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RESUMO

Este estudo investigou a viabilidade, isolamento e cultivo de células esfoliadas a partir de
fezes de cervideos neotropicais, propondo um meétodo nao invasivo para analise celular e
aplicacdes futuras na conservacdo animal. As amostras fecais foram coletadas e submetidas a
diferentes condi¢cdes de armazenamento, sendo mantidas a temperatura ambiente (27°C) e
refrigerada (4°C) por periodos de Oh, 1h, 4h, 6h, 12h e 24h. O objetivo foi avaliar o impacto
dessas condigdes no numero e na viabilidade das células esfoliadas, considerando o tempo
como um fator determinante para a integridade celular. Apds o isolamento das células, foram
realizados testes de viabilidade utilizando azul de tripan e corantes fluorescentes, como iodeto
de propideo e laranja acridina, para distinguir células viaveis, apoptoticas e necrdticas. A
analise estatistica foi conduzida em um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),
avaliando os efeitos dos fatores tempo e condi¢do sobre a variavel dependente. As células
isoladas através do método do gradiente de Percoll foram cultivadas em meio DMEM
suplementado. O cultivo foi realizado em placas de 96 pogos e mantido a 37°C e 5% de COs,
com troca de meio a cada dois dias. Os resultados revelaram que o tempo exerceu um efeito
significativo na viabilidade celular, enquanto o fator condicdo de armazenamento apresentou
efeito menor. As maiores médias de células viaveis foram observadas nos tempos iniciais de
Oh e 1h, com uma redugdo progressiva ao longo de 24 horas, especialmente em temperatura
ambiente. Em contrapartida, as amostras mantidas em condi¢des refrigeradas apresentaram
uma diminui¢do mais suave na viabilidade. Com relagdo aos cultivos, observou-se alta taxa de
contaminagdo nas culturas, resultando na perda de cinco dos seis cultivos realizados. No
entanto, em um dos cultivos, as células permaneceram viaveis por até 120 horas,
demonstrando a viabilidade do método para futuras andlises moleculares e de cultivo celular.
Assim, o método proposto pode ser uma alternativa viavel para estudos celulares em animais
silvestres, evitando procedimentos invasivos e permitindo o monitoramento da satde das
populacdes. Conclui-se que o isolamento e cultivo de células esfoliadas de fezes de cervideos
sdo possiveis e eficazes, mas melhorias no protocolo sao necessarias para aumentar a taxa de
sucesso do isolamento celular e consequentemente dos cultivos.

Palavras-Chave: cervideos neotropicais; viabilidade celular; células esfoliadas.



ABSTRACT

This study investigated the viability, isolation, and cultivation of exfoliated cells from the
feces of Neotropical deer, proposing a non-invasive method for cellular analysis and future
applications in animal conservation. Fecal samples were collected and subjected to different
storage conditions, being kept at room temperature (27°C) and refrigerated (4°C) for periods
of Oh, 1h, 4h, 6h, 12h, and 24h. The objective was to assess the impact of these conditions on
the number and viability of exfoliated cells, considering time as a determining factor for cell
integrity. After cell isolation, viability tests were performed using trypan blue and fluorescent
dyes such as propidium iodide and acridine orange to distinguish viable, apoptotic, and
necrotic cells. Statistical analysis was conducted using a Completely Randomized Design
(CRD), evaluating the effects of time and storage condition factors on the dependent variable.
Cells isolated using the Percoll gradient method were cultured in a supplemented DMEM
medium. The cultivation was carried out in 96-well plates and maintained at 37°C and 5%
CO., with media changes every two days. The results revealed that time had a significant
effect on cell viability, while the storage condition factor had a smaller effect. The highest
means of viable cells were observed at the initial times of Oh and 1h, with a progressive
reduction over 24 hours, especially at room temperature. In contrast, samples stored under
refrigerated conditions showed a milder decrease in viability. Regarding cell cultures, a high
contamination rate was observed, resulting in the loss of five out of six cultures. However, in
one culture, cells remained viable for up to 120 hours, demonstrating the feasibility of the
method for future molecular and cell culture analyses. Thus, the proposed method could be a
viable alternative for cellular studies in wild animals, avoiding invasive procedures and
enabling population health monitoring. It is concluded that the isolation and cultivation of
exfoliated cells from deer feces are possible and effective, but protocol improvements are
necessary to increase the success rate of cell isolation and, consequently, cultures.

Keywords: neotropical deers; cell viability; exfoliated cells.
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1. INTRODUCAO

Os cervideos sdo mamiferos da familia Cervidae, inseridos na ordem dos Artiodactyla.
Esses animais sdo chamados de ungulados por apresentarem cascos pares com quatro dedos,
sendo dois deles de apoio, e pertencem a subordem Ruminantia, que ¢ caracterizada por
possuir quatro compartimentos estomacais (Duarte, 2014). Ao todo, na regido neotropical ¢
possivel encontrar 17 espécies de cervideos, tendo a ocorréncia de nove delas em territorio
brasileiro: Blastocerus dichotomus, Odocoileus virginianus, Ozotoceros bezoarticus, Mazama
americana, Mazama jucunda, Subulo gouazoubira, Mazama rufa, Mazama nana e Passalites
nemorivagus (Duarte, 2014). Essas espécies t€m sofrido com pressdes antropicas sob seu
habitat, o que resulta em uma grande segregacdo populacional, reduzindo a troca génica e, por
consequéncia, a diversidade genética, levando a um aumento da endogamia e,
consequentemente, maior vulnerabilidade a extingdo (Duarte, 2005).

De acordo com Weber e Gonzalez (2003), a area de distribuicao das espécies de
cervideos em regides neotropicais teve reducdo que variou entre 40 e 90%, colocando essas
populacdes em situacdo de conservacdo significativamente mais critica quando comparada
com os demais mamiferos do mundo. Em escala global, cerca de 26% das espécies de
mamiferos estdo ameagadas, enquanto outros 15% classificam-se como “dados deficientes”,
demonstrando a necessidade de estudos para determinar sua real situagdo (IUCN, 2025). Com
o avancar das pesquisas e atualizacdes na taxonomia das espécies, € provavel que o nimero
de cervideos neotropicais ameagados de extingdo seja maior do que estd atualmente relatado
na literatura (Duarte; Jorge, 1996; Groves; Grubb, 1987).

As espécies de cervideos presentes na regido neotropical apresentam importantes
questdes taxondmicas principalmente devido a sua acentuada fragilidade cromossdmica, o que
resulta em uma das taxas de evolucdo cariotipica mais elevada quando se trata de mamiferos
(Duarte et al., 2008; Vargas-Munar, 2003). Em estudos realizados Salviano et al., (2017) e
Cursino et al., (2014), o cruzamento entre individuos classificados como M. americana que
apresentavam constituicdes cromossomicas distintas, resultou no nascimento de descendentes
inférteis ou subférteis. Assim, ainda que sem diferencas relacionadas a sua morfologia ou
analises relacionadas a genética molecular, foi evidenciado que ha isolamento reprodutivo
entre essas linhagens que contém diferentes nimeros de cromossomos entre si, confirmando

a existéncia de espécies que formam um complexo criptico.
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Entre as ferramentas que apresentam papel fundamental na resolu¢dao dos problemas
taxondmicos do género Mazama e outros cervideos neotropicais, esta a citogenética, ramo da
ciéncia responsavel pelo estudo dos cromossomos. Entretanto, a citogenética necessita que as
células estejam vivas para que sejam realizadas as preparagdes cromossomicas, €, portanto, as
amostras devem ser provenientes de individuos vivos ou abatidos recentemente. As células
que serdo usadas nos preparos devem ser mantidas em cultivo sob condi¢des controladas e
estéreis, para que assim sejam aplicadas as técnicas citogenéticas adequadas (Verma; Babu,
1995).

As células vivas também se inserem como uma ferramenta essencial para conservagao
da diversidade genética (um dos pilares fundamentais para a conservagdo de espécies
silvestres ameacadas) através dos bancos de germoplasma, desempenhando um papel
importante na diminuicdo dos efeitos de pressdes seletivas nao naturais (causadas pelo
homem), deriva genética e endogamia (Wildt ez al.,,1997). Esses bancos genéticos sdo usados
tipicamente para o armazenamento de s€émen, oocitos, embrides e fibroblastos criopreservado,
e quando associados as biotécnicas reprodutivas, garantem a manutencdo da variabilidade
genética mesmo apos a morte dos individuos e promovem reproducdo igualitaria entre os
animais através do manejo reprodutivo adequado (Holt; Pickard, 1999; Wildt, 1989).

A possibilidade de obter células vivas a partir de fontes ndo-invasivas permitiria a
coleta de material genético de uma variedade enorme de individuos de vida livre, assegurando
a representatividade das populacdes selvagens, bem como material para estudos citogenéticos
sem a necessidade de capturar esses animais. Para cervideos, o uso de métodos nao-invasivos
para obtencdo de amostras biologicas sdo recomendadas sempre que possivel, visto que
algumas espécies sdo extremamente raras, dificilmente avistadas ou localizadas devido a sua
caracteristica de habitarem ambientes florestais. Além disso, sdo animais evasivos e
estressaveis, podendo desenvolver complicacdes graves em decorréncia ao processo de
captura (miopatia) (Catdo-Dias; Camargo, 2010; Comizzoli et al., 2010; Duarte et al., 2010).
Assim, ¢ preconizado o desenvolvimento de metodologias que ndo envolvam a contengao

fisica/quimica para obtengao de amostras bioldgicas em cervideos.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL
e Realizar a obteng¢do, isolamento e cultivo de células somaticas obtidas a partir de fezes

de cervideos neotropicais;

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar por até quanto tempo € possivel obter células viaveis quando as fezes sdo
mantidas em temperatura ambiente e refrigeradas;

e Estabelecer um método eficiente para o isolamento das células obtidas a partir das
fezes;

e Testar o estabelecimento do cultivo celular de obtidas de fezes frescas;
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. EVOLUCAO E CARACTERISTICAS DOS CERVIDEOS NEOTROPICAIS

A historia evolutiva da familia Cervidae apresenta diversas lacunas e questionamentos
devido a inexisténcia de fosseis na regido da América Central, regido para qual os individuos
do género Mazama possivelmente migraram para América do Sul (Webb, 2000). Os dois
principais ramos de cervideos do Novo Mundo pertencem as tribos Rangiferina e Odocoileini,
tendo comegado a se diversificar ha cerca de 3 milhdes de anos, no final do periodo
Pleistoceno e se estabelecendo de inicio na América do Norte (Webb, 1991).

O Grande Intercambio Americano ¢ conhecido como sendo um importante evento
paleogeografico que promoveu intensa migracdo de fauna entre a América do Norte para
América do Sul, sendo um movimento facilitado pelo surgimento do istmo do Panama, onde
houve uma conexao entre os dois continentes, € permitiu que mamiferos adaptados cruzassem
do Norte para o Sul (Duarte et al., 2008; Webb, 1991; Woodburne, 2010). Dentre os animais
imigrantes, estavam os cervideos, que se dispersaram rapidamente pelo continente,
adaptando-se a variados nichos ecoldgicos e ocupando uma ampla diversidade de habitats.

A regido neotropical inclui grande parte da América Latina e ¢ considerada um hotspot
de biodiversidade, incluindo os cervideos, com o Brasil sendo o pais que abriga o maior
niamero de espécies descritas: Odocoileus virginianus, Ozotoceros bezoarticus, Blastocerus
dichotomus, Passalites nemorivagus, Subulo gouazoubira, Mazama nana, Mazama
americana, Mazama rufa e Mazama jucunda. Os cervideos formam um grupo de animais
extremamente diversificado, devido as caracteristicas ndo s6 morfologicas como também
ecoldgicas e genéticas (Duarte; Gonzalez, 2010). Eles podem ser divididos em dois grupos
morfologicos: espécies de pequeno porte, com peso inferior a 25kg e altura méaxima de 60 cm
na cernelha, caracterizados por machos sem chifres com ramificacdes e habitos a vegetagdes
mais densas; ja o segundo grupo € de espécies maiores, com peso acima de 25kg em que os
machos apresentam chifres ramificados, além de terem habitos relacionados a ambientes
abertos € com vegetacdo esparsa (Duarte, Reis, 2012).

A familia Cervidae apresenta uma variacdo cariotipica ampla, com numeros de
cromossomos que variam de 2n = 6 (Muntiacus muntjak) até 2n = 80 (Capreolus pygargus)
(Neitzel, 1987). Essas variacdes ocorrem tanto em nivel interespecifico quanto
intraespecifico, sendo possivel observar polimorfismos cromossdmicos que incluem
diferencas no namero de cromossomos € na presenca ou quantidade de cromossomos
supranumerarios. No género Mazama essa discrepancia pode ser bem observada, pois hd uma

variagdo cariotipica que vai desde 2n = 32 até 2n = 52. Especificamente na espécie Mazama
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americana, o nimero de cromossomos varia de 2n = 42 a 53, com a identificagdo de sete
citotipos distintos (variagdes cariotipicas que se correlacionam com a localiza¢do geografica
dos individuos) (Abril et al., 2010). Essas disparidades tornam controversos diversos aspectos
da taxonomia desta espécie, incluindo a quantidade de subespécies existentes ou qual a real
situacdo da sua conservagdo, dificultando a identificacdo de quantas e quais sdo as espécies

que estdo em situacdo de ameaca.

Fig 1. Exemplares das espécies de cervideos florestais com ocorréncia no Brasil. (A) S. gouazoubira; (B) P.
nemorivagus; (C) M. americana; (D) M. nana; (E) M. jucunda
B —— o)

Fonte: Oliveira ef al., (2016).
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Embora sejam considerados relativamente jovens em termos evolutivos, os cervideos
exibem um grau elevado notéavel de diversificagdo cromossdmica. Fontana e Rubini (1990) ao
analisarem dados citogenéticos de diversas espécies e subespécies de cervideos, identificaram
que enquanto o género Odocoileus apresentou grau de diferenciagdo menos complexo durante
seu processo de evolucdo, o género Mazama passou por rearranjos Cromossomicos
interespecificos complexos, que incluem fusdes em tandem e rearranjos robertsonianos.

A elevada semelhanga entre os taxons torna apenas a morfologia pouco confiavel na
diferenciagdo entre as espécies, fazendo com que os estudos cariotipicos tenham extrema
relevancia na busca em resolver os problemas taxonomicos do género Mazama, pois através
deles ¢ possivel identificar isolamentos reprodutivos e validar a distingdo entre espécies. Da
mesma maneira, os estudos genéticos moleculares frequentementes apresentam resultados que
nao correspondem as variagdes cromossomicas observadas, dificultando a identificagcdo de
unidades evolutivas por meio de marcadores mitocondriais e nucleares, como foi evidenciado
em estudos realizados com a espécie Mazama americana (Abril et al., 2010;
Cifuentes-rincén, 2016; Maran, 2016).

Atualmente, para o género Mazama, sdo aceitas as seguintes espécies: M. americana
(Erxleben 1777), M. rufina (Pucheran 1951), M. nana (Hensel 1872), M. jucunda (Thomas,
1913) e M. temama (Kerr 1792). Porém, com o avango nos estudos cientificos, ¢ esperado que
novas espécies sejam descritas, sendo possivel assim caracterizar apropriadamente o status de
ameaca de cada uma delas, desenvolver estratégias de conservagao, bem como a criagao de

areas protegidas, que auxiliem espécies que eram até entdo desconhecidas ou negligenciadas.

3.2. MAZAMA JUCUNDA: CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E GENETICAS

O Mazama  jucunda ¢ uma espécie conhecida comumente como
veado-mateiro-pequeno, veado-borord de Sdo Paulo ou veado-vermelho. Sendo exclusiva do
Brasil, est4d confinada a ecorregido das florestas costeiras da Serra do Mar nos estados de Sao
Paulo e do Parana. Recentemente, apds uma revisao taxonomica, a espécie Mazama jucunda
(Thomas, 1913) passou-se a considerar Mazama bororo (Duarte, 1996) como seu sinénimo
junior (Vogliotti e Duarte, 2012). A espécie M. jucunda, se encontra classificada como “Quase
Ameagada” de acordo com a avaliacdo do risco de extingdo do Instituto Chico Mendes da
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) e “Vulneravel” (VU) de acordo com a Lista

Vermelha de Espécies Ameagadas da [UCN (Duarte ef al., 2023).
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Figura 2. Area de distribuigdo do M. jucunda
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Fonte: IUCN (2015)

Assim como as demais espécies do género Mazama, o veado-mateiro-pequeno (M.
jucunda) exibe o corpo com a por¢do anterior ligeiramente mais baixa do que a posterior,
tendo chifres pequenos e nao ramificados nos machos, com peso médio de 25 kg e altura que
ndo ultrapassa 50 cm. Em geral, apresenta coloracdo avermelhada, com o pescogo tendo
laterais cinzas claro (Duarte et al, 2023). Como o nome comum da espécie sugere, ha
diversas semelhancas fenotipicas entre M. jucunda e as espécies inseridas no complexo M.
americana, sendo o peso a maior diferenga entre elas, onde os M. americana podem chegar
até 60 kg (Branan e Marchinton, 1987).

Dada sua recente descri¢ao ter ocorrido, ndo ha informagdes sobre sua distribuigdo
histérica. No entanto, assume-se por evidéncias geograficas que a espécie sempre ocupou uma
area restrita, tal como observado no periodo atual (Duarte & Jorge, 2003). Esses animais
apresentam um padrdo de atividade noturno e crepuscular, além de serem naturalmente
evasivos, com tendéncia a serem solitarios e territorialistas, ocupando pequenas areas de vida
(Barrette, 1987). Através de ferramentas moleculares, Duarte et al., (2005) mostraram a
distribuicao restrita desses animais, sendo uma das menores do mundo dentre toda familia
Cervidae, o que demonstra sua vulnerabilidade inerente a popula¢des pequenas e em declinio.
Esse resultado também acrescentou o veado-mateiro-pequeno a lista de mamiferos endémicos

da Mata Atlantica, classificando-o como o maior animal endémico em territorio brasileiro.
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Assim como os demais aspectos comportamentais, ndo ha grandes informagdes sobre
o habito alimentar da espécie. De forma geral, os animais do género Mazama sao descritos
como seletores, ou seja, possuem uma dieta altamente especializada, consumindo apenas
determinados tipos de alimentos ou partes especificas das plantas. O sistema digestorio
apresenta pouca complexidade, sendo composto por um rimen pequeno, omaso ¢ abomaso
pouco desenvolvidos, e os intestinos curtos, tendo um pequeno tempo de retencao do alimento
no reticulo (Putman, 1988). Esses animais selecionam uma dieta pobre em fibra, mas rica em
carboidrato, proteina e gordura, sendo alimentos de fécil digestio e nutricionalmente
concentrados (Putman, 1988; Oliveira e Duarte, 2006).

De acordo com Duarte e Jorge (2003), a espécie M. jucunda possui um numero
diploide que varia entre 32 e 34 cromossomos, com um numero fundamental de bragos
cromossomicos (NF) igual a 46. Em relacdo a sua morfologia cromossdmica, ¢ possivel
observar de 8 a 10 cromossomos grandes submetacéntricos (grupo A: grandes
submetacéntricos), de 4 a 6 cromossomos supranumerarios (grupo B: supranumerarios), 2
cromossomos pequenos submetacéntricos (grupo C: pequenos submetacéntricos), 4 grandes
acrocéntricos (grupo D: grandes acrocéntricos) e entre 14 e 18 cromossomos pequenos

acrocéntricos (grupo E: pequenos acrocéntricos).

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

Tendo em vista todas as questdes taxondmicas abordadas em relacdo ao género
Mazama e a importancia da obtencdo de células vivas para que a citogenética seja aplicada na
resolucdo dos problemas, ¢ essencial que os métodos utilizados para sua coleta sejam
desenvolvidos de forma cuidadosa e eficiente.

Entre as metodologias ndo-invasivas que foram elaboradas para a obtencdo de
amostras biologicas de fauna, ja foram coletados materiais como saliva, urina, casca de ovos,
pele (no caso de serpentes), penas, pelos e fezes (Taberlet et al., 1999). Com relagdo a esse
ultimo, diversos estudos fazem uso das fezes como fonte de obtencao de DNA. No entanto,
essa matriz tem se mostrado ainda mais promissora do que inicialmente se supunha, pois,
pesquisas que exploraram a composi¢ao presente nas fezes demonstraram a possibilidade de
isolar células viaveis a partir dessa fonte, inclusive de recém-nascidos (Albaugh et al., 1990;
Iyengar et al., 1991; Chandel et al., 2011).

Grande parte dos estudos que foram realizados at¢é o momento para obtencdo de

células fecais tem como objetivo auxiliar no diagnostico de doengas em humanos, oferecendo
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informagdes sobre o epitélio colonico. O estudo dos componentes das fezes humanas e animal
(coprocitobiologia) se caracteriza como sendo uma abordagem nao-invasiva para analises de
patologias no trato gastrointestinal, podendo ser usada como substituta para a biopsia de
tecidos para verificar alteragdes génicas ou danos no DNA, proteinas e actimulo de
componentes dietéticos do paciente (Davis, 2003; Nair et al., 2003; Kamra et al., 2005).
Quando a abordagem para uso das fezes ¢é realizada visando o diagnéstico de doencas em
humanos, podem ser utilizados marcadores moleculares, sendo importante observar apenas a
integridade da célula, mas sem a necessidade em realizar cultivo in vitro posterior (Chandel et
al., 2011).

O cultivo de células viaveis a partir das fezes apresenta grandes desafios, a exemplo
da dificuldade de seu isolamento em nimero adequado a partir da amostra inicial, chance de
contamina¢cdo ja no inicio do processo do cultivo, populacdo celular heterogénea e
complexidade para impedir o inicio do processo de anoikis, que se trata da morte celular
programada ap6s destacamento do tecido de origem.

Apesar das fezes serem consideradas uma fonte promissora para a obtencao de células
esfoliadas, para a maioria das espécies de mamiferos esse pode ser um processo bastante
complexo. Isso se deve ao fato de que apos ser realizada a lavagem da superficie da amostra,
as fezes absorvem a solucdo aquosa ¢ formam uma pasta de dificil manipulagdo. Ja nos
cervideos, as fezes apresentam-se em cibalas, o que garante maior firmeza da amostra apés a
lavagem da superficie e facilita a obtengdo celular . A possibilidade na obtengao das células
vivas em espécies selvagens a partir de uma fonte ndo-invasiva tornaria possivel a obtenc¢ao
de células de nimero expressivo de individuos de vida livre sem que houvesse a necessidade
de captura dos individuos, garantindo a obten¢do de material para estudos citogenéticos, bem

como recursos genéticos representativos das populagdes selvagens.

3.4. VIABILIDADE CELULAR E O ENSAIO DE EXCLUSAO POR CORANTE AZUL DE
TRIPAN

A viabilidade celular refere-se a propor¢ao de células saudaveis em uma amostra,
sendo uma etapa essencial para a sele¢cdo de suspensdes e cultivos celulares. Os métodos
utilizados para avaliar a viabilidade celular podem ser classificados em duas categorias
principais: (1) métodos que examinam populacdes inteiras e (2) métodos que avaliam células
individualmente (Andrade; Sobral, 2020; Stoddart, 2011).

O ensaio de exclusdo pelo Azul de Tripan foi inicialmente desenvolvido por Paul

Ehrlich como uma ferramenta clinica para o tratamento da tripanossomiase africana. Este
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método, um dos primeiros propostos para avaliar a viabilidade celular, permanece
amplamente utilizado em laboratorios até os dias de hoje. A técnica baseia-se no principio de
que células vivas possuem membranas celulares intactas, impedindo a absor¢do do corante,
enquanto células mortas, com membranas danificadas, perdem essa capacidade de exclusdo e
captam o corante, adquirindo uma colorag¢do azul que indica sua inviabilidade. Para a anélise,
as células sdo contadas em uma cdmara hemocitométrica com o auxilio de um microscépio
optico, permitindo o calculo do numero total de células viaveis e invidveis em uma populacao.
No entanto, quando realizado de forma manual e subjetiva (sem dispositivos automéaticos de
contagem), o ensaio pode superestimar a viabilidade celular, subestimando o niimero de
células inviaveis e, assim, levando a interpretagdes equivocadas sobre a viabilidade geral do
cultivo (Altman et al., 2003; Stoddart, 2011).

O uso do Azul de Tripan apresenta algumas limitagcdes e dentre eles, o principal € o
curto intervalo de tempo disponivel para que seja realizada a contagem celular. Isso ocorre
devido a fatores como: (a) a toxicidade do corante, que pode afetar as células poucos minutos
ap6s a exposicao a ele; (b) sua ligacdo a artefatos inespecificos, gerando resultados
falso-positivos; (c) a dificuldade em identificar células em estagios iniciais de apoptose, mas
que ainda mantém a integridade da membrana; (d) a falta de padronizagdo na concentragdo do
corante para andlise da viabilidade; e (e) o tempo prolongado necessario para a contagem
manual. Apesar dessas desvantagens, o método continua amplamente utilizado devido as suas
vantagens significativas, como rapidez na execucao, simplicidade de uso, baixo custo e
facilidade de andlise, podendo ser realizada tanto em laboratério quanto no campo. Além
disso, o Azul de Tripan pode ser integrado a sistemas de contagem automatizada por
computadores especializados, consolidando-se como um método de referéncia para a

avaliagdo da viabilidade celular (Piccinini ef al., 2017).
4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ANIMAIS E OBTENCAO DE AMOSTRAS

Foram utilizados 6 animais fémeas da espécie Mazama jucunda pertencentes no
Nucleo de Pesquisa e Conservagao de Cervideos (NUPECCE), pertencente ao Departamento
de Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus
Jaboticabal, localizado no Estado de Sao Paulo, Brasil. Os animais utilizados no experimento
apresentaram média de peso de 21 kg, sendo mantidos em baias e sob sistema de rodizio para

acesso aos piquetes externos para banho de sol diariamente. Os animais possuem manejo
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didrio padronizado, havendo fornecimento do alimento concentrado na forma de ra¢do equina
da marca Equitech e frutas (abdbora, banana ou mamao) no turno da manha e volumoso

(soja-perene, folha de amora ou rami), sendo a agua oferecida ad libitum.

Figura 3. Individuo de Mazama jucunda utilizado no experimento

Fonte: Arquivo pessoal

A facilitagdo para a obten¢do das amostras foi realizada fazendo-se uso do
comportamento natural da espécie, uma vez que quando sdo trocados de baia, o animal
imediatamente defeca para demarcagdo de territdrio. Ao realizar a troca de baia, o pesquisador
ficava aguardando até que o animal defecar e imediatamente apds a defecagdo, o animal era
devolvido para sua baia de origem e as fezes eram recolhidas em uma placa de plastico

devidamente identificada e eram encaminhadas ao laboratorio, tendo seu peso anotado.
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Figura 4. Coleta das amostras

Fonte: Arquivo pessoal

4.2. ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

Ao chegar ao laboratorio, as fezes foram imediatamente lavadas com 50 mL de
solu¢do 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 maximizar a recuperagdo celular, uma segunda lavagem de 50 mL foi
realizada. Os lavados obtidos foram recolhidos da placa com o auxilio de uma seringa e foram
filtrados em filtro Falcon de 70um. Foram entdo transferidos para dois tubos Falcon de 50 mL
e centrifugados a 274G por 5 minutos. Ap6s o processo de centrifugacao houve a formagao do

pellet.
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Figura 5. Lavagem das fezes com PBS
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Apos a centrifugacdo, 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). Apds a homogeneizagdo da amostra, 50 pL da solucdo foram
adicionados a 50 puL de Azul de Tripan (1:1) para avaliar a viabilidade celular, sendo que 10
puL da solugdo com corante foram depositadas em camara hemocitométrica de Neubauer para
contagem do numero total de células vidveis e invidveis. Foram contabilizadas as células
presentes nos quadrantes indicados com o X (esquema abaixo) sendo as células coradas em
azul aquelas consideradas como células inviaveis. Para cada amostra, a contagem foi realizada

em duplicata, sendo os valores obtidos aplicados na formula a seguir:

N = (Ng/4) x 10000 x 2

Sendo N = Numero de células obtidas; Nq = Numero contado nos quatro quadrantes;
10.000 corresponde ao volume; 2 corresponde ao fator de dilui¢ao (50uL de azul de tripan e

50uL de células).
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Outras coletas fecais foram realizadas com os mesmos individuos, sendo as amostras
encaminhadas ao laboratdrio, pesadas e submetidas a manutencdo em temperatura ambiente
(27°C) ou armazenadas em refrigeracao (4°C) por diferentes periodos de tempo. Foi avaliada a
manutencdo da viabilidade celular das amostras mantidas em temperatura ambiente e em
refrigeragdo por periodos de 1 hora, 4 horas, 6 horas, 12 horas e, por fim, 24 horas.
Posteriormente, foram submetidas a lavagem, centrifugacao e avaliagdo da viabilidade celular

seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente para as amostras de fezes frescas.

4.3. USO DE MUCOLITICO E ISOLAMENTO DAS CELULAS ESFOLIADAS DAS
FEZES

Foi observada grande quantidade de muco recobrindo os cibalos das fezes de
cervideos, o que dificultava a lavagem das amostras. Além disso, a camada de muco foi
descrita em outros estudos como o local de maior deposi¢do de células da amostra fecal
(Ahlquist et al., 1999; White ef al., 2006). Assim, baseando-se no trabalho de Bandaletova et
al., (2002) e White et al., (2006), foi testado o uso do agente mucolitico Tioglicolato de
Ambdnio (60%). Foram realizadas duas lavagens, onde a primeira lavagem (L1) continha 50
mL de solu¢do de Tampao Fosfato Salino (PBS) com pH ajustado para 8,5 contendo 0,5% de
Tioglicolato de amoénio (TA 60%) a cada grama de fezes e a segunda lavagem (L.2) contendo
apenas PBS, visando uma maior taxa de recuperagao celular. Os lavados foram alocados em
sacos, suavemente agitados e deixados em repouso por 30 minutos para que o TA 60% agisse
na mucolise. Em seguida, os lavados foram transferidos para tubos falcon de 50 mL e
centrifugados por 5 minutos a 111 G (ou 800 RPM). Logo ap6s a centrifugagdo, os
sobrenadantes foram cuidadosamente descartados com auxilio de pipeta de pasteur. O pellet
formado entdo foi ressuspenso em 30 mL de PBS e centrifugado novamente. Essa tltima
etapa foi repetida cinco vezes, com o objetivo de retirar o maximo possivel de Tioglicolato de
amonio (60%) da amostra, visto que o composto pode ser toxico para as células quando
expostas por periodo prolongado. Apods a quinta e ultima centrifugagdo, apds o descarte do
sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 1mL de PBS. Em seguida, o pellet ressuspenso
foi depositado na solu¢do do gradiente de densidade.

Os gradientes de densidade foram previamente preparados a partir da adicdo 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 H20. A solugao de Percoll
foi submetida a centrifugagdo 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
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pré-formado, sendo centrifugadas a 800 g por 30 minutos. As particulas de Percoll foram
removidas através da diluicdo da amostra colhida em PBS + meio de cultivo DMEM e¢ nova
centrifugacdo a 200 g por 5 minutos para obten¢ao do pellet celular. Apds o isolamento
celular, 50 pL da solu¢do contendo as células foram adicionados a 50 pL de Azul de Tripan

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

4.4. CULTIVO CELULAR

Os colondcitos foram cultivados em meio DMEM suplementado com 100U/ml de
penicilina/estreptomicina, 2,5ug/ml de anfotericina b, 50 pg/ml de Gentamicina, 10pg/ml de
insulina, 0,15 mM de aminoacidos nao-essenciais, 4mM de L-glutamina, 0,5 ng/ml de
Epidermal Growth Factor (EGF), 20 pg/ml de Cell Growth Solution (CGS) e 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB). As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, 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.NIVEL DE APOPTOSE

Uma aliquota de células foi ressuspensa em 2 pug/mL de laranja de acridina e 10
ug/mL de iodeto de propidio. Posteriormente, as células foram colocadas entre lamina e
laminula e avaliadas a 480 nm em microscopio de fluorescéncia sob objetiva de 60x. As
células foram classificadas como (I) células viaveis, com nucleo verde claro uniforme; (II)
células em apoptose inicial, com nucleo verde nao uniforme; (III) células em apoptose tardia,
com nucleo laranja brilhante nao uniforme, e (IV) células necréticas, com nucleo laranja

uniforme (Kosmider ef al., 2004).

4.6. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento foi conduzido em um Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC),

com um arranjo fatorial 2x6, consistindo de dois fatores:

o Condicao: dois niveis (Ambiente e Refrigerado);

o Tempo: seis niveis (Oh, 1h, 4h, 6h, 12h e 24h).

Os dados foram transformados usando a funcdo logaritmica natural para melhorar a
normalidade dos residuos. Foi realizada analise de varidncia para avaliar os efeitos de
Condi¢dao e Tempo, bem como a interacdo entre os fatores. O nivel de significancia foi

estabelecido em p<0,05. A normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk,
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onde p>0,05 indicou que os residuos podem ser considerados normalmente distribuidos.
Quando identificados efeitos significativos, as médias dos tratamentos foram comparadas por
meio do teste de Tukey a p<0,05, para determinar quais niveis dos fatores diferiam entre si.
As médias e desvios padrao também foram calculados para cada combinagao de fatores, e os

resultados foram apresentados graficamente.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR

Foi possivel a realizacdo de coletas com todos os animais, totalizando 66 amostras
obtidas e havendo a presenca de células vidveis na maior parte delas. Observou-se que a
grande maioria das células analisadas se tratavam de colonocitos (células epiteliais do colon),

tanto isolados quanto agregados, conforme o encontrado também por Roediger e Truelove
(1979) em humanos.

Figura 6. Colondcitos esfoliados invidveis (a esquerda) e viaveis (a direita) corados com azul de tripan obtidos
por meio das fezes
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Fonte: Arquivo pessoal (2024)

No grafico 1 e tabela 1 ¢ possivel observar a quantidade de células totais obtidas a
partir de fezes submetidas a temperatura ambiente (27°C) ou refrigeradas (4°C) e mantidas
sob essas condigdes por diferentes periodos. As médias de células totais (ou seja, a soma de
vidveis e inviaveis) foi maior nos tempos iniciais (Oh e 1h), havendo uma reducao ao longo do
tempo, principalmente a partir das 6h. A média em 24h foi menor, o que demonstra uma
diminui¢do expressiva na quantidade de células totais obtidas. Apesar de haver uma queda

acentuada em ambas as condigdes, em temperatura refrigerada, esse fato ¢ menos acentuado.
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Em estudo realizado por Stewart et al., (2022) observou-se o cultivo de células-tronco
epiteliais intestinais de equinos (ISCs) ap6s armazenamento prolongado do tecido a 4°C e
demonstrou que ¢ possivel isolar e cultivar com sucesso essas células mesmo ap6s 48 horas,
sem que houvesse prejuizo significativo em comparagdo ao processamento imediato,

mostrando que a refrigeracao pode mitigar os efeitos do tempo na integridade celular.

Médias por Condigdo e Tempo

Tempo

Média (log Nt}

Ambiente Refrigerado
Condicdo

Grifico 1. Médias da quantidade de células totais obtidas em diferentes tempo e condi¢des
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Médias por Condigdo e Tempo

a

Tempo

M édia (log Nwi)

Ambiente Refrigerado
Condicdo

Grifico 2. Médias da quantidade de células viaveis obtidas em diferentes tempo e condi¢des

Os resultados observados nas tabelas 3 e 4 sugerem que o fator tempo influencia
estatisticamente de forma significativa (indicado pelas letras diferentes) na quantidade de
células totais e viaveis obtidas, no entanto, o fator condicdo (ambiente ou refrigerado) ndo
apresenta efeito relevante. Essa andlise confirma as diferencas significativas, principalmente
entre os tempos iniciais (Oh, 1h) e final (24h), destacando a queda progressiva na quantidade
das células ao longo do tempo, sendo possivel observar também na andlise de regressao

presente no grafico 3.
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Tabela 1. Médias e desvio padrao para quantidade de células totais obtidas em relagdo a
condig¢do e tempo (valores transformados para Log na base 10).

CONDICAO TEMPO MEDIA = DP
Oh 129040
Ih 1290+ 031
h 120£042
Ambiente 6h 12.5 %034
12h 11.4=0.55
24h 10.4+0.53
Ih 1244028
4h 12.8+£0.40
Refrigerado 6h 125£0.15
12h 11.6+022
24h 109+033

Tabela 2. Médias e desvio padrao para condigdo e tempo para obtencdo de células viaveis

CONDICAO TEMPO MEDIA = DP
Oh 10,5045
1h 10.1 £0.38
4h 9.3+0.33

Ambiente b 531168
12h 8.0x1.64

24h 29192

1h 9.4+041

4h 8.2=1.69

Refrigerado 6h 46+2.9
12h 4.3 +1.96

24h 48+217

No grafico 2 é possivel observar as médias de células viaveis em fungao das condi¢des
de temperatura ambiente (27°C) e refrigerado (4°C) e dos tempos de coleta (Oh, 1h, 4h, 6h,
12h, 24h). Em temperatura ambiente, as médias da quantidade de células viaveis obtidas e
analisadas a fresco (Oh) e apos 1h s3o mais altas em relagdo aos tempos seguintes, no entanto,
diferem significativamente apenas apos 12 horas, tendo uma reducao progressiva até atingir a
menor média com 24h. Da mesma forma, pode ser observado em ambiente refrigerado onde
ha a mesma tendéncia decrescente conforme o tempo aumenta.

A média de células viaveis obtidas com 24h foi maior em temperatura refrigerada

quando comparado a condicdo ambiente indicando que a refrigeracdo ¢ eficiente para
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preservar a viabilidade celular, corroborando com os dados encontrados por Silva et al.,
(2022) em estudos realizados com cabras como modelo experimental para cervideos. Essa

queda pode ser observada no grafico a seguir:

N. Total y =-0,0914x+ 12,777
14,00 R- 086
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Griafico 3. Regressdo da interacdo tempo-temperatura em relacdo a quantidade de células totais e

células viaveis.

Quando ambas as condi¢des (ambiente e refrigerado) sdo comparadas em tempos
iniciais (Oh e 1h), as médias sdao similares, o que indica que, a curto prazo, a forma de
armazenamento ndo impacta significativamente a viabilidade das células (como visto nos
graficos 1 e 2). Entretanto, apos 12h e 24h, as amostras refrigeradas apresentam médias de
células viaveis maiores quando comparado com as mantidas em temperatura ambiente,
sugerindo um efeito protetor da refrigeracdo na manutencao da viabilidade celular, visto que
ha uma queda acentuada na quantidade de células viaveis em temperatura ambiente.

A condicdo de manutengdo das amostras em temperatura ambiente pode ser
inadequada em tempos de armazenamentos mais longos, acima de 12 horas, devido a rapida

degradacao celular e, por isso, a refrigeracdo demonstra ser uma estratégia eficaz para
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prolongar a viabilidade e integridade celular quando as amostras necessitam ser transportadas
para o laboratorio.

Assim como para células totais, com respeito a quantidade de células viaveis, os
tempos iniciais (Oh, 1h, 4h) ndo diferem significativamente entre si, no entanto, o tempo mais
longo correspondente a 24h apresenta valores significativamente menores, evidenciando a
queda da quantidade de células vivas ao serem expostas a um periodo prolongado de intervalo
desde a coleta até a andlise.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os dados encontrados por
Yazdani et al., (2020) onde mostram que as cé€lulas epiteliais orais humanas armazenadas a
4°C apresentaram a maior viabilidade e uma menor expressdo de genes relacionados a
apoptose quando comparado as células mantidas em temperatura de 24°C ou 12°C que
sofreram maior degradagdo celular. No entanto, Eidet ef al., (2014) observaram que as células
epiteliais conjuntivais humanas, ao serem armazenadas a 4°C apresentaram queda na
viabilidade, sendo a temperatura ideal na faixa de 12°C, demonstrando que a temperatura de
armazenamento varia de acordo com a matriz celular que estd sendo analisada, sendo

necessario mais estudos com relagao aos colonocitos esfoliados.

Tabela 3. Dados da média da quantidade de células totais obtidas por diferentes tempos

TEMPO MEDIA
0Oh 12.84
1h 12.64B
4h 12.448C
6h 12.348C
12h 11.58C

24h 11.2¢

Médias com letras diferente diferem significativamente



Tabela 4. Dados da média da quantidade de células viaveis obtidas em diferentes tempos

TEMPO

MEDIA

Oh

10.54

1h

9.84

4h

8.84

6h

6.44B

12h

6.24B

24h

3.98

5.2. USO DE MUCOLITICO E ISOLAMENTO DAS CELULAS ESFOLIADAS DAS

FEZES

34

Durante a execugdo do experimento de viabilidade celular, foi observado a presenga

de uma camada espessa de muco recobrindo as fezes dos cervideos (Figura 6), diferindo do

que havia sido encontrado anteriormente em pesquisa realizada utilizando caprinos como

modelo experimental para cervideos neotropicais (Silva et al, 2022). Dessa forma, fez-se

necessario que houvesse o uso de uma substancia mucolitica para que as células pudessem ser

recuperadas e, sendo assim, baseando-se no trabalho de Ahlquist et al., (1999), White et al.,

(2006) e Bandaletova et al., (2002), fez-se uso do mucolitico Tioglicolato de Amdnia 60%.

Figura 7. Camada de muco recobrindo as fezes de M. jucunda

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Apos a lavagem realizada com solugdo de Tampdo Fosfato Salino (PBS) com pH

ajustado a 8,5 e acrescido de Tioglicolato de Amonio 60%, foi possivel observar em
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microscopio (em lente de aumento de 40x) a presenga de diversas ldminas de muco contendo

colondcitos aderidos a elas.

Figura 8. Lamina de muco contendo colondcitos aderidos

Em trabalho realizado por Bandaletova et al., (2002) ao realizar lavagem de fezes com
solugdo contendo Tioglicolato de amoénio (TA) (5%), foi possivel obter com sucesso
colondcitos esfoliados bem preservados e com nucleo alongado tipico, sem sinal de apoptose.
Em alguns casos, os autores chegaram a encontrar grupos celulares que pareciam com
fragmentos completos do epitélio, classificando-os como grupos de colonocitos organizados,
0 que também foi encontrado no presente trabalho, como ¢ possivel observar na figura 7. Em
estudo realizado por White et al., (2006), ao dividirem o lavado com solugdao de PBS + T.A.
em trés fracdes (fracdo F = filtro; fracdo S = sobrenadante e fracdo P = pellet), os autores
observaram maior quantidade de células presentes na camada mucosa retida no filtro, tendo
em média 433.8 células por 100 uLL de amostra, enquanto a fragdo S obteve média de 140.3
células e a fracdo P tendo 204.6 células, representando valores maiores do que os obtidos
anteriormente pelos pesquisadores ao usarem esfregacos de fezes e recuperacdo com uso de
microesferas magnéticas.

Tendo em vista a possibilidade promissora da obtencdo das células presentes na
camada mucosa das fezes dos cervideos, decidiu-se isola-las com uso do gradiente de Percoll

(1,5M). O Percoll é composto por particulas de silica coloidal revestidas com uma camada de
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polivinilpirrolidona (PVP) e quando submetido a centrifugagdo em alta velocidade, forma
gradientes de diferentes densidades, sendo ndo toxico para células e organelas celulares, e,
portanto, amplamente utilizado para a separacdo de diversos tipos celulares, incluindo
espermatozoides, linfocitos, células mononucleares e hepatédcitos. Por essa razdo, foi
escolhido para a separagdo entre o muco, os colonécitos e material fecal (Pertoft ez al., 1979;
Timonen; Saksela, 1980; Lessley; Garner, 1983; Pino; Cardona, 2011).

Foram realizadas seis coletas onde os pellets de cada amostra foram ressuspensos em
15 mL de Percoll para melhor eficiéncia na separagdo visto que o muco estava ligado a
bastante material fecal. Nesse gradiente foi possivel distinguir visualmente no maximo 4
fragoes (Figura 9), diferentemente do que foi obtido por Albaugh et al., (2002), que obteve 9
fragoes.

Figura 9. Gradiente Percoll com pellet ressuspenso apds centrifugacao

o
Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Foi possivel observar com clareza a fragdo onde se encontravam as laminas de muco
(indicado pela cabeca de seta na figura 9) no gradiente formado pelo Percoll. Com auxilio de
pipeta, essa fracdo foi coletada e, apos retirada do Percoll, analisada para observagdo das

células. Conforme ¢ possivel verificar, havia uma quantidade expressiva de colondcitos. Esse
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dado corrobora com o que foi obtido por White ef al., (2002) bem como por Loktionov
(2007), que afirmam ser abundantes a presenca de colondcitos na camada mucocelular em
fezes humanas, em analises realizadas para estudos sobre cancer em humanos.

Apo6s observar a presenga de grande quantidade de células esfoliadas, visando obter
maior confiabilidade, foi realizado teste de apoptose com algumas amostras onde foi possivel
observar a presenca de diversas células viaveis, indicadas pelo nucleo corado em verde e

uniforme como visto na figura 10 e indicado pela cabega de seta na figura 11.

Figura 10. Colonocitos viaveis vistos em microscopio de fluorescéncia (Aumento de 60x)
”

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Assim como na andlise de viabilidade através da exclusdao com azul de tripan e no
estudo elaborado por Bandaletova et al, (2002), na andlise realizada com corantes
fluorescentes, foi possivel observar grupos de colondécitos interligados, tanto vidveis quanto
apoptéticos, como o indicado pelo nucleo corado em vermelho pela seta na Figura 11. O
destacamento das cé€lulas da sua matriz de origem resulta em uma deficiéncia de
sinais/estimulos para que haja sobrevivéncia celular, como a auséncia de fatores de
crescimento ou ativagdo de integrinas, acarretando no acionamento da cascata que resulta na
apoptose (Marastoni et al., 2008), e esse fato explica a grande quantidade de células

apoptoticas encontradas nas amostras.
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Figura 11. Conjunto de colondcitos apoptoticos (seta) e viaveis (cabega de seta) em microscopio de
fluorescéncia

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Apesar de ser possivel a visualizacdo das células vidveis e apoptoticas/necroticas nas
amostras, nao foi possivel realizar a contagem celular devido a alta presenca de material fecal,

camada mucosa, artefatos e sobreposicao da grande quantidade de células presentes.

5.3. CULTIVO CELULAR

Foram realizadas seis cultivos (com amostras de dois individuos cada cultivo) de
células fecais de cervideos da espécie Mazama Jucunda no momento da defecagdo,
evitando-se possiveis contaminantes ambientais, sendo as amostras imediatamente
encaminhadas ao laboratério onde foi realizada a metodologia previamente descrita de
lavagem com o agente mucolitico e isolamento das células através do gradiente de Percoll.

Em cinco dos seis cultivos houve contaminagdo dentro de quarenta e oito horas, sendo
a placa descartada por completo. No entanto, em um dos cultivos realizados, ap6s quarenta e
oito horas ainda era possivel observar a presenca de colonocitos difundidos pela placa sem
indicios de contaminacdo, sendo assim realizada a troca do meio de cultivo para manutengdo

das células.
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Fig 12. Colondcitos observados no primeiro ap6s 48 horas. Visto em microscopio invertido sob lente de
aumento de 40x

Fonte: Arquivo pessoal (2024)

Quando esse cultivo atingiu cento e vinte horas (5 dias) (Figura 12), os pogos restantes
ndo apresentavam indicios de proliferacdo e foi possivel observar alta taxa de mortalidade
celular e toda a placa de cultivo foi descartada.

A contaminagdo do cultivo celular pode acontecer por diversos fatores, como:
biologicos (fungos, virus e bactérias), quimicos (endotoxinas, detergentes residuais, metais
pesados e radicais livres) ou contaminacao cruzada decorrente de diferentes fontes (Routray et
al., 2016; Baust et al., 2017; Mahmood; Ali, 2017). Tendo em vista que a matriz utilizada ja
apresenta um importante grau de contaminagdo, faz-se necessario estudos especificos para
identificagdo de qual a classificagdo das bactérias estdo presentes nas fezes e, assim, fazer uso
de antibidticos especificos ou aumentar as dosagens presentes no meio de cultivo utilizado
para colonécitos obtidos através dessa fonte.

A ligagdo das células com sua matriz extracelular (MEC) ¢é essencial para sua
sobrevivéncia e proliferacdo, e a falta dessa intera¢do desencadeia o processo de morte celular
denominado anoikis. O anoikis se caracteriza como sendo um mecanismo de manuten¢do da

homeostase necessaria para tecidos que apresentam alta taxa de renovagdo, como a mucosa do
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trato gastrointestinal. A ligacdo entre a célula e sua matriz ¢ mediada em sua maioria por
integrinas (proteinas transmembranas) e ha conhecimento da existéncia de ao menos 20
integrinas diferentes, onde desempenham um papel fundamental nos processos de proliferagao
e diferenciacdo das células ao permitir o contra célula-matriz e célula-célula (Grossman et al.,
2001; Gilmore, 2005).

A matriz extracelular desempenha um papel importante no cultivo das células
provenientes do trato gastrointestinal. O Matrigel e o Geltrex sdo substancias que podem ser
acrescentadas ao cultivo celular in vifro na intengdo de promover substrato para células
dependentes de ancoragem (como ¢ o caso dos colondcitos) sendo amplamente utilizadas em
cultivos monocamadas ou 3D visando a mimetizagdo do ambiente in vivo (Goissis, 2008).
Sato et al., (2009), utilizou o Matrigel para o cultivo de células Lgr5+ (criptas e vilosidades
intestinais), demonstrando sua capacidade de fornecer estrutura adequada para o crescimento
desse tipo celular. Em estudo realizado por Jung et al., (2011) demonstrou que células-tronco
colonicas humanas podem ser isoladas e cultivadas utilizando Matrigel como suporte

tridimensional de forma bem sucedida.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos nesse estudo conclui-se que € possivel isolar células viaveis
a partir de fezes de cervideos neotropicais, havendo possibilidade de cultiva-las
posteriormente apos o refinamento da técnica, o que forneceria uma alternativa viavel para
pesquisas citogenéticas e para conservacdo. A analise da viabilidade celular revelou que o
tempo de armazenamento das amostras tem um impacto significativo na viabilidade celular,
onde os resultados indicaram uma queda progressiva na quantidade de células viaveis ao
longo do tempo, sendo a refrigeracdo uma estratégia eficaz para mitigar esse fato, em especial
quando as amostras serdo armazenadas por tempo superior a 6 horas. Outro aspecto relevante
identificado no estudo foi a observagdo do fato que a camada mucosa presente nas fezes dos
cervideos ¢ uma fonte rica em cé€lulas epiteliais. Com a utiliza¢do do tioglicolato de amodnia
como agente mucolitico, foi possivel observar um aumento expressivo na obtengdo de celular,
reforcando a relevancia dessa matriz para estudos citogenéticos e de biologia celular. No
entanto, faz-se necessario que sejam realizados experimentos utilizando outro agente
mucolitico para analisar o grau de sua eficiéncia, definindo qual seria o mais indicado para
realizar a quebra do muco presente nas fezes de cervideos sem que haja prejuizo na
viabilidade celular.

Para o cultivo das células isoladas ¢ extremamente importante que haja o controle da
contaminagdo através do uso de antibidticos e antifungicos mais especificos, mitigando a
presenca de microrganismos desde a coleta das amostras até seu processamento e posterior
cultivo. Faz-se necessario também o uso de matrizes extracelulares nos cultivos, analisando se
elas serdo suficientes para impedir que os colondcitos ativem o processo de anoikis apds se
desprenderam do seu tecido de origem.

Tais achados tém implicagdes importantes para a conservagao de espécies ameacgadas,
como Mazama jucunda, ao viabilizar a obtencdo de material bioldgico de maneira menos
invasiva, possibilitando que haja coletas amostras de populagdes selvagens sem a necessidade
de captura direta dos individuos. No entanto, ¢ necessario que haja refinamento e
padronizagdo das técnicas empregadas, o que oportuniza a possibilidade de estudos futuros
mais aprofundados. Dessa forma, sugere-se a exploracdo de novas abordagens para
otimizagdo dos processos de isolamento e cultivo celular, bem como a investigagdo da

aplicabilidade desta metodologia em outras espécies de cervideos.
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