galea spixii 

Wagler, 1831) 

Tris + 12% gema + 12% 
de glicerol 

48,2 ± 7,4 (Moreira et al., 2021) 

Espécie 
Criopreservação 

de tecido 
testicular 

Meio de 
criopreservação 

Resultados Referências 

Preá 
(Galea spixii ) 

Vitrificação de 
superfície sólida 

MEM com 10% de soro 
fetal bovino mais 0,25 
M de sacarose por 5 

min antes da exposição 
a 3 M etilenoglicol por 

5 min. 

Os resultados foram 
semelhantes ao 

controle para inchaço 
das células, perda de 
células e ruptura da 

membrana.  

(Silva et al., 2016) 

Cateto 
(Pecari tajacu) 

vitrificação de 
superfície sólida 

Meio Essencial Mínimo 
(MEM) suplementado 
com sacarose 0,25 M e 
soro fetal bovino (FBS) 
10% (v/v) e a 
combinação 
(DMSO/EG) contendo 
uma concentração de 1,5 
M de cada crioprotetor. 

Viabilidade das 
células germinativas 
foi de cerca de 80% 
para tecido fresco e 
30-40% em tecidos 
vitrificados. 
 

(Silva et al., 2019) 

Cateto 
(Pecari tajacu 

Linnaeus, 1758) 

 
 

Congelação lenta 
 

MEM suplementado 
com 0,25 M de sacarose, 
10% de soro fetal bovino 
(FBS) e 1,5 M de 
crioprotetor intracelular 
(0,75 M de DMSO + 
0,75 M de EG) 

Viabilidade das 
células germinativas 
foi de cerca de 84 ± 
2,1% para tecido 
fresco e 67,0 ± 8,4 - 
52,8 ± 10,3% em 
tecidos sob 
congelação lenta e 
vitrificação 
convencional. 

(Silva et al., 2021) 

Vitrificação 

MEM suplementado 
com 0,25 M de sacarose, 
10% de FBS e 3,0 M de 
crioprotetor intracelular 
(1,5 M de DMSO + 1,5 
M de EG) 

Cutia  
(Dasyprocta 

leporina 
Linnaeus, 1758) 

Vitrificação de 
superfície sólida 

MEM suplementado 
com 0,25 M de sacarose 
e 10% de soro fetal 
bovino (FBS) e 
concentrações de 1,5 M 
DMSO + 1,5 M EG. 

Viabilidade das 
células germinativas 
foi de cerca de 80,6 ± 

0,5% para tecido 
fresco e 31,6 ± 1,2% 
a 45,6 ± 2,9% entre 

os tratamentos. 

(Silva et al., 2022) 
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Conservação de gametas femininos, tecido ovariano e embriões 
 

Os protocolos de criopreservação de gametas femininos em animais silvestres ainda não foram 
completamente padronizados. Isso pode ser reflexo das grandes limitações em relação ao número de 
animais disponíveis e os desafios associados ao congelamento dos oócitos, pois os mesmos possuem 
tamanho e propriedades bem peculiares (Comizzoli, 2017). Contudo sua relevância é indiscutível para a 
interface entre os programas de conservação de recursos genéticos in situ e ex situ (Andrabi e Maxwell, 
2007). Os processos de estocagem do tecido ovariano, dos folículos isolados ou dos oócitos maduros ou 
imaturos, são biotecnologias que representam alternativas bem interessantes na conservação de gametas 
femininos e um complemento para a criopreservação de sêmen (Lermen et al., 2009). As formas de 
obtenção desses biomateriais podem ser realizadas por meio de punções foliculares, biópsias do tecido 
ovariano, ovariectomia uni ou bilateral ou colheita do ovário obtido de imediato logo após a morte do 
animal, independentemente da idade (Domingues et al., 2007).  

A recuperação e criopreservação de oócitos e embriões de animais silvestres mortos/ameaçados 
de extinção podem ser alcançados pela extrapolação e adaptação de dois métodos para este fim, a 
congelação lenta e a vitrificação (Xu et al., 2012; Bhat e Sofi, 2021). Em ambas as técnicas as células são 
tratadas com agentes crioprotetores para prevenirem criolesões/danos; em seguida, as células são 
refrigeradas de maneira controlada em temperaturas abaixo de zero, além disso, é importante salientar que 
para esses dois sistemas de criopreservação exigem diferentes concentrações de criporotetores e aplicam 
diferentes taxas de congelamento (Aljaser, 2022). Por motivos relacionados com a área de superfície e o 
volume do oócito, essas características podem desencadear um aumento dos níveis de formação de gelo 
intracelular durante o processo de criopreservação, tornando a técnica mais desafiadora, entretanto, é 
possível encontrar tentativas do seu uso em várias espécies, inclusive em espécimes silvestres (Tab. 2) 
(Borini e Bianchi, 2012).  

Dependendo do estado de desenvolvimento do oócito, essas lesões que ocorrem no decorrer do 
processo de criopreservação acabam sendo exacerbadas pela baixa e variável permeabilidade da membrana 
aos crioprotetores (García-Martínez et al., 2021), nessa situação, essas variações podem acarretar aumento 
no número de rupturas e morte celular, gerando taxas de fertilização baixas de oócitos pós-descongelamento 
(Tharasanit e Thuwanut 2021). Como alternativa, o congelamento rápido ou vitrificação é uma técnica de 
congelamento ultrarrápido e com altas concentrações de crioprotetores, que resulta na solidificação sem 
formação de cristais de gelo, permitindo colocar células em temperaturas criogênicas (Aljaser, 2022). A 
vitrificação tem sido adotada com sucesso na criopreservação de oócitos, contudo, devido a sua estrutura 
complexa e sensibilidade ao frio, ainda é desafiadora a sua aplicabilidade (Prentice e Anzar 2010). As 
evidências sugerem que ambas as técnicas podem ser selecionadas para a conservação de oócitos, pelo 
menos para alguns espécimes de vida livre (Bhat e Sofi, 2021).  

Uma abordagem alternativa para armazenar oócitos é a criopreservação de tecido ovariano 
contendo oócitos imaturos, que se tornou uma opção promissora para preservar células germinativas e 
gametas de vertebrados ameaçados de extinção, sendo essa já aplicada em algumas espécies silvestres (Tabe 
2) (Comizzoli e Wildt, 2014; Comizzoli, 2015). Após a morte, eutanásia ou esterilização cirúrgica, uma 
porção do ovário (córtex contendo folículos imaturos) pode ser submetido a criopreservação. Nesse 
procedimento, essa região é dissecada e fragmentada em pequenas tiras sob meios estéreis antes do 
congelamento (Hinkle et al., 2021). Existe um potencial enorme em produzir um grande número de oócitos 
a partir do tecido ovariano processado em laboratório, no qual os oócitos recuperados podem ser levados 
para maturação in vitro e fertilização in vitro para a produção de embriões (Rhiannon et al., 2022). Os 
principais entraves no estabelecimento dos protocolos de criopreservação de tecido ovariano em diferentes 
espécimes silvestres envolvem a alta complexidade da arquitetura estrutural do tecido gonadal e a 
heterogeneidade celular (Jewgenow e Songsasen, 2014). Para solucionar essas limitações, é importante 
compreender os efeitos da criopreservação na proliferação e apoptose das células submetidas aos protocolos 
de congelamentos em cada espécie, no intuito de aprimorar o sucesso no desenvolvimento folicular e 
produção de gametas, para no futuro serem submetidos a cultura in vitro e/ou transplante de tecido gonadal 
(Gastal et al., 2018). 

Por fim, a criopreservação de embriões é uma ferramenta interessante para manutenção de recursos 
genéticos de animais domésticos e silvestres, permitindo o melhor uso futuro dos recursos genéticos 
(Saragusty e Arav, 2011). Do ponto de vista conservacionista, a criopreservação de embriões tem como 
vantagem permitir a preservação de todo complemento genético de ambos os progenitores, além disso, 
garante a eficiente utilização do material genético de uma fêmea valiosa que é fisicamente incapacidade de 
se reproduzir (Saragusty e Arav, 2011; Bhat e Sofi, 2021). Embora não seja uma problemática para espécies 
domesticadas, reunir machos e fêmeas para gerar embriões é um processo bem rápido e fácil, porém, em 
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muitas outras espécies isso pode ser um problema bem difícil de ser resolvido e quando finalmente esses 
embriões são gerados, na maioria das vezes é mais interessante o prosseguimento da gestação ao invés da 
realização da coleta e armazenamento desse material (Saragusty e Arav, 2011). Porém, para ter êxito na 
criopreservação de embriões, é necessário testar e ajustar os protocolos utilizando embriões da espécie alvo, 
o que geralmente é quase impossível em espécies ameaçadas de extinção, onde a possibilidade de obtenção 
de embriões é muito rara. Na tentativa de superar essa limitação, é interessante a utilização de animais de 
laboratório, fazenda ou de companhia como modelos (Saragusty e Arav, 2011). Os biobancos de embriões 
podem, assim, auxiliar no desenvolvimento de populações fundadoras objetivando eventualmente a 
reintrodução na natureza (Silva et al., 2012). Futuramente, para que gestações bem sucedidas sejam uma 
rotina nos criatórios ou zoológicos, são essenciais mais estudos abrangentes acerca da criopreservação e 
dos agentes crioprotetores, maturação e fertilização de embriões (Bhat e Sofi, 2021). 

O estabelecimento da criopreservação de embriões em espécies domesticas já está em um estágio 
bastante avançado, contudo, ainda é necessário o aperfeiçoamento dos procedimentos dentro da técnica, 
para garantir melhores taxas de sobrevivência embrionária e, posteriormente, a sua extrapolação em animais 
silvestres ameaçados (Silva et al., 2012). Há pouco tempo, importantes passos foram dados para a 
biotecnologia de embriões em animais silvestres, como por exemplo, a produção in vitro de embriões de 
um primata neotropical (Cebus apella – Lima et al., 2012), produção de embriões partenogênicos de cateto 
(Pecari tajacu Linnaeus, 1758 – Borges et al., 2018), e a fertilização in vitro heteróloga e produção de 
embriões para avaliação de sêmen de onça-pintada (Panthera onca Linnaeus, 1758 – Santos et al., 2022). 
A criopreservação de oócitos, tecidos gonadais e embriões podem ser aditivos importantes na luta pela 
preservação de espécies, garantindo a estocagem a longo prazo e a proteção da diversidade genética 
existente, sendo um seguro contra a perda de populações silvestres devido a caça, trafico, alterações no seu 
habitat, escassez de alimento, epidemias e desastres naturais (Bhat e Sofi, 2021).  
 
Tabela 2. Conservação de gametas femininos e embriões em animais silvestres: métodos e resultados. 

Espécies Método Material 
Condições de 

criopreservação 
Resultado Autores 

Cutia  
(Dasyprocta 

aguti) 

Criopreservação 
lenta 

Tecido 
ovariano 

Meio contendo 1,8 mL de 
HMEM+ (HMEM + 10% de 
soro fetal bovino) e 
adicionado propanodiol 
(PROH) 1,5 M. 

Morfologia e ultraestrutura 
do folículo satisfatória. 
Apenas os folículos 
congelados com PROH 
apresentaram ultraestrutura 
normal. 
PROH: 62.00±6.91% 

(Wanderley 
et al., 2012) 

Preá  
 (Galea spixii 
Wagler, 1831) 

Vitrificação de 
superfície sólida 

Tecido 
ovariano 

3 M de DMSO em meio 
mínimo essencial (MEM), 
suplementado com 0,25 M 
de sacarose (SUC) e 10% de 
soro fetal de vitela (FCS). 

Redução na proporção de 
folículos pré-antrais 
morfologicamente normais 
em relação ao grupo não 
vitrificado (69,5% vs 
91,2%, respectivamente).  

(Praxedes et 
al., 2017) 

Cutia 
(Dasyprocta 

leporina, 
Lichteinstein, 

1823) 

Vitrificação - 
Xenotransplante 

Tecido 
ovariano 

 
MEM suplementado com 10 
mg mL1 de soro fetal bovino 
(FCS) e 0,25 M de sacarose, 
com a adição de 3,0 M de 
dimetilsulfóxido (DMSO) e 
3,0 M de etilenoglicol (EG) 
como agentes crioprotetores 
(CPAs). 

Controle fresco 
Primordiais: 61,1%, 
Transição:                14,4% 
Primário:                  15,6% 
Controle-vitrificado 
Primordial:               41,7% 
Primário:                  26,7%  
Xeno-fresco  
Primordiais: 63,6% 
Transição:                  9,1%  
Primário:                    9,1% 
Xenovitrificado 
Primordiais:                40% 
Transição:                   7,5% 
Primário:                  12,5% 

(Praxedes et 
al., 2018) 

Catetos 
(Pecari 
tajacu) 

Ovarian Tissue 
Cryosystem 

(OTC) 

Tecido 
ovariano 

MEM suplementado com 
sacarose (0,25 M), 10% de 

OTC proporcionou 
folículos pré-antrais 
morfologicamente normais 

(Campos et 
al., 2019) 
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soro fetal bovino (FBS) e 3 
M EG. 

semelhante ao grupo 
controle fresco (75,6 ± 
8,6%). Análise de apoptose 
(46,7%).  

Catetos 
(Pecari 
tajacu) 

vitrificação de 
superfície sólida 

Tecido 
ovariano 

MEM suplementado com 
sacarose (0,25 M) e 10% de 
soro fetal de vitela (FCS), 
acrescido etilenoglicol – EG 
em concentrações finais de 3 
ou 6 M na solução. 

Folículos pré-antrais 
morfologicamente normais. 
Em folículos primordiais, a 
preservação mais efetiva foi 
alcançada com o uso de EG 
a 3 M (74,2±7,3%). A 
viabilidade foi preservada 
com o uso de EG a 3 (97%) 
ou 6 (97%) M. 

(Lima et al., 
2019) 

Cutia 
(Dasyprocta 

leporina 
Linnaeus, 

1758) 

Ovarian Tissue 
Cryosystem 

(OTC) 

Tecido 
ovariano 

MEM mais 10 mg mL - 1 de 
soro fetal de bezerro e 0,25 
M de sacarose, com 3,0 M de 
etilenoglicol 

Carga bacteriana total 3120 
UFC/mL; Preservaram da 
integridade do DNA 
41,67%; Folículos 
primários 86,5 ± 5,5%. 

(Praxedes et 
al., 2021) 

 
Conservação de tecidos somáticos 

 
A criopreservação de tecido somático pode ser estabelecida para a conservação da biodiversidade, 

principalmente para espécimes silvestres, com o intuito de apoiar a conservação (Borges et al., 2017). A 
formação de biobancos de tecidos somáticos para obtenção de células da pele tem sido aconselhado como 
uma técnica viável e prática para a preservação de espécies (Praxedes et al., 2018). Diferentes técnicas são 
aplicadas para a preservação tecidual, essas consistem no congelamento rápido ou lento e a vitrificação. 
Em ambas as metodologias, alguns aspectos podem atuar na variação dos resultados, como o método a ser 
aplicado, os tipos e concentração dos crioprotetores e oscilações de temperatura (Carvalho et al., 2011; 
Borges et al., 2017).  

Pensando na possibilidade de realizar a coleta em um grande número de indivíduos, a 
criopreservação de tecidos somáticos se apresenta como uma técnica vantajosa e muito importante, que 
proporciona o acondicionamento de muitos fragmentos e otimizando a preservação de um determinado 
recurso genético valioso (León-Quinto et al., 2014). As amostras biológicas criopreservadas podem 
facilmente ser aplicadas para pesquisas biológicas, genéticas, toxicológicas, epidemiológicas e a nível de 
biotecnologias aplicadas a reprodução assistida, bem como na clonagem por transferência nuclear de células 
somáticas (TNCS) para resguardar o material genético (Mogollón-Waltero et al., 2014). A TNCS se destaca 
pela possibilidade de viabilizar a manutenção de espécimes ameaçados de extinção (Folch et al., 2009). 
Além do mais, com grande capacidade de utilização os tecidos somáticos armazenados em biobancos, 
poderia permitir a restauração ou expansão de populações raras, por meio da clonagem por TCNS 
interespécies (Loi et al., 2011).  

A padronização e aplicabilidade dos biobancos em espécies de vida livre tem sido centralizado 
para o progresso da pesquisa de cunho cientifico básico e para o aprimoramento dos protocolos de 
estocagem a longo prazo de células somáticas (Comizzoli, 2017). Como apresentado por Praxedes et al. 
(2018), é possível encontrar relatos de muitos estudos que objetivaram a conservação dos tecidos somáticos 
para espécimes selvagens. Quando associado com a TNCS interespécie é possível encontrar resultados 
muito promissores, como os apresentados por Gómez et al. (2004), que relataram o primeiro nascimento de 
um gato selvagem por meio da utilização de embriões clonados obtidos pela fusão de núcleos de 
fibroblastos e citoplastos de gato selvagem africano (Felis silvestres libica) e gato domesticado, 
respectivamente. Em um momento posterior, o mesmo grupo de pesquisa demonstrou o nascimento de uma 
prole entre espécimes distintas, gato da areia (Felis Margarita) sendo o doador de núcleos e o gato 
doméstico doador de citoplasto (Gómez et al., 2008). Na Tabela 3, estão apresentados a situação atual da 
utilização e desenvolvimento de estudos realizados em nosso continente no intuito de preservar células 
somáticas de espécimes silvestres ameaçadas de extinção (Tab. 3).  
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Tabela 3. Cenário atual do uso das células somáticas e fibroblastos na conservação de animais silvestres 

 

Espécies 
Fonte da 
amostra 

Condições de cultura in 
vitro 

Condições de criopreservação Resultados Autores 

Veado-
catingueiro 

(Mazama 
gouazoubira 

Fischer, 
1814) 

Tecido 
auricular- 

Fibroblastos 

DMEM suplementado com 
soro fetal bovino a 10% e 
solução 
antibiótica/antimicótica a 
2% (v/v) a 38,5 C em 5% de 
CO2.  

Meio de congelamento consistiu 
em DMEM+ suplementado com 
dimetilsulfóxido (DMSO, 
D5879; Sigma) a 10% (v/v). 

Sobrevida celular 
superiores a 80% 
independente do grupo 
testado, com exceção da 
passagem 10 no grupo 
congelado/aquecido.  

(Magalhães 
et al., 
2017) 

Cachorro-
do-mato 

(Cerdocyon 
thous) 

 
Fibroblastos 

αMEM (Minimum Essential 
Medium) suplementado com 
10% de soro fetal bovino, 
1% de 
estreptomicina/penicilina e 1 
μl por ml de βFGF 
(PeproTech Inc., EUA) a 5% 
CO2 e 38,5°C. 

Congelamento lento: 
αMEM suplementado com 10% 
de FBS, 1% de antibióticos e 1 
μl por ml de Βfgf, e 
centrifugadas. Ressuspensas em 
meio com 45% αMEM, 
suplementado com 50% de FBS, 
1% de antibióticos e 1 μl por ml 
e 10% de DMSO. 

Tanto as células pré-
congeladas como as células 
pós-congeladas mostraram 
um declínio na proliferação 
celular a partir da passagem 
de P4 seguido 
principalmente de apoptose 
celular. 

(Machado 
et al., 
2017) 

Catetos  
(Pecari 
tajacu 

Linnaeus, 
1758) 

Tecido 
auricular 

DMEM suplementado com 
solução de bicarbonato de 
sódio a 2,2 g/L (p/v), solução 
antibiótica-antimicótica a 
2% (v/v) e FBS a 10% (v/v) 
a 38,5 °C, 5 % CO 2 no ar e 
95% de umidade relativa.  

 Vitrificação de superfície 
sólida (VSS): 
DMEM suplementado com 20% 
(v/v, 3,58 M) de etilenoglicol 
(EG), 20% (v/v, 2,82 M) 
dimetilsulfóxido (DMSO), 0,25 
M (p/v) sacarose e soro fetal 
bovino (FBS) a 10% (v/v). 

VSS é um método mais 
eficiente para vitrificação 
do tecido cutâneo de catetos 
quando comparado ao 

(Borges et 
al., 2017) 

Catetos  
(Pecari 
tajacu 

Linnaeus, 
1758) 

Tecido 
auricular 

Solução de prata preparada 
em 1 parte de gelatina a 2% 
em ácido fórmico aquoso a 
1% e 2 partes de solução 
aquosa de nitrato de prata a 
50% e as lâminas foram 
expostas em uma sala escura 
por 30 min. Lâminas foram 
lavadas em solução de 
tiossulfato a 5% por 10 min.  

Vitrificação de superfície 
sólida (VSS): 
DMEM composto de 2,2 g/L de 
bicarbonato de sódio e 10% de 
FBS (DMEM+), suplementado 
com sacarose, EG-SUC 
(DMEM+ +3,0 M EG +0,25 M 
sacarose +10% FBS).  

3,0 M de EG com sacarose 
foi capaz de manter as 
características normais do 
tecido, especialmente para 
a proporção volumétrica da 
epiderme (61,2%) e derme 
(34,5%), número de 
fibroblastos (90,3), razão da 
região argirófila 
organizadora de nucléolo 
(AgNOR) (0,09%) e área 
do núcleo (15,4 μm2). 

(Borges et 
al., 2018) 

Onça-
pintada 

(Panthera 
onca 

Linnaeus, 
1758) 

Tecido 
auricular  

DMEM constituído com 
10% de FBS e 2% de solução 
antibiótico-antimicótico a 
38,5°C e 5% de CO2. 

Vitrificação de superfície 
sólida (VSS): 
DMEM suplementada com 1,5 
M de dimetilsulfóxido (DMSO), 
0,25 M de sacarose (SUC) e 
10% de FBS. 

SSV eficientes para a 
maioria dos parâmetros 
avaliados, principalmente 
no que diz respeito à 
duração da cultura e 
atividade metabólica 
celular. 

(Praxedes 
et al., 
2019) 

Cutia 
(Dasyprocta 

leporina 
Linnaeus, 

1758) 

Pele 

DMEM suplementado com 
solução de bicarbonato de 
sódio a 2,2 g/L (p/v), solução 
antibiótica-antimicótica a 
2% (v/v) e FBS a 10% (v/v) 
a 38,5 °C, 5 % CO 2 no ar e 
95% de umidade relativa. 

Vitrificação de superfície 
sólida (VSS): 
Composta de DMEM 
suplementada com 20% de 
etilenoglicol (EG), 20% de 
DMSO, sacarose 0,25 M (SUC) 
e 10% 
soro bovino (FBS). 

VSS apresentou maior 
número de condrócitos 
normais e menor número de 
condrócitos degenerados. 
Lacunas vazias em 
fragmentos derivados de 
SSV permaneceu 
semelhante aos controles. 

(Costa et 
al., 2020) 
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Catetos  
(Pecari 
tajacu 

Linnaeus, 
1758) 

Tecido 
auricular –  

Fibroblastos 

DMEM mais FBS a 10% e 
solução antibiótico-
antimicótico a 2%. A pele foi 
cultivada a 38,5°C em 
ambiente controlado com 
5% de CO 2 e 95% de ar, 
conforme método descrito. 

Congelamento lento: 
DMEM suplementado com 10% 
de DMSO como permeante 
crioprotetor e 10% de FBS e 0,2 
M de sacarose como 
crioprotetores não permeáveis. 
Primeiramente expostas à 
solução de DMSO-FBS por 15 
min a 4°C, então a solução de 
sacarose foi adicionada seguida 
por uma incubação adicional por 
15 min a 4°C. 

Sem diferença significativa 
na viabilidade celular 
(74,5-84,4%), após as 
passagens. No entanto, a 
atividade metabólica foi 
reduzida na décima. 
Qualidade de linhas de 
fibroblastos apresentou 
viabilidade de (87,4 ± 0,3% 
vs. 74,0 ± 5,9%).  
As células criopreservadas 
apresentaram maiores 
níveis de ROS intracelular. 

(Borges et 
al., 2020) 

Cutia  
(Dasyprocta 

leporina 
Linnaeus, 

1758) 

Tecido 
auricular  

---- 
1,5 M etilenoglicol (EG), 1,5 M 
DMSO e 0,25 M de Sacarose 
(SUC).  

EG-DMSO-SUC mostrou-
se a solução crioprotetora 
ideal em termos dos 
parâmetros avaliados, como 
espessura da derme e da 
pele, número de halos 
perinucleares, potencial 
proliferativo, número de 
lacunas vazias e 
condrócitos degenerados. 

(Rodrigues 
et al., 
2021) 

Onça-
pintada 

(Panthera 
onca) 

Tecido 
auricular 

DMEM com 10% de FBS, 
solução a 2% de 10.000 
unidades/ mL de penicilina, 
10.000 µg/mL de 
estreptomicina e 25 
µg/mL de anfotericina a 
38,5°C, 5% de CO2 e 95% 
de ar.  

Congelamento lento: 
Inicialmente, as células foram 
suspensas em 350 μL de DMEM 
contendo apenas 10% de FBS. 
Em seguida, 350 μL de DMEM 
contendo DMSO adicionados à 
célula inicial em suspensão. Para 
os grupos contendo SUC 300 µL 
e sem SUC, 300 µL de DMEM 
foram adicionados para atingir o 
volume de 1,0 mL. 

Apenas células 
criopreservadas em DMSO 
com SUC (76,0%±2,7) ou 
ausência de SUC 
(77,0%±3,7) mantiveram 
sua atividade metabólica 
após o descongelamento 

(Oliveira et 
al., 2021) 

Onça-
parda 
(Puma 

concolor 
Linnaeus, 

1771) 

Tecido 
auricular 

Vitrificação de superfície 
sólida:  
DMEM com 3,0 M de 
dimetilsulfóxido (DMSO), 
0,25 M de sacarose (SUC) e 
10% de FBS. 

Vitrificação de superfície 
sólida:  
DMEM com 3,0 M de 
dimetilsulfóxido (DMSO), 0,25 
M de sacarose (SUC) e 10% de 
FBS. 

Primeiro estudo a descrever 
a criopreservação de 
tecidos somáticos de onça-
parda, demonstrando que as 
amostras submetidas à 
criopreservação eram 
viáveis e mantinham a 
integridade do tecido, 
apresentando alterações 
mínimas após o 
aquecimento. 

(Lira et al., 
2021) 

 
Células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC) 

 
As células-tronco possuem a capacidade de se diferenciar em células germinativas, que poderiam 

facilmente fornecer outra maneira de melhorar a diversidade genética, em especial, naquelas populações 
com um numero significativamente reduzido de indivíduos (Rhiannon et al., 2022). As células-tronco 
pluripotentes induzidas (IPSCs) podem ser obtidas pela reprogramação genética de células somáticas 
adultas por meio da superexpressão de genes pluripotentes específicos. O resultado dessa reprogramação 
são células que possuem as mesmas propriedades de diferenciação que as células-tronco embrionárias, 
fornecendo uma fonte celular pluripotente para o uso na conservação da vida selvagem por complementação 
embrionária, transferência nuclear usando células doadoras reprogramadas, clonagem, fertilização in vitro, 
diferenciação direcionada de gametas (masculino e feminino) e criopreservação de recursos genéticos 
(Gavin-Plagne et al., 2020). Neste sentido, as iPSCs são ferramentas valiosas para a preservação de 
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espécimes raros e ameaçados de extinção e, em associação com a tecnologia de desenvolvimento das células 
somáticas, podem ampliar o pool de amostras biológicas para os biobancos (Gavin-Plagne et al., 2020). As 
iPSCs estão sendo usadas em várias tentativas para regenerar espécies ameaçadas, principalmente 
espécimes selvagens, no entanto, alguns clones de células iPS apresentam grandes diferenças em relação 
as células-tronco embrionárias em vários aspectos, que incluem a expressão gênica, metilação do DNA e 
diferenciação celular (Yamanaka, 2012), o resultado dessa implicação resulta em vários problemas 
potencialmente graves, incluindo o aumento da imunogenicidade (Okita et al., 2011). Tais eventos 
necessitam serem levados em consideração no momento de implementação e utilização das células iPS. 
Preliminarmente, a utilização das células iPS ou até mesmo as técnicas de transferência nuclear de células 
somáticas, para que elas sejam utilizadas para produzir descendentes viáveis, uma abordagem aprofundada 
sobre a elucidação da biologia reprodutiva tanto do embrião, quanto da fêmea receptora devem ser 
necessários e vitais para garantir a manutenção e sucesso da aplicação dessas duas técnicas (Lindau et al., 
2021; Rhiannon et al., 2022). 

No contexto dos biobancos para a conservação de animais selvagens, as células iPS foram 
inicialmente produzidas a partir de fibroblastos criopreservados de um primata ameaçado de extinção 
(Mandrillus leucophaeus) e do quase extinto rinoceronte branco do Norte (Ceratotherium simum cottoni), 
utilizando vetores virais que transferem os fatores de sequenciamento humano para a reprogramação Oct4, 
Sox2, cMyc e KLF4 (Ben-Nun et al., 2011). Surpreendentemente, para o rinoceronte as respostas 
significativas em relação com as sequências de fatores de reprogramação, sugerem que os princípios do 
mecanismo de reprogramação são demasiadamente conservados entre espécies distintas, o que é um 
pressagio interessante para a aplicabilidade dessa inovação tecnológica a uma diversidade de espécimes 
(Rhiannon et al., 2022).   
 

Desafios e Perspectivas 
 

Os biobancos contribuem para várias aplicações dentro da conservação em animais silvestres, 
contudo, há grandes obstáculos e incertezas em relação a alguns procedimentos (coleta, manuseio, 
transporte, acondicionamento e custos elevados (Strand et al., 2020). Seguindo esse raciocínio, a coleta de 
gametas, tecidos e gônadas de animais silvestres nem sempre são possíveis. Em populações de vida livre, 
é muito difícil coletar e processar as amostras biológicas imediatamente após a morte dos animais em 
virtude da indisponibilidade de recursos ou falta de meios adequados para transporte e protocolos 
adequados para armazenamento (Brahmasani et al., 2021). Tanto a integridade, viabilidade e arquitetura 
dos tecidos ou órgãos coletados post-mortem são afetados pelo atraso no intervalo de tempo entre a morte 
do animal e a coleta do material biológico de escolha, onde as alterações celulares e bioquímicas são 
favorecidas por meio das condições ambientais, como por exemplo, a temperatura que ocasiona danos 
irreversíveis a qualidade das células, tecidos ou gametas coletados de animais post-mortem ou até mesmo 
em exemplares vivos (Brahmasani et al., 2021).  

Em um cenário geral, os protocolos ainda necessitam ser aperfeiçoados para uma grande 
diversidade de biomateriais oriundos de animais silvestres, como oócitos, espermatozoides, tecidos 
gonadais, embriões, células somáticas e células-tronco pluripotentes induzidas (iPSC),  por exemplo, dada 
as suas vulnerabilidades à exposição as técnicas de coleta e processamento, aos crioprotetores, temperaturas 
de refrigeração, congelação e pós-descongelação que podem provocar alterações no DNA e danos nas 
células/tecidos (Baker, 2012). Com base nos aspectos reprodutivos e a grande escassez de informações 
acerca dessa temática, principalmente em animais silvestres, o sucesso da implementação da biotecnologia 
aplicada a reprodução ainda se apresentam de forma bastante limitada, porém, a utilização da criotecnologia 
já possibilitou grandes avanços para a biologia reprodutiva em diversas espécies silvestres, é importante 
salientar que mesmo com esses passos promissores até então existem muitas limitações distintas que 
precisam ser elucidadas (Silva et al., 2012). Nesse contexto, a carência de informações detalhadas sobre a 
fisiologia da maioria dos espécimes silvestres acarreta no comprometimento da implementação de 
tecnologias reprodutivas e essas seguem uma trajetória de desenvolvimento e execução bastante lenta (Silva 
et al., 2018). Além do mais, em paralelo com o desenvolvimento de estratégias de conservação do 
germoplasma, seria interessante e necessário o progresso das biotecnologias, como a inseminação artificial, 
monitoramento e controle de ovulações e a própria tecnologia de embriões, que possibilitariam a aplicação 
dos biomateriais na manutenção da conservação de espécimes ou até mesmo produzir uma descendência 
saudável (Comizzoli e Wildt, 2013; Silva et al., 2018).  

Diante de toda essas problemáticas, o aprimoramento e adaptações dos protocolos empregados nos 
procedimentos para o armazenamento das amostras biológicas vem sendo essenciais para aumentar a 
eficiência dos programas de enriquecimento dos bancos de germoplasma, entretanto, mesmo apresentando 
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resultados satisfatórios, tanto no Brasil como no mundo, os baixos índices de repetitividade e de aplicação 
efetiva ainda mostram o quanto é necessário aperfeiçoar e padronizar os protocolos existentes (Silva et al., 
2012). 

Quando analisados outros fatores importantes para o estabelecimento dos biobancos, é possível 
verificar uma série de desafios, em especial, a própria dependência quase em sua totalidade em relação a 
técnica da criopreservação utilizando crioprotetores que auxiliam no acondicionamento em temperaturas a 
baixo de zero em sistema automatizados dependentes de eletricidade ou sistemas convencionais a base de 
nitrogênio líquido (Comizzoli e Wildt, 2017; Cruz et al., 2022). Ambos os sistemas mencionados são caros 
e exigem monitoramento intensivo, equipamentos de segurança, ventilação e cópias de segurança em caso 
de mal funcionamento dos dispositivos, apresentando-se significativamente como obstáculos que precisam 
ser analisados, principalmente em países em desenvolvimento ou emergentes, que retém grande parte da 
biodiversidade rara e onde o nitrogênio é um produto escasso ou até mesmo indisponível (Comizzoli e 
Wildt, 2017). Em países com essas características, os desafios vão além desses já supra citados, é possível 
incluir nessa lista diversos outros fatores, como por exemplo, a escassez de apoio financeiro e iniciativas 
políticas, assim como a implementação de políticas públicas, indisponibilidade de mão de obra 
especializada e falta de gestão de dados de forma eficiente (Angeles e Catap, 2022). 

Os biobancos são apenas um elo incorporado em uma cadeia cheia de complexidade que envolve 
a conservação das espécies, relacionando várias áreas do conhecimento, e não se direcionando apenas as 
comunidades de pesquisas, mas também a política pública, redes de financiamento, os estudantes, dentre 
outros (Silva et al., 2012). Afinal de contas, sem a existência de um ambiente propício para comportar os 
animais e permitir a sua manutenção e multiplicação, não faria sentindo tantos esforços para multiplicar e 
conservar todos esses biomateriais em laboratório.  

Apesar dos desafios, os biobancos modernos garantem a formação integrada e mais acessível da 
biodiversidade, fornecendo possibilidades mais amplas para a implementação de tecnologias emergentes e 
estudos exploratórios dos recursos silvestres, no intuito de garantir a manutenção e sobrevivência desses 
recursos genéticos (Cruz et al., 2022). O gerenciamento e compartilhamento de dados entre os biobancos, 
poderia ser o pontapé inicial para o aprimoramento e manutenção dessas instalações. Nesse caso, a 
informatização dos biobancos seria necessário para revolucionar a forma de gestão e permitir o 
desenvolvimento de unidades mais complexas (Coppola et al, 2019). Os bancos de dados são definidos 
como sendo uma coleção de informações organizadas de forma coerente e lógica, com significância própria, 
que simboliza especulativamente algo da realidade, sendo fundamentais para salvaguardar e compartilhar 
informações. Esse compartilhamento pode ser realizado por meio de programas específicos de 
gerenciamento de dados, que promovem a administração colaborativa de informações entre os biobancos 
(Tedeschi e Tsunoda, 2020). A informatização dos dados para a implementação de biobancos compreendem 
diversos fatores significativos para o seu funcionamento apropriado, como a segurança e inviolabilidade, 
gerenciamento dos dados dos biomaterias e tipo de sistema virtual implementado (Cruz et al., 2022).  

Além do gerenciamento e utilização, as tecnologias emergentes poderiam atuar como ferramentas 
importantes no aperfeiçoamento do acondicionamento de amostras biológicas provenientes de animais de 
vida livre. A otimização dos protocolos e utilização de outros métodos de criopreservação facilitariam 
significativamente o aprimoramento entre as fronteiras relacionadas com o congelamento de amostras 
biológicas e a sua utilização futura (Aljaser, 2022). Aljesear (2022) cita algumas técnicas emergentes de 
criopreservação, como por exemplo: (1) vitrificação controlada por rastreamento liquido, que é um 
protocolo lento, controlado e com aumento gradativo nas concentrações dos crioprotetores de forma 
simultânea com a redução da temperatura, de modo que, a composição da solução “rastreie” a linha liquidus 
(ponto de fusão) para esse sistema (Pegg, 1986). Se o rastreamento for eficiente, a formação de gelo não 
acontece e o tecido não é exposto a altas concentrações de crioprotetores (Kay et al., 2015). Resultados 
promissores já foram relatados com sucesso na restauração da função ovariana em ovelhas adultas 
(Campbell et al., 2014). (2) Vitrificação por pulso a laser, como o próprio nome sugere, é uma técnica 
proposta por meio da aplicabilidade da luz a laser no processo de criopreservação, como princípio básico, 
o laser atinge apenas o gelo intracelular, fazendo com que ele derreta e resolidifique em estado vítreo 
(Aljaser, 2022). A aplicação dessa técnica já foi relatada para garantir a sobrevivência completa de oócitos 
em camundongos após serem submetidos a vitrificação e aquecimento ultrarrápido em associação com 
pulsos a laser (Jin et al., 2014).  (3) Criopreservação isocórica e hiperbárica, nessa abordagem o 
procedimento de criopreservação é o congelamento sob pressão, as metodologias supracitadas 
anteriormente empregavam condições de pressão padrão ininterruptos (isobárica, com pressão de 1 atm), 
já a refrigeração isocórica (volume constante) proporciona meios para diminuir de forma significativa as 
temperaturas de acondicionamento não criopreservadas sem qualquer ou simplesmente com quantidades 
mínimas de crioprotetores, desta forma, é possível alcançar maior redução metabólica sem lesões 
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associadas ao congelamento, toxicidade reduzida e menores quantidades de solutos osmóticos (Aljaser, 
2022). Na criopreservação isocórica, basicamente é um procedimento de equilíbrio de duas fases, onde o 
gelo e o liquido encontram-se paralelamente em estabilidade sob temperatura e volume constante, enquanto 
na congelação hiperbárica o meio é estabilizado em uma única fase (líquida) (Taylor et al., 2019). Nesse 
método, ainda não foi possível criopreservar e restaurar as funções normais de amostras biológicas 
complexas, como tecido e órgão em mamíferos (Aljaser, 2022). 

 Além disso, novas perspectivas estão sendo encontrada a partir da adoção de outras tecnologias 
emergentes para o armazenamento do material genético, como por exemplo a liofilização. A liofilização é 
o método definitivo para acondicionar o material biológico (Kaneko et al., 2014a). Aplicando essa 
metodologia, as amostras podem ser facilmente acondicionadas por um longo intervalo de tempo e mantidas 
em refrigeração (4 ºC) ou até mesmo em temperatura ambiente (Kaneko e Serikawa, 2012a; Kaneko e 
Serikawa, 2012b). Seguindo essas premissas, os espermatozoides liofilizados de camundongos e ratos 
podem ser preservados por 3 a 5 anos em temperatura de armazenamento a 4 °C em solução contendo Tris 
10 mM e ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM (tampão TE) (Kaneko e Serikawa, 2012a; Kaneko 
e Serikawa, 2012b). Somado a isso, as células espermáticas liofilizadas são transportadas facilmente e com 
segurança para qualquer localidade em temperatura ambiente, sem a necessidade de utilização do nitrogênio 
líquido ou gelo seco (Kaneko e Nakagata, 2005; Kaneko, 2014a).  

É possível encontrar na literatura resultados bem promissores sobre a liofilização, em alguns 
estudos com espécies domesticas os espermatozoides liofilizados permaneceram viáveis após o 
procedimento, permitindo tanto a fertilização in vitro de oócitos bovinos, como a possibilidade de apoiar a 
produção de potros viáveis (Keskintepe et al., 2001; Choi et al., 2011). Em 2014, resultados preliminares 
mencionados por Kaneko et al. demonstraram que o ejaculado de alguns espécimes de vida livre, incluindo 
chimpanzés, girafas, onças, doninhas e ratos de pêlo comprido, podem resistir ao procedimento de 
liofilização e permanecerem viáveis. Foi verificado para todas a espécies, a formação de pró-núcleos após 
a injeção de espermatozoides liofilizados em oócitos de camundongos. Embora ainda em validação, a 
técnica tem um grande potencial, tanto no desenvolvimento das técnicas de micro-inseminação, como no 
estabelecimento de um “zoológico de liofilização” para conservar e repovoar os animais de vida livre que 
estão ameaçados de extinção em momentos com baixa disponibilidade de sêmen (Kaneko et al., 2014b). 

 
Considerações finais 

 
Graças aos grandes avanços nas últimas décadas, as diferentes abordagens da biotecnologia 

aplicadas a reprodução assistida em âmbito conservacionista, apresentaram-se como técnicas promissoras 
para garantir a manutenção de espécimes raros e ameaçados de extinção. Contudo, para que essas 
tecnologias sejam estabelecidas e aplicadas em animais silvestres, é necessária imediatamente uma 
cooperação global. Para alcançar essa premissa, a distribuição de conhecimento e de dados, além do 
inventário de amostras biológicas e a criação de uma rede informatizada entre os biobancos são primordiais. 
De fato, é imprescindível que os protocolos de todas essas biotecnicas sejam completamente padronizados 
e garantam a manutenção e viabilidade das amostras biológicas, isso é particularmente importante, pois, 
quando é levado em consideração que a disponibilidade do material biológico para os grupos de 
pesquisa/biobancos é bastante limitada para o desenvolvimento de protocolos e pesquisas mais amplas e 
aprofundadas. Além disso, é necessário o conhecimento de toda a biologia reprodutiva dos espécimes para 
o qual se deseja armazenar nos biorepositórios, uma vez que, através desses conhecimentos fica mais fácil 
a aplicabilidade e validação de uma técnica reprodutiva e que a mesma seja capaz de auxiliar na 
sobrevivência e combate a crise de extinção de espécimes em risco ou ameaçados. 

Os biobancos em associação com as biotecnologias reprodutivas abrem novos caminhos 
estratégicos para a conservação de animais silvestres, por meio da integralização de metodologias 
inovadoras e métodos mais tradicionais para a elaboração de uma rede segurança de base biológica para 
espécimes em perigo. É necessário começar a armazenagem de amostras biológicas o quanto antes, para 
garantir o aproveitamento ao máximo da diversidade genética, pois não é possível prever o que será 
necessário no futuro. 
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