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RESUMO

Dentro da regido neotropical existem 17 espécies de cervideos, sendo que nove delas ocorrem
em territorio nacional. Essas espécies tém sofrido pressdes sobre seu habitat, o que provoca
segregacdo entre populacdes, diminui¢cdo de troca génica e de diversidade genética, aumento
da endogamia e, consequentemente, maior risco de extingdo. O presente trabalho objetivou
realizar a obtencdo, isolamento, cultivo e criopreservagdao de células somaticas obtidas a
partir de fezes de caprinos. Observou-se que a grande maioria das células analisadas se
tratavam de colonocitos, tanto isolados quanto agregados, além de que quanto mais escuro foi
classificado o pellet, maior foi a quantidade de células totais e viaveis obtidas, sugerindo que
a presenca do material fecal ndo afetou na qualidade das células, ndo ocasionando uma
mortalidade delas. O tempo teve efeito significativo negativo sobre a quantidade de células
totais e viaveis obtidas, ou seja, quanto mais tempo se passou do momento da defecacdo até a
avaliagdo, menor a quantidade de células obtidas e de células viaveis. Além disso, foi
observado que metade das células permaneceram vidveis apos a criopreservacao pelo método
lento, utilizando o DMSO.

Palavras-chave: Cervideos; citogenética; viabilidade celular; germoplasma; conservacao.



ABSTRACT

Within the Neotropical region there are 17 species of deer, nine of which occur in the national
territory. These species have suffered pressures on their habitat, which causes segregation
between populations, a decrease in gene exchange and genetic diversity, an increase in
inbreeding and, consequently, a greater risk of extinction. The present work aimed to obtain,
isolate, cultivate and cryopreservation of somatic cells obtained from feces of goats. It was
observed that the vast majority of the cells analyzed were colonocytes, both isolated and
aggregated, in addition to the fact that the darker the pellet was classified, the greater the
amount of total and viable cells obtained, suggesting that the presence of fecal material did
not affected the quality of the cells, not causing their mortality. Time had a significant
negative effect on the amount of total and viable cells obtained, that is, the more time passed
from the moment of defecation until the evaluation, the smaller the amount of cells obtained
and viable cells. Furthermore, it was observed that half of the cells remained viable after
cryopreservation by the slow method using DMSO.

Keywords: Cervidae; cytogenetics; cell viability; germplasm; conservation.
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1. INTRODUCAO

Os cervideos (familia Cervidae) pertencem a ordem Artiodactyla, sendo animais
ungulados de cascos pares (quatro dedos, sendo dois dedos de apoio), ruminantes da
subordem Ruminantia € que possuem quatro compartimentos estomacais (DUARTE, 2014).
Dentro da regido neotropical existem 17 espécies de cervideos, sendo que nove delas ocorrem
em territorio nacional (Blastocerus dichotomus, Odocoileus virginianus, Ozotoceros
bezoarticus, Mazama americana, Mazama jucunda, Subulo gouazoubira, Mazama rufa,
Mazama nana e Mazama nemorivaga) (DUARTE, 2014). Essas espécies tém sofrido
pressdes sobre seu habitat, o que provoca segregacao entre populagdes, diminuicao de troca
génica e de diversidade genética, aumento da endogamia e, consequentemente, maior risco de
extingdo (DUARTE, 2005).

A reducdo nas areas de distribuicdo de espécies de cervideos que vivem em regides
neotropicais varia entre 40 e 90% (WEBER; GONZALEZ, 2003) e coloca essas populacdes
em uma situacdo de conservagdo consideravelmente pior quando comparada aos demais
mamiferos no mundo. Considerando os mamiferos de forma global, ha uma taxa de 25% de
espécies ameagadas e 15% classificadas como dados deficientes (SCHIPPER et al., 2008). Ja
os dados referentes especificamente aos cervideos neotropicais mostram que 53% das
espécies se encontram sob algum grau de ameaca e 17,6% se encontram como dados
deficientes, devido a escassez de estudos para afirmar sua real situagdo (IUCN, 2021). Com a
obtencdo de mais informacdes a respeito destas espécies € a consequente atualizacdo de sua
taxonomia, ¢ esperado que o numero de cervideos neotropicais ameacados seja maior do que
o relatado atualmente ( DUARTE; JORGE, 1996, GROVES; GRUBB, 1987).

As questdes taxondmicas relacionadas aos cervideos da regido neotropical se dao
principalmente devido a fragilidade cromossomica acentuada que ¢ encontrada nessas
espécies, o que os leva a apresentarem uma das taxas de evolucao cariotipica mais elevadas
entre os mamiferos (DUARTE et al., 2008; VARGAS-MUNAR, 2003). Salviano et al. (2017)
e Cursino et al. (2014) observaram que o cruzamento entre individuos M. americana com
diferentes constitui¢des cromossomicas resultou no nascimento de individuos inférteis ou
sub-férteis, demonstrando haver isolamento reprodutivos entre eles. Tais fatos confirmam
uma barreira reprodutiva existente e indicam a existéncia de varias espécies ainda nao

descritas (complexo criptico de espécies com homoplasia morfologica).
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Figura 1. Espécies de cervideos dos género Mazama (4,B,D e E) e Subulo (C)

Fonte: NETO, 2016.

Assim, a citogenética (ramo de estudo dos cromossomos) € uma ciéncia fundamental
para a resolug@o dos problemas taxondmicos do género Mazama e consequente descricao de
novas espécies, considerando a dificuldade em diferencid-las por outras metodologias.
Contudo, para que seja feito uso da citogenética como ferramenta para a resolugdo de
problemas taxonomicos, nao ¢ possivel fazer uso de amostras de museu ou produtos de caga.
Para tanto, se faz necessaria a colheita de material de individuos vivos ou recém abatidos,
uma vez que ¢ imprescindivel o uso de células vivas para obtencdo das preparagdes. As
células precisam ser mantidas em cultivo e sdo submetidas a determinados tipos de agentes
quimicos ou condigdes especificas de cultivo celular, que possibilitem a execucdao de
diferentes técnicas (VERMA; BABU, 1995).

A obtengdo de células vivas também se insere como uma ferramenta extremamente
relevante na preservagdo da diversidade genética, que € um dos pilares para a conservagao de
espécies ameacadas. Os bancos de germoplasma podem minimizar os efeitos das pressdes de
selecdo ndo naturais, da deriva genética e endogamia (WILDT et al, 1997). Eles sdo
compostos tipicamente por sémen, odcitos, embrides e fibroblastos criopreservados.
Associado as biotécnicas de reprodugdo assistida, esses bancos auxiliam o manejo
reprodutivo, promovem a manutencdo da variabilidade genética mesmo apds a morte dos
individuos e também a reproducao igualitaria dos animais (HOLT; PICKARD, 1999; WILDT,
1989).

Devido a facilidade na obtencdo e criopreservacao de tecidos e células quando
comparadas a obtencdo de gametas e embrides, estas fontes de material biologico sdo

consideradas bastante promissoras. Além disso, diferentemente do que ocorre utilizando-se
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células haploides, com as células diploides € possivel que todos os alelos do individuo sejam
retidos, maximizando a manutencao da diversidade genética.

Além das vantagens ja citadas, podemos incluir outras como: possibilidade de
multiplicar as células por meio de cultivo in vitro (diferentemente do que ¢ possivel com
células haploides); torna desnecessaria a contencao quimica/fisica dos animais sucessivas
vezes (como € o caso para a obten¢do de gametas e embrides); facilita obtengdo de material
de animais de vida livre, uma vez que ndo necessita do desenvolvimento de protocolos
hormonais e métodos para a colheita dos gametas e embrides; torna possivel a obtencao de
materiais de animais logo apos seu nascimento, nas quais ainda nao ha a producao de
gametas, ou ainda de animais senis que dispde de gametas com baixa qualidade; sdo de
menor complexidade para a criopreservacdo e manuten¢ao de viabilidade em relagdo aos
gametas e embrides. Por fim, com a maior facilidade na obtengdo de material de maneira
menos invasiva, ¢ possivel formar bancos de germoplasma que sejam efetivamente
representativos da diversidade genética das populacdes. Recentemente, trabalhos
demonstraram a capacidade de recriar toda a gametogénese, inclusive a meiose, in vitro em
camundongos, gerando crias saudaveis ( HIKABE et al., 2016; ZHOU et al., 2016).

Apesar das vantagens na obtencao e uso das células viaveis para as espécies do género
Mazama, métodos para sua consecucdao podem ser dificultados pela necessidade de captura
dos animais. Além de algumas espécies serem extremamente raras, os veados deste género
sdo caracteristicos de ambientes florestais € possuem comportamento evasivo, sendo animais
facilmente estressaveis, o que torna sua visualizacao e captura naturalmente dificeis. Devido
a dificuldade em localizar os animais e a possibilidade dos individuos desenvolverem
complicacdes graves decorrentes dos processos de captura (como o processo de miopatia)
(CATAO-DIAS; CAMARGO, 2010; DUARTE et al, 2010) é preconizado o uso de
metodologias nao-invasivas para a obtengao de amostras.

A possibilidade na obtencdo das células vivas a partir de uma fonte ndo-invasiva
tornaria possivel a obten¢do de células de grande niimero de individuos de vida livre, o que
garantiria material para estudos citogenéticos, bem como recursos genéticos representativos
das populagdes selvagens sem que houvesse a necessidade de captura dos individuos.
Entretanto, ¢ necessario que seja desenvolvida uma metodologia eficiente para obtencao de
células vidveis e que possa ser aplicada a campo. Apesar da importancia em se trabalhar com
as espécies de cervideos, ¢ interessante que espécies modelo sejam utilizadas nas primeiras
abordagens do experimento, a exemplo das espécies domésticas (COMIZZOLI et al., 2010),

garantindo maior facilidade e controle na obtencdo de amostras. Por isso, os caprinos se
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apresentam como um modelo interessante para esta proposta, tanto por ser uma espécie
taxonomicamente proxima, como pelo fato de manter a morfologia fecal bastante semelhante

a dos cervideos.

2. OBJETIVO
2.1. OBJETIVO GERAL

- Realizar a obtencdo, isolamento, cultivo e criopreservacdo de células somaticas

obtidas a partir de fezes de caprinos.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter de células vidveis a partir das fezes de caprinos como um modelo de estudo
em cervideos;

- Estabelecer um método eficiente de isolamento das células obtidas a partir das fezes
de caprinos utilizando o gradiente de densidade de Percoll;

- Testar o estabelecimento do cultivo celular em fezes frescas;

- Avaliar a viabilidade celular apds processo de criopreservacao utilizando 5% ou

10% de DMSO no meio de congelamento.

3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. CERVIDEOS NEOTROPICAIS E SUAS QUESTOES TAXONOMICAS

A familia Cervidae apresenta histéria evolutiva com inimeros questionamentos
devido a inexisténcia da presenga de fosseis na América Central, quando os individuos do
género Mazama possivelmente migraram para a América do Sul (WEBB, 2000). De acordo
com Webb (1991), os dois principais ramos dos cervideos do Novo Mundo (pertencentes as
tribos Rangiferina e Odocoileini) inicialmente se diversificaram h4 3 milhdes de anos, no
final do periodo conhecido como Pleistoceno, se estabelecendo na América do Norte.

O Grande IntercAmbio Americano (Great American Interchange) refere-se a um
significativo evento paleogeografico no qual houve uma intensa migragdo da fauna
pertencente a América do Norte para a América do Sul. Essa dispersao foi auxiliada pelo
desenvolvimento de alguns eventos como o surgimento do istmo do Panama, possibilitando
entdo que mamiferos adaptados cruzassem do Norte para o Sul (DUARTE et al., 2008;
WEBB, 1991; WOODBURNE, 2010). Dentre esses animais imigrantes, encontravam-se 0s
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cervideos que desenvolveram uma rapida dispersdao e adaptagdo, ocupando variados nichos
ecologicos ao longo do continente.

A regido neotropical, que abrange quase toda a América Latina, ¢ considerado um
hotspot da biodiversidade de cervideos, sendo o Brasil o pais que detém o maior nimero de
espécies tendo nove espécies reconhecidas (Odocoileus virginianus, Ozotoceros bezoarticus,
Blastocerus dichotomus, Mazama nemorivaga, Subulo gouazoubira, M. nana, M. americana,
M. rufa e M. jucunda). Esses animais constituem dois grupos morfologicos diferenciados: (1)
Espécies pequenas, com menos de 25kg e 60cm de altura na cernelha onde os machos nao
apresentam chifres ramificados cujo habito esta relacionado a vegetagdes densas; (2) espécies
com estatura maiores, pesando acima de 25kg, nas quais os machos apresentam chifres
ramificados, tendo seu habito relacionado a ambientes abertos, com vegetacao mais esparsas
(DUARTE et al., 2012).

Dentro da familia Cervidae encontram-se caridtipos que variam de 2n = 6 (Muntiacus
muntjak) a 2n = 80 (Capreolus pygargus) (NEITZEL, 1987). Essas variagcdes ocorrem tanto
em nivel interespecifico, como também ¢€ possivel observar polimorfismo cromossémico em
nivel intraespecifico, onde had disparidade no numero de cromossomos € na presenga (e
quantidade) de cromossomos supranumerarios. Dentro do género Mazama, ocorre uma
variagdo cariotipica que vai desde 2n = 32 a 2n = 70. J& na espécie Mazama americana, o
nimero de cromossomos varia de 2n = 42 a 53, tendo sido encontradas 7 citdtipos (variantes
cariotipicas que se correlacionam com a localizacdo geografica do individuo) (ABRIL et al,,
2010). Devido a isso, diversos aspectos da taxonomia dessas espécies sao discutiveis, como o
nimero existente de subespécies ou quantas sdo as espécies que estdo em situacao critica e
por isso necessitam de mais atengdo com o aumento de pesquisas relacionadas a elas.

Apesar de serem considerados jovens em escala evolutiva, os cervideos apresentam
um alto grau de diversificagdo cromossomica. De acordo com Fontana e Rubini (1990), ao
analisarem os dados citogenéticos de diversas espécies e subespécies de cervideos, os
Mazama passaram por rearranjos complexos interespecificos, entre eles as fusdes em tandem
¢ Robertsonianas, enquanto os do género Odocoileus, por exemplo, passaram por uma
diferenciagdo com grau menos complexo durante seu processo evolutivo.

Os estudos cariotipicos ganham tal relevancia para a resolucdo dos problemas
taxonomicos do género Mazama dada a possibilidade em definir o isolamento reprodutivo e
consequentemente a validacdo de uma espécie. A semelhanca morfologica existente para o
taxon faz dela uma ferramenta pouco confidvel para a diferenciacao de espécies. O mesmo

ocorre com estudos genéticos moleculares, onde frequentemente os resultados obtidos nao
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coincidem com as variagdes cromossOmicas encontradas. Isso faz com que ndo seja possivel
identificar unidades evolutivas a partir de marcadores mitocondriais e nucleares, como foi o
caso de estudos realizados na espécie M. americana (ABRIL et al. 2010;

CIFUENTES-RINCON, 2016; MARAN, 2016).

3.2. METODOLOGIAS NAO-INVASIVAS COMO FERRAMENTA PARA A
CONSERVACAO DOS CERVIDEOS NEOTROPICAIS

Para que se faca uso da citogenética como ferramenta na resolu¢ao dos problemas
taxonomicos, as células precisam ser mantidas em cultivo e submetidas a determinadas
condi¢des especificas de cultivo celular, que possibilitem a execu¢do de diferentes técnicas
(VERMA; BABU, 1995). Considerando as vantagens na aquisi¢do de células vivas para as
espécies do género Mazama, métodos que garantam sua obtencao devem ser cuidadosamente
elaborados.

Entre as metodologias ja desenvolvidas para a obten¢cdo de amostras de forma
ndo-invasiva, diversos materiais puderam ser obtidos, a exemplo de amostras de saliva, urina,
casca de ovos, pele (no caso de serpentes), penas, pelos e fezes (TABERLET et al., 1999).
Muitos trabalhos se utilizam de fezes como um fonte para obtengao de DNA, entretanto, essa
¢ uma matriz mais promissora do que se pensava inicialmente, ja que alguns estudos que
investigaram a natureza dos elementos celulares nas fezes notaram que € possivel isolar
células viaveis dessa fonte (ALBAUGH et al, 1990; IYENGAR et al, 1991). A grande
maioria dos estudos para obtencdo de células fecais realizados até o momento tem por
objetivo auxiliar no diagnostico de doengas em humanos, fornecendo uma imagem a respeito
do epitélio coldnico. A coprocitobiologia, o estudo de elementos celulares das fezes, ¢é
abordagem ndo invasiva da fisiopatologia gastrointestinal que pode ser utilizadas como
substituta para bidpsias de tecidos a fim de verificar alteragdes na expressao génica,
metilacdo do DNA, danos no DNA, expressdo de proteinas e acumulo de componentes da
dieta (DAVIS, 2003; KAMRA et al., 2005). Entretanto, para as analises preconizadas para o
diagnostico em humanos € necessario apenas que haja a integridade celular, ndo havendo
interesse do cultivo celular posterior. O cultivo das células esfoliadas das fezes ¢ desafiador
considerando as dificuldades que envolvem o isolamento inicial das células em nimero
adequado, a grande chance de contaminagdo dos cultivos, a heterogenia da populagdo de
celular obtida (o que dificulta a definicdo de um meio adequado para cultivo) e a

sobrevivéncia das células apds se destacarem do seu tecido de origem.
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Com relagdo ao isolamento inicial das células, ja foi estudado que as camadas
superficiais das fezes fornecem uma fonte particularmente rica de células esfoliadas. A
obtencdo das células a partir da superficie das fezes oferece vantagens significativas em
relagdo ao isolamento de células das fezes homogeneizadas em termos de rendimento, pureza
e facilidade de recuperagdo (LOKTIONOV et al., 1998). Entretanto, a obtengao das células
esfoliadas da superficie pode ser bastante complexo para a maioria das espécies de
mamiferos. Quando uma solu¢do aquosa ¢é utilizada para lavagem da superficie, as fezes
absorvem agua e formam uma pasta ou suspensao de material fecal. Entretendo, os cervideos
possuem grandes vantagens em relagdo a outras espécies, pois ao contrario do que ocorre
com grande parte dos mamiferos que produzem fezes moles, os cervideos produzem fezes em
cibalas, o que garante maior firmeza e facilidade na obten¢do das células preconizadas. A
possibilidade na obtengdo das células vivas a partir de uma fonte nao-invasiva tornaria
possivel a obtencao de células de grande nimero de individuos de vida livre, o que garantiria
material para estudos citogenéticos, bem como recursos genéticos representativos das
populagdes selvagens sem que houvesse a necessidade de captura dos individuos. Entretanto,
¢ necessario que seja desenvolvida uma metodologia eficiente para obten¢do de células
vidveis e que possa ser aplicada a campo. Apesar da importadncia em se trabalhar com as
espécies de cervideos, ¢ interessante que espécies modelo sejam utilizadas nas primeiras
abordagens do experimento, a exemplo das espécies domésticas (COMIZZOLI et al., 2010),

garantindo maior facilidade e controle na obten¢do de amostras.

3.3. FORMACAO DE BANCOS DE GERMOPLASMA E
CRIOPRESERVACAO

Atualmente as espécies silvestres sofrem extrema pressao antrépica. Uma das maiores
ameacas a vida dos animais de vida livre ¢ a diminui¢do dos seus habitats naturais devido a
agropecuaria predatoria e pela industria, resultando em fragmentacdo das florestas e
consequentemente no isolamento e perda das espécies que antes eram abundantes, resultando
na ameaca de extingao de uma grande variedade de espécies (WEMMER, 1998).

Tendo em vista o panorama ameacgador atual para os animais, os bancos de
germoplasma surgem como uma op¢do para a conservagdo ex situ (medidas que sdo
realizadas fora do habitat natural das espécies) de material genético, assim como os avangos
das técnicas para criopreservacgao e as biotecnologias reprodutivas (HIEMSTRA et al., 2005).

Os bancos de germoplasma podem minimizar os efeitos das pressdes dessa selecdo nao
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natural, da deriva genética e da endogamia (WILDT et al., 1997). Eles podem ser compostos
por sémen, odcitos, embrides e fibroblastos, podendo ser utilizados para caracterizacao
molecular e também para o uso de técnicas como a transferéncia nuclear. Associados as
biotécnicas de reproducao assistida, esses bancos auxiliam o manejo reprodutivo e promovem
a manutencdo da variabilidade genética mesmo apos a morte dos individuos (HOLT;
PICKARD, 1999; WILDT, 1989).

De acordo com Benford (1992) para ser possivel o estudo genético das populagdes
ameacadas ou ndo, os bancos necessitam criopreservar gametas, zigotos € embrides da maior
quantidade de espécies possiveis. Essa proposta surge com o objetivo de simplesmente evitar
que os germoplasmas das espécies se percam para sempre. Holt et al. (2003) afirmam que a
implementagdo inteligente dos bancos de germoplasma nos programas de reproducgdo tem
como uma de suas vantagens o aumento no intervalo entre geracdes € também do tamanho da
populagdo reprodutivamente viavel, dessa forma as amostras criopreservadas seriam
geneticamente equivalentes a animais vivos.

As células quando mantidas em cultivo durante periodos prolongados sdo induzidas a
alteragdes uma vez que os processos de imortalizagdo ocorrem durante varias geragdes das
células, ocasionando no risco de alteracdes no DNA. Por esse motivo é necessario o
congelamento das células para que haja a diminui¢do ou atraso do surgimento dessas
alteracdes em cultivo. A criopreservagdo celular ¢ amplamente empregada no cultivo celular
para o armazenamento prolongado das mesmas, mantendo o estoque de células em
temperaturas abaixo de -196 °C. Essa temperatura baixa acarreta no interrompimento da
atividade celular, preservando o DNA e sua capacidade proliferativa, impedindo a morte
(GURRUCHAGA et al.,, 2018; LISBOA; SOBRAL, 2020).

Ha dois tipos de protocolos para criopreservacdo cuja diferenca se baseia nos
mecanismos fisicos de congelamento. Na criopreservacao convencional o congelamento
ocorre na presenca de gelo enquanto na criopreservacdo baseadas em protocolos de
vitrificagdo ocorre sem a formagdo de gelo. Os protocolos de criopreservacdo convencional
requerem que as amostras sejam tratadas com solugdes crioprotetoras em concentragdes
baixas, contudo, a remog¢do da agua intracelular acontece durante o processo de resfriamento
lento. Em contrapartida a criopreservacao através de protocolos de vitrificagdo envolve a
desidratacdo e dessecagdo  pré-congelamento pela exposicdo a solugdes altamente
concentradas, resultando em um grau maior de remocdo de 4agua intracelular

(GONZALEZ-ARNAO et al., 2007).
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3.4. VIABILIDADE CELULAR E O ENSAIO DE EXCLUSAO POR
CORANTE AZUL DE TRIPAN

A viabilidade celular pode ser definida como sendo a quantidade de células saudaveis
presentes em uma amostra, tratando-se de uma etapa fundamental para selecao de suspensoes
e cultivos celulares. Os métodos para determinagdo de viabilidade celular podem ser
divididos em duas categorias: (1) aquelas que analisam populagdes completas; (2) e aquelas
que analisam células individualmente (ANDRADE; SOBRAL, 2020; STODDART, 2011).

O ensaio de exclusdao por Azul de Tripan foi performado pela primeira vez como
analise clinica para o tratamento de tripanossomiase africana por Paul Ehrlich tendo a
seguinte conformacdo quimica: C;HNO,S,. A avaliagdo da viabilidade celular por meio
do ensaio de exclusdo pelo corante azul de Tripan foi uma dos primeiros métodos propostos e
¢ amplamente difundido e utilizado nos laboratdrios até os dias atuais. Essa metodologia ¢
baseada no fundamento que as células vivas apresentam membrana celular intacta, ndo
absorvendo o corante. Ja as células mortas, tem suas membranas danificadas e por isso ndo
sd0 mais capazes de controlar a absor¢do de macromoléculas, captando o corante e
apresentando coloragdo azul, indicando sua inviabilidade. As células sdo entdo contadas em
camara hemocitométrica com auxilio de microscopio optico e entdo o nimero total de células
viadveis e inviaveis ¢ contabilizada dentro de uma populacdo. Quando realizada de forma
subjetiva (sem o auxilio de dispositivos de contagem automaticos) esse ensaio de exclusdo
pode superestimar significativamente a viabilidade das células, subestimando o nimero de
células invidveis e, consequentemente, produzindo uma estimativa equivocada sobre a
viabilidade geral do cultivo (ALTMAN et al., 2003; STODDART, 2011).

O Azul de Tripan apresenta algumas desvantagens em seu uso como O pequeno
periodo de tempo para contagem celular visto que (a) o corante exerce toxicidade nas células
ap6s um curto periodo apds a exposicdo a coloragdo, (b) ligacdo a artefatos inespecificos,
falsos positivos, ou seja, (c) células que iniciaram o processo de apoptose, mas possuem
membrana ainda integra, (d) auséncia de padroniza¢do da concentracdo do corante para
medicao da viabilidade celular, (e) contagem demorada. Apesar de tais fatores limitantes,
esse método ainda € bastante utilizado por apresentar grandes vantagens, entre elas pode-se
citar a rapidez na execucdo do experimento, facilidade de utilizagdo, baixo custo e andlise
acessivel, podendo ser realizada em laboratérios ou a campo. Além disso, pode ser usado
para contabilizacdo automatica através de computadores especificos, sendo um considerado

um método de referéncia para avaliagao de viabilidade celular (PICCININI et al., 2017).
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3.5. HISTORICO DO CULTIVO CELULAR

O cultivo celular de mamiferos constitui-se como sendo uma importante ferramenta
para os estudos bioldgicos nas ultimas décadas. As células sao as unidades basicas do sistema
de um ser vivo, sendo necessario compreender como ocorrem seus fendmenos fisiologicos.
Para isso, o cultivo celular permite o estudo e a observacdo do comportamento celular em
ambiente fora do organismo por meio do isolamento do tecido (vegetal ou animal),
mantendo-as viaveis e se proliferando em sistema in vitro constituido de fatores fundamentais
para a sobrevivéncia delas como temperatura, pH e osmolaridade (BARBOSA et al., 2015;
SILVA; GOUVEIA; DONATO, 2020).

Historicamente, a técnica do cultivo celular teve seu inicio nos primeiros anos do
século XX, tendo sido desenvolvida com o objetivo primario j& de observar o
comportamento das c€lulas em meio controlado, fora do organismo animal e permitir sua
manutencdo in vitro. Inicialmente, os cultivos provinham de tecidos fragmentados em frascos
e devido a isso a técnica foi chamada de cultivo de tecidos por mais de 50 anos, sendo usado
para denominar qualquer cultivo, fosse de cé€lulas, tecidos ou 6rgaos. Em 1907, o cientista
Ross Harrison tinha o objetivo de provar que as fibras nervosas eram compostas por células
nervosas. Para tanto, fazendo uso de embrides de anfibios, o cientista dissecou o tubo
medular e mimetizou as condi¢des do organismo originario, mantendo o ambiente asséptico e
conseguindo garantir a sobrevivéncia das células por até uma semana, provando sua hipdtese
e sendo considerado um marco como pioneiro de estudos na area. Alexis Carrel em 1912,
impulsionado pelos resultados obtidos por Harrison, observou em cultivos de cardiomidcitos
de aves que o contato entre as células proporcionava maior taxa de proliferacdo e
consequentemente uma relagdo direta com a manutengao da viabilidade celular. Além disso, o
pesquisador francé€s descobriu que era necessario que fosse realizada a troca dos nutrientes
contidos nos frascos, renovando-os constantemente e permitindo entdo que as células
pudessem ser cultivadas por longos periodos, dando origem e desenvolvendo a primeira
linhagem celular (ALVES; GUIMARAES, 2010; MIGITA, 2012).

Em 1947, Holtfreter realizou experimentos com cultivo em trés dimensdes, mostrando
que havia afinidade entre os tecidos de um mesmo organismo, evidenciando a importancia da
adesdo celular. Ja entre as décadas de 1950 e 1970, Moscona (1961) demonstrou em suas
pesquisas a importancia das interagcdes célula-célula, analisando como as células

embrionarias se organizavam para originar tecidos e orgaos. Foi observado também que
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células de origens (6rgdos) diferentes ndo se misturavam, enquanto as células que derivavam
do mesmo tecido permaneciam unidas (AMARAL; MACHADO-SANTINELLI, 2011;
BARBOSA et al., 2015).

Os pesquisadores Hayflick e Moorhead (1961) visando prevenir contaminacao dos
cultivos de fibroblastos, foram os pioneiros na utilizagao de antibioticos nos meios de cultivo,
permitindo que a técnica se tornasse mais amplamente utilizada, sendo algo empregado até os
dias atuais nos laboratérios de biotecnologia. Além da assepsia do meio, é necessario que
haja o fornecimento de nutrientes, ions, vitaminas e outros itens para que o cultivo se
desenvolva. Em 1955 ocorreu a primeira investigagao sistematica para que fosse descoberto
os requerimentos nutricionais essenciais para o desenvolvimento das células em ambiente in
vitro. Assim, Harry Eagle desenvolveu um meio minimo essencial para o cultivo que era
constituido por aminoacidos, vitaminas, carboidratos, sais € soro animal, chamado de EMEM
(BARBOSA et al., 2015; BRETAS, 2011; KRETZMER, 2002).

Todas essas descobertas foram fundamentais para que fosse possivel a obtencao de
diversas linhagens celulares com o avancar das décadas, possibilitando o cultivo celular em
larga escala. Nos anos 80 houve o isolamento e cultivo das primeiras células-tronco
pluripotentes advindas de embrido de camundongos e dez anos mais tarde, humanas,
provenientes da fase de blastocisto (BARBOSA et al., 2015).

Atualmente o cultivo de células pode ser utilizado em diversas linhas de pesquisa,
como terapias génicas, desenvolvimento de enxertos transplantdveis e aplicagoes
biotecnoldgicas no desenvolvimento de farmacos e vacinas, além de sua utilizacdo cada vez
mais frequente e empregado na conservagdo de espécies silvestres (SILVA; GOUVEIA;

DONATO, 2020).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Bem-Estar Animal do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Areia, PB, Brasil (protocolo
n°® 4194010520). Foram utilizados 8 animais pertencentes a caprinocultura, setor do
Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Paraiba localizado no municipio de Areia, Paraiba. O rebanho ¢ composto por animais da

raca Alpina e Saanen, criados sobre piso ripado. Os animais possuem manejo didrio
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padronizado, havendo saida dos animais ao pasto pela manha apos a ordenha e a tarde sdo

confinados e suplementados com rag¢do balanceada sendo a dgua oferecida ad libitum.

4.2. OBTENCAO DAS AMOSTRAS E VIABILIDADE CELULAR

Um observador foi alocado em conjunto com os caprinos, aguardando até que os
animais defecassem. A amostra fresca foi coletada diretamente em uma placa de petri de
vidro e encaminhada ao laboratdrio, onde teve seu peso anotado. Na primeira coleta com cada
um dos individuos, as fezes foram imediatamente lavadas com 50 mL de solu¢dao de Tampao
Fosfato Salino (PBS), sendo esse liquido disperso sobre as fezes por meio do uso de uma
seringa de 60 mL e agulha 22G (0,7 x 30mm) com pressao de cerca de 1,7 mL/segundo. Para
maior recuperacdo celular foi realizada uma segunda lavagem. Os lavados obtidos foram
recolhidos da placa de petri com o auxilio de uma seringa e foram filtrados em filtro Falcon,
sendo transferidos para dois tubos Falcon de 50 mL e centrifugados a 274G por 5 minutos.
Apo6s o processo de centrifugacdo houve a formacao do pellet, que foi avaliado em relagdo a
sua coloragdo, utilizando uma escala subjetiva variando de 1 a 5, onde 1 representa um pellet
de coloragao clara e aparentemente sem material fecal e 5 representa um pellet de coloracao
amarronzada intensa, semelhante a das fezes. O niamero 0 foi adicionado as amostras onde
ndo foi possivel observar a formagao de pellet, possivelmente devido a baixa quantidade de
células e material fecal presente.

O sobrenadante foi descartado e os dois pellets pertencentes a mesma amostra de
fezes foram ressuspensos conjuntamente em 1 ml de Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM). Apo6s a homogeneizacdo da amostra, 50 pL da solu¢do homogeneizada foram
adicionados a 50 pL de Azul de Tripan (1:1) para avaliar a viabilidade celular. 10 pL da
solugdo com corante foram depositadas em cdmara hemocitométrica de Neubauer para
contagem do nimero total de células vidveis e invidveis, sendo que aquelas coradas em azul
indicam células invidveis. Foram contabilizadas as células presentes nos quadrantes indicados

com o X:

A contagem foi realizada em duplicata para cada amostra e a média dessas contagens

foi utilizada na férmula a seguir:
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N = (Ng/4) x 1000 x 2

Sendo N = Numero de células obtidas; Nq = Numero contado nos quatro quadrantes;
1000 corresponde ao volume (ImL); 2 corresponde ao fator de dilui¢ao (50ulL de azul de
tripan e 50uL de células). Para as demais coletas fecais, as amostras foram encaminhadas ao
laboratério, pesadas e submetidas a manuten¢do em temperatura ambiente ou armazenadas
em refrigeragdo. No caso da manutencao das fezes em temperatura ambiente, foi avaliado se
as cé€lulas conseguem manter sua viabilidade por varias horas. As amostras foram mantidas
em temperatura ambiente e em refrigere¢do por periodos de 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas,
12 horas e, por fim, 24 horas. Posteriormente, foram submetidas a lavagem, centrifugacao e
avaliacdo da viabilidade celular seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente para as

amostras de fezes frescas.

4.3. ISOLAMENTO DAS CELULAS ESFOLIADAS DAS FEZES

Os gradientes de densidade foram previamente preparados a partir da adi¢ao de 9
partes de Percoll (v/v) em 1 parte (v/v) de NaCl 1,5M (concentragdao final de 0,15 M),
resultando em uma solugdo ajustada para cerca de 340 mOsm/kg H2O. A solugdo de Percoll
foi submetida a centrifugacdo em 10.000 g por 10 minutos em angulo fixo, formando o
gradiente de densidade continuo, e as células foram depositadas no topo do gradiente
pré-formado, sendo centrifugadas a 800 g por 30 minutos. Uma vez que houve a formagao
das bandas isopicnicamente, pode-se recuperar as células esfoliadas presentes nas camadas
que correspondem a aproximadamente a densidades entre 1000 e 1076 assim como descrito
por Albaught e colaboradores (1992), com o auxilio de uma pipeta. As particulas de Percoll
foram removidas através da diluigdo da amostra colhida em meio de cultivo DMEM e nova
centrifugacdo a 200 g por 5 minutos para obtencdo do pellet celular. Apds o isolamento
celular, 50 pL da solug@o contendo as células foram adicionados a 50 uL de Azul de Tripan

(1:1) e foi feita novamente a avaliag¢do de viabilidade celular.

4.4. CULTIVO CELULAR

Os colonocitos recuperados apos a etapa anterior foram cultivados em meio DMEM
suplementado com 100U/ml de penicilina, 100pg/ml de estreptomicina, 2,5pug/ml de

gentamicina, 2,5ug/ml de anfotericina b, 10pug/ml de insulina, 0,15mM de aminoacidos
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ndo-essenciais, 4mM de L-glutamina, 2,7mg/ml de glicose e 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB). As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos, sendo os frascos levados para
estufa a 5% de CO2 e 37°C e mantidos por 48 horas sem qualquer movimento. Apos esse
periodo, a troca de meio foi realizada duas vezes por semana e o cultivo foi monitorado

diariamente para avaliar o crescimento celular.

4.5. CRIOPRESERVACAO CELULAR E VIABILIDADE
POS-CONGELAMENTO

O meio de congelamento foi testado com relagdo a concentragdo de 5% e 10% de
DMSO, sendo ainda composto por 50% de SFB e 45% de DMEM. Apoés a avaliagdo de
viabilidade descrita acima, cada amostra foi inserida em criotubo contendo 0,5 mL, ¢ foram
criopreservadas pelo método de resfriamento lento (4 horas a 4°C em geladeira; 30 minutos
em vapor de nitrogénio em isopor e posteriormente imersas em nitrogénio liquido onde foram
transferidas para o botijdo). Para o descongelamento das amostras, os criotubos foram
mantidos em banho-maria a temperatura de 37°C por cerca de 3 minutos. As células foram
centrifugadas a 250G por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram
ressuspensas em 1 mL de meio de cultivo DMEM contendo 10% de SFB por duas vezes.
Ap0s a retirada do sobrenadante, as células foram novamente ressuspensas em 10mL de meio
de cultivo contendo 10% de SFB. Seguidamente houve a retirada do sobrenadante novamente
e nova ressuspensao em 0,5 mL de cultivo celular DMEM + 10% SFB. 50 pL desta solucao
foi adicionados a 50 uL. de Azul de Tripan (1:1) para avaliar a viabilidade celular, assim
como descrito anteriormente. A perda de viabilidade celular foi calculada pela seguinte
formula:

PVC=CVf-Cvd

Onde CVf representa a porcentagem de células viaveis obtidas das fezes frescas e

CVd representa a porcentagem de células viaveis obtidas nas células ap6s a descongelagao.

4.6. ANALISE ESTATISTICA
4.6.1. OBTENCAO DE AMOSTRAS E VIABILIDADE CELULAR

Os dados foram apresentados como média com desvio padrdo para o niimero de

células totais e para o nimero de células viaveis por mL, onde adotou-se o teste de Tukey
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para comparagdo das médias. Foi utilizado o teste F de Fisher para definir a significancia dos
efeitos onde foi considerado o nivel de significancia a 1% para as lavagens em relacdo ao
numero total ¢ viabilidade das células obtidas. Para a constatagdao da normalidade dos dados
fez-se uso do teste de Cramer-von Mises utilizando os residuos estudentizados. Devido a
grande variagdo dos dados em relagao ao numero de células obtidas, fez-se necessaria a

transformac¢@o do ntimero de células obtidas para LOG na base 10.

4.6.2. CRIOPRESERVACAO CELULAR E VIABILIDADE
POS-CONGELAMENTO

Os dados foram apresentados como média com desvio padrdo para quantidade de
células obtidas a fresco e apds a criopreservagdo com 5% e 10% de DMSO onde foi adotado
o teste de Tukey para comparagao dessas médias para andlise de variancia. A normalidade

dos residuos padronizados sera conduzida por meio do procedimento UNIVARIATE do SAS.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. VIABILIDADE CELULAR

Foi possivel a realizacdo de coletas de todos os animais, totalizando 56 amostras
obtidas e havendo a presenca de células vidveis em todas elas. Observou-se que a grande
maioria das células analisadas se tratavam de colondcitos (células epiteliais do cdlon), tanto
isolados quanto agregados, conforme o encontrado também por Roediger e Truelove (1979).
Neste trabalho foi possivel observar uma grande quantidade de agregados celulares que se
encontravam em sua maioria inviaveis, apesar de também haver células viaveis dessa forma,
porém em menor quantidade.

As fezes sdo constituidas por um conjunto complexo de residuos alimentares ndo
digeridos da dieta, secre¢des enddgenas e produtos do trato gastrointestinal, como a presenga
ja comprovada de células esfoliadas (BANDALETOVA et al., 2002; IYENGAR et al., 1991).
O conceito altamente equivocado de que as fezes se limitam a serem um produto descartado
do organismo por anos limitou pesquisas voltadas a viabilidade celular. Entretanto, Nair et
al., (2003) e Albaugh et al., (1992) observaram que células viaveis poderiam ser encontradas
e recuperadas intactas em fezes humanas, abrindo caminho para estudos nao invasivos das
células fecais como indicadores cancerigenos ou de saude. No ambito da conservagdo das

espécies selvagens, a obtencdo de células vidveis também se insere como uma ferramenta
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extremamente relevante na preservagdo da diversidade genética. Nesse caso as fezes se
enquadram como uma metodologia ndo invasiva para obtencdo de amostras bastante
adequada, apesar das dificuldades para isolamento celular e cultivo posterior.

Ensaios de viabilidade celular podem ser baseados em algumas das propriedades de
células viaveis tais quais atividade metabodlica, integridade de membrana ou fluxo
citoplasmatico. Um dos métodos mais comuns, e antigos, para realizacdo do teste de
viabilidade celular é através do corante azul tripano. Nessa técnica é possivel observar as
células invidveis pois elas tém a membrana plasmatica comprometida e por isso nao
controlam a passagem de macromoléculas, absorvendo o corante e adquirindo uma coloragao
azul, enquanto as células vidveis t€ém a membrana integra e ndo absorvem o corante como o
observado na figura 2 (CASTRO et al., 2006; LOUIS; SIGEL, 2011; STODDART, 2011).

A apoptose ocorre quando hd o desencadeamento de uma sequéncia programada de
eventos responsaveis pela remocao de células defeituosas ou indesejadas durante seu
desenvolvimento normal ou no final de sua vida 1til, podendo ocorrer também quando a
célula foi danificada de forma irreparavel como quando ha infec¢cdo virais ou bacterianas,
presentes em grandes quantidades em lavados fecais como foi o obtido neste trabalho
(STODDART, 2011).

As células que estdo presentes nas fezes sdo aquelas que acabam sendo esfoliadas
pelo bolo fecal, se desprendendo de sua superficie origindria, o que posteriormente pode
interferir na integridade das mesmas. O desprendimento de colondcitos, que sdo células
dependentes de ancoragem na sua matriz de suporte, ocasiona a ativacdo do processo de
anoikis, mecanismo de autofagia responsavel por regular a viabilidade e funcionalidade das
células dentro do seu tecido de origem (FRISCH; SCREATON, 2001; MEMON et al., 2005).
Em estudo realizado por Bayoussef et al., (2011) utilizando-se da linhagem celular C2C12
(mioblastos) cultivados in vitro observaram que os agregados celulares obtidos mantiveram
sua viabilidade, permitindo sua capacidade de diferenciacdo e proliferacdo. Yamada et al.,
(1999) e Han et al, (2006) confirmaram que células agregadas conseguem manter sua
viabilidade por um tempo maior do que as células tnicas, reconhecendo a importancia das
interacdes célula-célula para o cultivo in vitro, podendo ser esse o motivo da alta mortalidade

celular observada nas amostras analisadas.
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Figura 2. Células (colonocitos) inviaveis coradas em azul (A) e viaveis (B). Visto em microscopio

optico sob lente de aumento de 40x.

Fonte: Arquivo pessoal (2021)

Com relacdo aos pellets que foram classificados ap6s a centrifugagdo dos lavados das
fezes, era inicialmente preconizado que a menor quantidade de material fecal seria benéfica,
pois possivelmente facilitaria o futuro cultivo das células in vitro. Assim, inicialmente era
desejavel que fossem obtidos pellets de coloracdo mais clara. No entanto, no Gréafico 1 ¢
possivel observar que quanto mais escuro foi classificado o pellet, maior foi a quantidade de
células totais e vidveis obtidas, sugerindo que a presenca do material fecal ndo afetou na
qualidade das células, ndo ocasionando uma mortalidade expressiva delas. Assim, apesar de
apresentarem maior quantidade de material fecal e possivelmente de microrganismos,
coloracdes mais escuras sdo desejaveis visando a coleta de um nimero de células para que se
obtenha quantidade suficiente para estabelecer o cultivo celular. Portanto, faz-se necessario
uma metodologia eficiente para que posteriormente essas células possam ser isoladas com

seguranca dos demais componentes fecais.
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Grafico 1. Média de escores das lavagens em relag@o a quantidade de células totais e viaveis
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No Grafico 2 ¢ possivel observar que o tempo teve efeito significativo sobre a
quantidade de células totais e viaveis obtidas, ou seja, quanto mais tempo se passou do
momento da defecacdo até a avaliagdo, menor a quantidade de células obtidas e de células
vidveis. Além disso, constatou-se que nao had diferencga significativa na quantidade total e
viavel de células obtidas entre 0 horas até as 12 horas, independente da temperatura em que
as amostras foram armazenadas (ambiente ou refrigerada). Contudo, com 24 horas ha um

decréscimo significativo na quantidade de células totais e viaveis obtidas.
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Grifico 2. Médias da quantidade de células totais e viaveis (numeros convertidos para LOG10) obtidas em
relagdo ao tempo

No Gréafico 3 observa-se que o nimero de células totais e vidveis obtidas nas amostras
a fresco ndo difere estatisticamente das amostras mantidas em temperatura ambiente, porém
difere das amostras refrigeradas. Todavia, as amostras em temperatura ambiente ndo diferem
estatisticamente nem das frescas e nem das refrigeradas. E possivel observar também que ha
maior quantidade de células totais e vidveis nas amostras frescas e uma menor quantidade nas
amostras refrigeradas. Wang et al., (2017) mostraram que células M2 (células de melanomas)
de mamiferos armazenadas em temperaturas entre 1°C e 5°C, considerada um tratamento de
grau de hipotermia severo, por 24 horas sofreram decréscimo significativo na sua viabilidade,
quando comparado com células M2 armazenadas entre 16°C e 22°C, indicando que essas

células sdo mais sensiveis a temperaturas mais baixas, assim podendo-se inferir que os
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colonocitos se comportam da mesma maneira e, por isso, observou-se uma menor quantidade

de células viaveis nas amostras refrigeradas.
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Grafico 3. Médias da quantidade células totais e viaveis obtidas em relag@o a temperatura.

No Grafico 4 ¢ possivel observar e comparar as médias da quantidade de células em
todos os tempos (tratamentos) em temperatura ambiente, tanto totais quanto viaveis.
Constatou-se que até 12 horas em temperatura ambiente ¢ possivel obter com um niimero de
células que ndo difere significativamente dos demais horarios. J& com 24 horas apods as
coletas o numero de células viaveis e totais foi menor quando comparado com os outros
horérios. Wang et al. (2017) observaram que as células M2, HEK 293T (células embrionarias
do rim humano) e SaO2 (linhagem celular derivada de osteosarcoma) alcangaram até 80% de
viabilidade, indicando que células de mamiferos conseguem se manter vidveis ao serem
mantidas em temperatura ambiente para serem transportadas suspensas em meio de cultura.
Além disso, também observou-se que células HEK 293T incubadas a 37°C por 3 dias
conseguem manter sua viabilidade alta, desde que estejam em uma concentragdo celular
adequada. Células MCF-7 ressuspensas em mistura de meio de cultivo DMEM (34%) com
Matrigel (66%) e armazenadas em temperatura ambiente mantiveram sua viabilidade por uma
semana, obtendo taxas de crescimento semelhantes a células quando mantidas
criopreservadas. Demonstrando entdo que meio de crescimento celular suplementado com
Matrigel fornece um ambiente adequado para que elas se mantenham vidveis em temperatura

ambiente (WANG et al., 2015).
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Ainda no grafico 4 € possivel observar a queda continua e acentuada da quantidade de
células totais e viaveis com o passar do tempo. Observa-se também que apesar da quantidade
de células totais ser maior em temperatura ambiente, hd também uma queda mais acentuada,
tendo uma redu¢do na quantidade de células obtidas e também vidveis. Para as células vidveis
notou-se uma inversdo, onde houve maior quantidade de células vivas nas amostras
refrigeradas com 24 horas quando comparado com as amostras de 24 horas em temperatura
ambiente. A resposta das células a refrigeracdo varia de acordo com as propriedades e a
integridade da membrana plasmatica, tendo linhagens celulares que conseguem sobreviver a
altos niveis de refrigeragdo (MAZUR, 20006).

Apesar da criopreservacao ser uma das principais ferramentas para o armazenamento
de células, a preservacdo celular em condi¢des hipotérmicas através da refrigeracdo revela-se
como uma saida de custo reduzido. Manter as células em baixas temperaturas ocasiona o
retardamento das atividades metabolicas, desacelerando os processos dependentes de energia

e prolongando o avango do ciclo celular. Contudo a exposi¢ao prolongada a hipotermia faz
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com que ocorra a ativacao da hidrélise da membrana fosfolipidica desencadeando o processo
que leva ao dano e consequentemente a morte celular, explicando entdo o decréscimo na
quantidade de células viaveis obtidas com o decorrer do tempo observada no presente
trabalho (ROBINSON et al,, 2013; ROOBOL et al., 2009; HOCKACHKA, 1986). Assim, as
células presentes nas amostras mantidas em temperatura ambiente mantém seu metabolismo
ativo e continuo, de forma que sua viabilidade possa ser mantida por um tempo menor em

relacdo as células que sdo mantidas sob refrigeragao.

5.2. ISOLAMENTO DAS CELULAS ESFOLIADAS DAS FEZES E
CULTIVO CELULAR

Foram coletadas as fezes de quatro caprinos em placas de Petri no momento da
defecacdo, evitando-se possiveis contaminantes ambientais, sendo as amostras coletadas
imediatamente encaminhadas ao laboratério onde foi realizada a metodologia previamente
descrita de lavagens e isolamento das células através do gradiente de Percoll.

No primeiro cultivo realizado, foram adicionadas células em diferentes volumes. No
segundo dia de cultivo, foi observado quantidade significativa de células, sem indicios de
contaminag¢do. Nos pogos com maior volume de células foi possivel observar uma quantidade
significativamente maior de células, entretanto apresentava uma quantidade material fecal.
Consequentemente nos pogos em que foi depositado um menor volume celular, observou-se
células mais espagadas e uma menor quantidade de material fecal. Quanto foi atingido o
quinto dia, foi possivel observar contaminagdo significativa a olho nu em alguns pogos, e,
sendo assim, realizou-se o descarte dos mesmos, mantendo-se o cultivo dos demais pogos que
ndo demonstraram contaminac¢do. Quando esse cultivo atingiu o sétimo dia (Figura 3), os
pogos restantes apresentavam alta taxa de mortalidade celular e no oitavo dia restaram apenas
restos celulares. Logo, toda a placa de cultivo foi descartada.

Ao promover o segundo e terceiro cultivos, foi possivel observar bastante
contaminac¢do ja no seu terceiro dia, sendo as placas descartadas por completo. O quarto e
ultimo cultivo, ndo apresentava sinais de contaminagdo nas primeiras setenta e duas horas.
Contudo, as células estavam em quantidades pequenas e bem espagadas. O cultivo foi

descartado no sétimo dia quando j& nao era mais visualizada a presenga de células.
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Figura 3. Colondcitos observados no primeiro cultivo ap6s 7 dias. Visto em microscopio optico sob lente de
aumento de 40x.

Fonte: Arquivo pessoal (2022)

As células sdo cultivadas em meios ricos em nutrientes e por isso ha um alto risco da
propagacdo de microrganismos indesejados (contaminantes). Por esse motivo, o cultivo
celular exige diversos cuidados para que os riscos de contaminagdes sejam reduzidos, sendo
as técnicas assépticas de extrema importancia para sua manutencao prolongada. As fezes sdo
formadas por uma mistura de residuos alimentares nao digeridos, microflora e componentes
celulares, sendo entdo, por si s6, amostras com alto risco de contaminagao. Por isso, se faz
necessario que haja a utilizagdo de um método eficiente para separagdo do material fecal dos
colondcitos que serdo usados no cultivo celular (ALVES; GUIMARAES, 2010; IYENGAR et
al., 1991).

O Percoll consiste em particulas de silica coloidal firmemente revestidas com uma
camada de polivinilpirrolidona (PVP) e quando centrifugado em alta velocidade, forma
gradientes com diferentes densidades, sendo o coldide ndo toxico para células e organelas
celulares. Esse meio tem sido utilizado para a separacdo de uma grande variedade de tipos
celulares, como células germinativas (espermatozodides), linfécitos, células mononucleares,
hepatocitos, entre outros. Sendo essa razdo de ter sido escolhido para separagdo entre
colonécitos e material fecal dos lavados de fezes (LESSLEY; GARNER, 1983; PERTOFT et
al., 1979; PINO; CARDONA, 2011; TIMONEN; SAKSELA, 1980).

Em estudo realizado por Kreamer e colaboradores (1986) para preparacao de isolados
de hepatocitos, observou-se que o processo de purificagdo celular utilizando Percoll resultou
na obten¢do de uma taxa maior de viabilidade, menor quantidade de detritos, maior

porcentagem de células individuais e menor contaminagdo durante a suspensdo final. Além
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disso, as preparagdes que passaram por esse processo de purificacdo quando colocadas em
cultivo suplementado com insulina e examinadas 24 horas depois, apresentavam células com
maior ligagdo com o substrato.

Esse método ja foi testado no isolamento de células fecais esfoliadas em humanos,
utilizando diferentes gradientes de densidade a partir de uma solugdao de Percoll a 1.08 g/ml.
No entanto, as fezes de humanos ndo resistem a lavagem superficial, se tornam uma pasta ou
suspensdao fecal. A quantidade de células recuperadas pelos autores foi relatada como
satisfatoria, sendo a maioria delas recuperada nas fracdes de densidade menores que 1.076,
totalizando cerca de 3 a 4x10° células/g de amostra fresca de fezes. As células recuperadas
apresentaram cerca de 80% de viabilidade atestada pelo uso do corante Azul de Tripan,
porém, nao foram utilizadas para cultivo (ALBAUGH et al., 1992).

De acordo com Brandslund et al. (1982) o procedimento de separacdo de mondcitos
utilizando Percoll ¢ extremamente confidvel, apresentando apenas 3 a 4% de falhas. Tais
falhas podem ser resultantes da formagao de agregados de outras células que contaminam os
mondcitos, resultando em uma ma separagdo das células que sdo de interesse. Outro fator que
pode influenciar nas taxas de falhas, de acordo com o autor, ¢ a contamina¢do da suspensao
em que as células estao inseridas ou do proprio Percoll por bactérias ou fungos.

A contaminagdo do cultivo celular pode acontecer por diversos fatores, sendo eles
bioldgicos (fungos, virus e bactérias), quimicos (endotoxinas de bactérias gram-negativas,
detergentes residuais, metais pesados, fixadores e radicais livres) ou contamina¢do cruzada
decorrente de diferentes fontes (BAUST et al., 2017; MAHMOOD; ALI, 2017; ROUTRAY
etal., 2016;).

A contaminagdo bioldgica ocorre com maior frequéncia, sendo o problema mais
comum nos laboratérios. Ela estd diretamente relacionada a técnicas assépticas improprias,
esterilizacdo inadequada ou reagentes impuros (meio de cultura, solugdes, etc.). A
contaminac¢do bacteriana em cultivos celulares pode ser visualizada com facilidade de forma
macro € microscopica onde se observa turvamento do meio de cultura, mudanga de pH
(através da acidificacdo do meio) e os microrganismos passam a competir pelos nutrientes
disponiveis, levando a morte das células (LOPES; GONCALVES; SOBRAL, 2020).

A contaminacdo fungica aparece macroscOpicamente como pequenas colonias
isoladas, apresentando colora¢do variando entre branco, cinza e esverdeado, flutuando no
meio de cultivo. Quando ha contaminacdo significativa, 0 meio apresenta caracteristica turva
ou enevoada, causando aumento do pH, o que resulta na mudanca na coloracdo indo de

vermelho de fenol ao rosa. Microscopicamente ¢ possivel visualizar micelas filamentosas
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finas, como hifas, ou aglomerados de esporos, sendo facilmente identificaveis. Os fungos
estdo presentes no ambiente, podendo se infiltrar nas culturas através do ar, principalmente
quando ocorrem mudangas climaticas, ha a presenca de ar condicionado ou superaquecimento
(LOPES et al., 2020; HANDLING-SOLUTIONS, 2020; LANGDON, 2004).

Apesar do Percoll ter se mostrado eficiente na separagdo e purificagdo de diversas
linhagens celulares, ¢ necessario ampliagdo dos estudos relacionados aos colondcitos
esfoliados isolados a partir de fezes visto que houve contaminacao significativa no presente
trabalho (Figura 4) sendo possivel observar contaminagdo fungica de forma macro e
microscopica. Células primdrias, aquelas isoladas diretamente a partir de tecido animal,
apresentam maiores riscos de contaminacao visto que a contaminagdo pode advir do processo
de dissec¢do dos microrganismos presentes no proprio tecido originario, assim como as fezes.
O risco de contaminagdo por microrganismos estd ligada a fonte da linhagem celular, sendo
fundamental o fornecimento de processos para prevenir ou inibir o crescimento de
microrganismos ndo desejaveis, através da inser¢do de protocolos com antibidticos e

antifingicos potentes (STACEY, 2011).

Figura 4. Cultivo celular de colondcitos contaminado apds 48h.

Fonte: Arquivo pessoal (2022)
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5.3. CRIOPRESERVACAO CELULAR E VIABILIDADE
POS-CONGELAMENTO

Foi possivel a realizagdo da coleta de todos os animais, totalizando 12 amostras
obtidas (quatro animais em triplicata). Por se tratarem de dois tratamentos (5% e 10% de
DMSO), totalizaram-se 24 amostras, onde foi possivel observar a presenca de células viaveis
tanto a fresco quanto apos o descongelamento.

A sobrevivéncia celular durante os processos de congelamento e descongelamento
depende de variados mecanismos responsaveis pelo dano celular. Cada linhagem celular
apresenta sua propria taxa Otima para resfriamento que depende tanto da permeabilidade da
membrana celular quanto da composicao da solugdo usada para criopreservagao. Atualmente
a taxa de sobrevivéncia de células e tecidos de mamiferos sdo alcancadas principalmente
devido ao desenvolvimento de solugdes de agentes crioprotetores (CPAs), sendo necessario
definir qual substincia ¢ adequada para a criopreservacdo de colonocitos. As substancias
crioprotetoras, como 0 nome sugere, garantem prote¢ao durante o processo de congelamento,
sendo os principais agentes penetrantes utilizados o glicerol e o dimetilsulfoxido (DMSO)
(HUBEL, 1997), tendo sido esse ultimo escolhido para o inicio dos testes com colondcitos
obtidos a partir de lavados de fezes.

Liseth e colaboradores (2005) observaram que concentragdes menores que 5% de
DMSO (2% e 4%) resultaram em menores taxas de sobrevivéncia de células progenitoras do
sangue periférico (PBPC) criopreservadas. Em estudo realizado por Ock e Rho (2011)
observou-se que a sobrevivéncia e o numero de coldnias celulares mesenquimais foram
inversamente proporcionais a concentragdo de DMSO utilizado para criopreservagdo, onde a
concentracdo de 5% mostrou melhores taxas de sobrevivéncia, contudo, sem diferir

significativamente da concentrag¢do de 10%, assim como visto na tabela 1.

Tabela 1.Média da quantidade de células viaveis obtidas a fresco e apos o descongelamento

Variavel CVf Cvd 5% Cvd 10%
Quant. de 5291 +17.86% 2583 + 6,878 25+ 6,388
celulas

Médias com letras diferentes diferem significativamente
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Fato semelhante foi observado por Picoli et al, (2015) ao estudar o efeito da
toxicidade do DMSO em células Madin-Darby de rins bovinos (MDBK). Os autores
observaram que concentragdes baixas (0,5%, 1% e 2,5%) de DMSO nao foram eficazes na
protecao contra crio-injurias, preconizando o uso de concentragdes acima de 5%. Por esses
motivos, foi utilizada a quantidade minima de 5% para a criopreservagao de colonécitos. O
autor ressalta, contudo, que a retirada do composto deve se dar logo apds o congelamento
para evitar a toxicidade exercida sobre tais células.

No presente trabalho observou-se que nao houve diferenga significativa na média de
células viaveis ap0s a criopreservagao com 5% e 10% de DMSO. Em células hematopoiéticas
do sangue do corddo umbilical, Donaldson et al., (1996) observaram que ocorre uma boa
recuperagdo de células com DMSO em concentragdes de 5% e 10% quando ha uma taxa de
resfriamento controlada, corroborando com a tabela 2, onde ¢ possivel observar que houve

perda de apenas 27% das células vidveis criopreservadas.

Tabela 2. Médias da perda de viabilidade celular apds a criopreservagdo com diferentes concentragdes

de DMSO

Variavel Cvd 5% Cvd 10%

Perda da viabilidade 27.08 + 14,034 2791+ 12,724

Meédias com letras diferentes diferem significativamente

Uma vez que os tratamentos ndo diferiram estatisticamente, podemos inferir que
ambas foram igualmente adequadas na manutenc¢do da viabilidade celular, como visto no
grafico 2 abaixo. Estudos futuros podem demonstrar que outras concentragdes se adequem
ainda melhor a essa linhagem.

Em relacdo ao método utilizado no resfriamento celular, este depende de diversos
fatores, entre eles a linhagem celular que sera submetida a criopreservagdo. Os tipos celulares
que apresentam membrana com permeabilidade alta tendem a sobreviverem quando ocorre o
resfriamento rapido, enquanto as células com membranas de baixa permeabilidade precisam
ser resfriadas lentamente. Durante o congelamento e o aquecimento, as células sao
submetidas a diversas forgas (térmicas e quimicas, em especial). Quando o processo de
congelamento se inicia, as células se encontram hidratadas e equilibradas em relagdo ao meio

que as cerca, fato que muda conforme esse processo avanca, fazendo-as desidratar e formar
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gelo intracelular. O método do resfriamento lento e aquecimento rapido elimina a formagao
de cristais de gelo intracelulares, deixando entdo de ser um fator que proporciona o dano
celular (HUBEL, 1997; LI et al., 2018). Esse fato foi observado por Mandal et al., (2015) que
creditaram o sucesso na recuperacao de hepatodcitos criopreservados a lenta diluicdo do
DMSO durante o processo de resfriamento, evitando o choque osmotico e o descongelamento
rapido das células a 37 °C, o que assegurou que houvesse dano limitado as células pois evitou
a nova formagdo de cristais de gelo no meio intracelular. No caso das células fecais, o
resfriamento lento foi a Unica técnica utilizada, e futuramente seria interessante testar
diferentes curvas de refrigeragdao a fim de otimizar a técnica e estabelecer um protocolo mais

eficiente.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas analises realizadas pode-se afirmar que ha presenca de células vidveis
tanto em fezes mantidas em temperatura ambiente ou refrigerado até 24h apds a sua excregao.
Foi possivel demonstrar que o tempo e a temperatura influenciam na quantidade de células
totais e vidveis. Em relagdo as amostras mantidas em temperatura ambiente, ¢ possivel
afirmar que ndao ha diferenga significativa na quantidade de células obtidas nas analises
realizadas até 12 horas apds as coletas. J4 nas amostras analisadas 24 horas apos as coletas,
foi observada a diminuicdo na quantidade de células obtidas, bem como do nlimero de células
viaveis. Conclui-se também que apesar da quantidade de células totais ser maior em
temperatura ambiente, ha uma curva de queda maior na sua sobrevivéncia com o passar do
tempo em relagdo as amostras que foram mantidas sob refrigeragao.

Em relacdo a criopreservagao celular pode-se concluir que concentragdes entre 5% e
10% de DMSO sao eficazes para a criopreservacao de colondcitos, podendo manter cerca de
metade da populacdo vidvel inicial ainda com vitalidade apds a criopreservagdo. A
criopreservacao lenta utilizando geladeira e o isopor contendo nitrogénio liquido ¢ o método
mais facil e barato para realizar a curva de congelamento celular, e também se mostrou como
uma técnica vidvel. Entretanto, faz-se necessario estudos mais amplos e aprofundados para
determinagcdo do grau de toxicidade do DMSO nas células obtidas em lavados de fezes
caprinas, bem como de diferentes curvas de refrigeragao.

Pode-se também inferir que o estabelecimento de cultivos celulares a partir de
lavagens de fezes de caprinos é uma técnica vidvel e que pode ser adaptada para animais

selvagens. Contudo, para isso, as técnicas precisam passar por um processo de refinamento,
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j4 que, apesar de ter sido viavel, se mostrou pouco eficiente. Sendo assim, ¢ necessario a
realizagdo de estudos mais aprofundados para uma boa determinagdo de protocolo de cultivo
celular obtido a partir de fezes de caprinos como modelo experimental para espécies

selvagens.
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