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RESUMO

Os bovinos da raca Curraleiro Pé Duro possuem grande rusticidade e capacidade de adaptacéo,
0 que despertou interesse em cruzamentos genéticos, contribuindo com a diminuicao drastica
do nimero de animais. A técnica de Criopreservacédo de Células Somaticas, permite estocar por
tempo indeterminado o material genético. Objetivou-se com essa pesquisa avaliar a viabilidade
de células somaticas, pds criopreservacdo em trés protocolos. O experimento foi realizado no
Laboratério de Biotecnologia em Reproducdo Animal LBRA/CCA/UFPI, Teresina-Pl.
Utilizou-se um bovino da raca Curraleiro Pé Duro, saudavel, alimentado a pasto com
suplementacdo de racdo, acesso a agua e sal a vontade. Apds os exames iniciais, ocorreram as
etapas de assepsia, tricotomia, anestesia e colheita da biopsia do tecido auricular, que foi
transportada dentro de uma caixa com temperatura controlada. A bidpsias foram processadas e
incubadas em atmosfera controlada, a 39°C, 5% de CO2 na atmosfera e umidade saturada. As
células foram observadas quando a confluéncia e a morfologia até a quarta e quinta passagem
e entdo, criopreservadas em 3 tratamentos, o primeiro (T1) utilizando um freezer a -20°C/24h
e imersdo em botijao com Nitrogénio Liquido, o segundo tratamento (T2) utilizando um freezer
a -80°C/24h e imersdo em botijao com Nitrogénio Liquido e o terceiro tratamento (T3)
utilizando uma maquina com curva de criopreservacdo controlada, que apos estabilizacao de -
6°C, decresceu -0,5°C/min até -32°C e entdo, ap0s estabilizadas foram imersas no botijdo
criogénico. Apos 10 dias foram descongeladas e analisadas quanto a sua viabilidade celular,
pela técnica de Azul de Tripan, colocadas novamente em cultura e em 7 dias, analisadas quanto
a confluéncia e morfologia novamente. Os dados passaram por analise de Variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5%. N&o foram observadas nos
protocolos de criopreservacdo, diferencas estatisticas entre a viabilidade celular (T1 = 68,00%,
T2 =72,14% e T3 = 70,99%), a capacidade de confluéncia (T1 = 80%, T2 = 90%, T3 = 85%)
ou passagem de origem das células. A criopreservacao de fibroblastos auriculares de bovinos
Curraleiro Pé Duro, nédo teve diferenca entre os trés métodos de criopreservacgao, sugerindo até
que o método que demanda equipamentos menos especializados (T1) é tdo eficiente quanto os
demais. Os protocolos se mostram uma ferramenta positiva para a conservacdo do material
genético de racgas nativas em risco de extincdo, na forma de bancos de germoplasma, com

grande potencial para utilizacdo em biotécnicas de reproducéo assistida.

Palavras-chave: Células Somaticas; Banco de Germoplasma; Cultivo Celular



ABSTRACT

Bovine of the breed Curraleiro Pé Duro have great rusticity and adaptability, which aroused
interest in genetic crossings, contributing to a drastic reduction in the number of animals. The
Somatic Cell Cryopreservation technique allows the storage of genetic material indefinitely.
The objective of this research was to evaluate the viability of somatic cells, post
cryopreservation in three protocols. The experiment was carried out at the Laboratory of
Biotechnology in Animal Reproduction LBRA/CCA/UFPI, Teresina-Pl. A healthy cattle of the
breed Curraleiro Pé Duro was used, fed on pasture with supplemental feed, access to water and
salt at will. After the initial exams, there were the steps of asepsis, trichotomy, anesthesia and
collection of the auricular tissue biopsy, which was transported inside a temperature-controlled
box. Biopsies were processed and incubated in a controlled atmosphere, at 39°C, 5% CO2 in
the atmosphere and saturated humidity. Cells were observed at confluence and morphology
until the fourth and fifth passage and then cryopreserved in 3 treatments, the first (T1) using a
freezer at -20°C/24h and immersion in a cylinder with Liquid Nitrogen, the second treatment
(T2) using a freezer at -80°C/24h and immersion in a cylinder with Liquid Nitrogen and the
third treatment (T3) using a machine with controlled cryopreservation curve, which after
stabilization at -6°C, decreased by -0.5 °C/min to -32°C and then, after stabilized, they were
immersed in the cryogenic cylinder. After 10 days they were thawed and analyzed for cell
viability by the Trypan Blue technique, placed again in culture and after 7 days, analyzed for
confluence and morphology again. The data underwent analysis of variance and means were
compared using the Tukey test with a significance level of 5%. Statistical differences were not
observed in the cryopreservation protocols between cell viability (T1 = 68.00%, T2 = 72.14%
and T3 = 70.99%), and confluence capacity (T1 = 80%, T2 = 90 %, T3 = 85%) or cell origin
passage. The cryopreservation of ear fibroblasts from bovine Curraleiro Pé Duro had no
difference between the three cryopreservation methods, even suggesting that the method that
requires less specialized equipment (T1) is as efficient as the others. The protocols are a positive
tool for the conservation of genetic material from native breeds at risk of extinction, in the form

of germplasm banks, with great potential for use in assisted reproduction biotechniques.

Keywords: Somatic Cells; Germplasm Bank; Cell Culture
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1. INTRODUCAO

A raca tropicalmente adaptada Curraleiro Pé-Duro, foi assim nominado apds pesquisas
revelarem a igualdade genética das racas Curraleiro e a Raga Pe-Duro (CARVALHO et al.,
2012). Trata-se de uma das racas bovinas mais importantes na histéria do sertdo nordestino e
do Vale do Sao Francisco, presente a quase 500 anos no cerrado Nordestino (SANTIAGO,
1975). Dentre as caracteristicas zootécnicas, dos animais da raca, vale destacar a grande
longevidade com animais vivendo e produzindo por ate 20 anos, grande fertilidade, precocidade
e habilidade materna bem como sua produtividade elevada, visto que necessita de uma pouca
guantidade de alimentos para atingir a maturidade sexual. Foi reconhecida oficialmente como
raca de interesse zootécnico na Portaria n® 1.150 pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), instituida em 14 de dezembro 2012 (BRASIL, 2012), ressaltando na

raca a sua dupla aptiddo para leite e carne de alta qualidade.

A conservacdo de racgas nativas reflete diretamente no meio ambiente e na cultura,
compondo além de um patriménio genético, um patriménio histérico-cultural. O cruzamente
com outras ragas para se criar novas linhagens, aproveitando sua grande rusticidade, adaptacao
ao clima e até resisténcia a ervas toxicas, pode acabar subjugando o real potencial de uma raca
(FIORAVANTI, 2015) que, com uma quantidade de individuos relativamente pequena, a perca
do material genético pode ocorrer mesmo com a morte de um Unico individuo, reduzindo o pool
génico e até mesmo genes importantes para a manutencdo da espécie, justificando assim a
necessidade de técnicas assistidas que evitem a perda parcial ou total de um material genético
importante (MARTINS et al., 2007).

Para a conservacdo do material genético e da biodiversidade, faz-se necessario
desenvolvimento e aprimoramento de técnicas, como o cultivo de células somaticas que podem
ser criopreservadas e armazenadas em criobancos para posteriormente serem empregadas em
biotecnologias reprodutivas (WANI & HONG, 2018). De maneira resumida, células sométicas
sdo todas as células diploides do corpo do animal, ou seja, todas as células que possuem um
conjunto génico completo, logo, todas as células do individuo com excecdo das células
reprodutivas (STRACHAN, 2013).

As celulas somaticas podem ser classificadas em primarias e de linhagem continua, sendo
as primarias as células que crescem a partir do fragmento de bidpsia enquanto as de linhagem
continua, sdo as células que se destacam no crescimento em cultivo in vitro, com maior
capacidade de aderéncia e proliferacio (ALVES e GUIMAROES, 2010). Mesmo que

dificilmente se conseguida distinguir qual tecido da origem celular € o melhor doador, as mais
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comuns células que sdo utilizadas como doadoras de ndcleo sdo as provenientes do Utero, do
figado, dos fibroblastos, de linfocitos, de celulas epiteliais de glandulas mamarias, células da
granulosa e até células do cumulos, mais de maneira geral, acredita-se que € inversamente
proporcional a possibilidade da utilizag&o dessas células em biotecnologias reprodutivas com o
grau de diferenciacdo dessa célula soméatica (CAMPBELL et al., 2007; MIYOSHI et al., 2003).

As técnicas de criopreservacdo e de cultivo de células sométicas, visam 0 armazenamento
do material genético da espécie de forma a preserva-lo biologicamente viavel por longos
periodos de tempo com a manutencdo adequada de suas fungdes e estruturas celulares (TSAI;
LIN, 2012). Em geral, as amostras somaticas para a criopreservacdo celular, sdo obtidas de
tecidos derivados da pele e cultivados in vitro para a recuperacdo de células (MESTRE-
CITRINOVITZ et al., 2016).

Os bancos de germoplasma ou criobancos, sdao uma alternativa de grande viabilidade para
a manutencdo da diversidade bioldgica e genética, visto que a implementacéo de programas de
conservacao de animais in situ ou ex situ, apresentam algumas dificuldades como a quantidade
de animais na area disponivel e o alto custo de manutencdo das propriedades, enquanto 0s
bancos apresentam baixo custo e ocupam uma area pequena (SILVA et al., 2012). Sendo assim,
0 objetivo desse trabalho € avaliar a viabilidade de fibroblastos auriculares de bovinos
Curraleiro Pé Duro, p6s criopreservacdo em trés protocolos, observando assim, a sua

viabilidade para compor criobancos de pesquisa e/ou conservagdo de material genético.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.  Bovinos Curraleiro Pé Duro

A raca de bovino Curraleiro Pé-Duro (Figura 1), foi assim nomeado ap0s pesquisas
revelarem a igualdade genética das ragas Curraleiro e a raca Pée-Duro (CARVALHO et al.,
2012). Trata-se de uma das ragas bovinas mais importantes na histéria do sertdo nordestino e
do Vale do Séo Francisco, presente a quase 500 anos no Cerrado Nordestino (SANTIAGO,
1975).

Foi reconhecida oficialmente como raga de interesse zootécnico na Portaria n® 1.150 pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), instituida em 14 de dezembro
2012 (BRASIL, 2012), ressaltando na raca a sua dupla aptiddo para leite e carne de alta
qualidade. A conservacdo de racgas nativas reflete diretamente no meio ambiente e na cultura,

compondo além de um patriménio genético, um patrimonio histérico-cultural.

Figura 1 - Bovinos da raca Curraleiro Pé Duro, sdo bem adaptados ao cerrado Nordestino, com grande
rusticidade, adaptacéo ao clima e resisténcia a ervas tdxicas

T

eV

FN_T. ABCPD - Associa(;aoBrsiIera dos Crladoes a Bovino Crrleiro Pé Duo

Dentre as caracteristicas zootécnicas, dos animais da raca, vale destacar a grande
longevidade com animais vivendo e produzindo por até 20 anos, grande fertilidade, precocidade
e habilidade materna bem como sua produtividade elevada, visto que necessita de uma pouca
guantidade de alimentos para atingir a maturidade sexual. Com o seu porte médio, em uma area
onde ocupa uma vaca de outra espécie com aproximadamente 400 kg, se pode colocar duas
vacas de bovino Curraleiro Pé Duro, de 180 a 200 kg de peso vivo, do ponto de vista em
reproducdo, a quantidade maior de vacas por hectare, resulta no dobro de bezerros/ano. A raga
possui, grandes exemplares de reprodutores, como o premiado touro Chumbinho, com 700 kg

de peso vivo e descendentes de 6tima qualidade fenotipica e genotipica (ABCPD).



17

A conservacdo de ragas nativas reflete diretamente no meio ambiente e na cultura,
compondo além de um patrimdnio genético, um patrimdnio histérico-cultural. O cruzamente
com outras ragas para se criar novas linhagens, aproveitando sua grande rusticidade, adaptacao
ao clima e até resisténcia a ervas toxicas, pode acabar subjugando o real potencial de uma raca
nativa e diminuindo drasticamente sua populagdo (FIORAVANTI, 2015). O nimero exato de
Bovinos Curraleiros Pé Duro ainda é incerto, Fioravanti et al. (2011) estimou 3.692 animais,
Dias et al. (2015) contabilizou 140 animais remanescentes no leste do Maranhdo, a Embrapa
Meio Norte possuia um total de 400 animais (DINIZ, 2005), porém estudos populacionais atuais
da raca ainda séo escassos.

Com uma quantidade de individuos relativamente pequena, a perca do material genético
pode ocorrer mesmo com a morte de um Unico individuo, reduzindo o pool génico e até mesmo
genes importantes para a manutencao da espécie, justificando assim a necessidade de técnicas
assistidas que evitem a perca parcial ou total de um material genético importante (MARTINS
et al., 2007).

2.2.  Células somaticas e as biotecnologias reprodutivas

As células somaticas séo todas as células diploides do corpo do animal, ou seja, todas as
células que possuem um conjunto génico completo, logo, todas as células do individuo com
excecdo das células reprodutivas (STRACHAN, 2012). Essas células vém sendo amplamente
pesquisadas em mamiferos, de diferentes espécies, com diferentes regides do tecido e para
diferentes finalidades como o trabalho de Saini et al. (2015), com bufalo selvagem, no qual
utilizou células epiteliais para TNCS, como Cetinkaya e Arat et al. (2011), com células do
epitélio auricular de animais Bos taurus visando congelacdo lenta em DMSO.

O cultivo celular, pode ser classificado quanto aos diferentes tipos celulares, sendo as
células primarias, as que crescem a partir de um fragmento de amostra, por desagregacdo
mecanica ou enzimatica, possuindo caracteristicas das células de do tecido de origem e possuem
um cultivo finito, limitado a um numero de passagens. Outro tipo celular é o de linhagem
continua que sdo células de um cultivo primario, que se destacaram na capacidade de aderéncia
e proliferacdo no cultivo in vitro, tornando assim, apds algumas passagens, uma cultura mais
resistente, que mantém as caracteristicas das células de origem e podem ser mantidas em cultura
por um periodo maior, chegando até a 80 passagens. Por fim as células podem ser classificadas
como células transformadas, que séo células que perderam a capacidade de apoptose, ou células

obtidas de tumores e ainda células que foram induzidas com a telomerase a se reproduzirem



18

indefinidamente, perdendo assim as suas caracteristicas originais e tendo a capacidade de se
manter em cultivo infinitamente (ALVES e GUIMAROES, 2010).

Mesmo que dificilmente se conseguida distinguir qual tecido da origem celular € o melhor
doador, as mais comuns células que sdo utilizadas como doadoras de nicleo sao as provenientes
do utero, do figado, dos fibroblastos, de linfécitos, de células epiteliais de glandulas mamarias,
células da granulosa e até células do cumulos, mais de maneira geral, acredita-se que é
inversamente proporcional a possibilidade da utilizacdo dessas células em biotecnologias
reprodutivas com o grau de diferenciacdo dessa célula soméatica (CAMPBELL et al., 2007;
MIYOSHI et al., 2003).

O maior potencial aplicado as biotécnicas de reproducao animal, estd no uso as células
somaticas para Transferéncia Nuclear de Celulas Somaticas (TNCS), a qual, permite a
utilizacdo das células somaticas para producdo de embrides em o6citos enucleados, apesar de
ainda ser uma técnica de baixa eficiéncia, Costa et al. (2020), demonstrou em seus trabalhos
gue a baixa eficiéncia da técnica pode estar ligada falhas de replicacdo no padrdo no DNA,
principalmente na regido ICR / H19. As células somaticas estdo sendo utilizadas como
mecanismos para de maneira interespecifica, garantir a preservagdo genética da biodiversidade
com o aprimoramento da TNCS, agora para a Transferéncia Nuclear Interespecifica de Células
Somaticas (TNCSI), esta por sua vez, permite a utilizacdo de uma carioteca de uma espécie em
um carioplasto de outra, como por exemplo a possibilidade da producdo e reprogramacao de
embrides com células somaticas proveniente de cervideos utilizando carioplastos bovinos e
caprinos (FREITAS et. al., 2020)

2.3. Criopreservacao de Células somaticas

Objetivando a conservacgédo do tecido celular, a criopreservacdo consegue trazer desde
uma reducdo no metabolismo celular até uma manutencéo dos aspectos funcionais e estruturais
por longos periodos em nitrogénio liquido, possibilitando o uso futuro das amostras em
biotécnicas reprodutivas como clonagens e Transferéncia Nuclear de Células Somaticas
(COSTA et al., 2016). Em geral, as amostras somaticas para a criopreservacao celular, séo
obtidas de tecidos derivados da pele e cultivados in vitro para a recuperacdo de células
(MESTRE-CITRINOVITZ et al., 2016).

Em conjunto a técnica de criopreservacdo e de cultivo de células somaticas, visam 0
armazenamento do material genético da espécie de forma a preserva-lo biologicamente viavel
por longos periodos de tempo com a manutencdo adequada de suas funcdes e estruturas
celulares (TSAI; LIN, 2012)
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Consiste basicamente em processos de congelamento lento ou vitrificacdo, aonde no
congelamento lento o processo geralmente € realizado com auxilio de uma maquina
automatizada e uma curva de congelamento, possibilitando a queda controlada da temperatura
e menor lesdo celular (LOUTRADI et al., 2008) enquanto na vitrificagdo a amostra e resfriada
e submetida a uma queda abrupta de temperatura com a imersao direta em nitrogénio liquido,
neste caso necessitando de grandes quantidades de crioprotetores para que nao haja a formacéo
de cristais de gelo e consequentemente injarias e até mesmo a morte celular (CETINKAYA et
al., 2014), pois os mesmos alteram a permeabilidade da membrana celular, para que durante o
resfriamento a 4gua possa sair do interior da célula, fazendo com que essa desidratacdo reduza
0 ponto de congelamento para -5°C e impedindo a formacdo dos cristais intracelulares
(CASTILHO et al., 2008).

Vale ressaltar, que um dos pontos principais além da técnica de criopreservacao, € a
escolha dos crioprotetores, que podem ser divididos em intracelulares, que sdo solventes de
baixo peso molecular e tem a capacidade de penetrar através da membrana celular e retirar a
agua no interior da célula por pressdo osmotica enquanto os intracelulares, pelo seu peso
molecular elevado, ndo penetram na celula e atuam na superficie da membrana plasmatica,
reparando e estabilizando-a (CAROLSFELD e HARVEY, 1999).

Atualmente a congelacdo lenta é o método mais utilizado, visto a sua capacidade de
diminuir as injarias celulares e a vitrificacdo por ser uma técnica de menor custo e com a
necessidade de pouco equipamento especializado, tem sido pesquisada a fim de que se consiga
elaborar protocolos que minimizem os danos as células. Silvestre et. al. (2004), empregou a
vitrificacdo em células, bovinas, ovinas e caprinas conseguindo taxas de viabilidade celular de
40 a 75% e Cetinkaya e Arat (2011), observaram, em seu estudo com Bovinos que ndo ha

diferenca significativa entre os métodos de congelagéo lenta e vitrificagéo.

2.4. Bancos de germoplasma animal

Os bancos de germoplasma ou criobancos, sdo uma alternativa de grande viabilidade para
a manutencdo da diversidade bioldgica e genética, visto que a implementacéo de programas de
conservacao de animais in situ ou ex situ, apresentam algumas dificuldades como a quantidade
de animais na area disponivel e o alto custo de manutencdo das propriedades, enquanto 0s
bancos apresentam baixo custo e ocupam uma area pequena (SILVA et al., 2012).

A conservacdo e variabilidade genética de racas locais € mantida através de Nucleos de
Conservacdo (in situ) e pela conservacdo em criobancos de sémen e embrides (EGITO et. at.,

2002). Sendo assim, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), atraves do
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Centro Nacional de Pesquisas em Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenagem) incluiu
fontes de recursos genéticos de animais domésticos “locais” no seu programa de pesquisa,
conservacao e utilizagdo de recursos genéticos, que até aquele momento abrangeria apenas
plantas (MARIANTE & EGITO, 2002). E entdo no Piaui, a Embrapa Meio-Norte, iniciou um
projeto de conservacao in situ de bovinos da raga Curraleiro Pé Duro, com objetivo de evitar a
completa substituicdo e/ou perca do material genético da raca (EMBRAPA).

A associacdo de técnicas de cultivo e criopreservacédo de células somaticas se mostram
uma contribuicdo para a criagdo de criobancos e uma boa estratégia para a conservagdo das
informacgOes genéticas de espécies raras, de grande valor comercial, ameacadas de extingédo
(LEON-QUINTO et al., 2014) e até mesmo de espécies ja extintas (FOLCH et al., 2009).
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4. ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Este estudo encontra-se estruturado com as seguintes secdes de texto: Resumo, Abstract,
Introducdo, Revisdo de Literatura, Capitulo I, Resumo, Abstract, Introducdo, Material e
Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusfes, Agradecimentos e Referéncias Bibliograficas,
de acordo com a Resolugédo 001/03-CCMCA de 22.05.2003, que estabelece as normas do
Programa de P6s-Graduacgdo em Ciéncia Animal. O capitulo I contém o artigo “VIABILIDADE
DE FIBROBLASTOS DE BOVINOS DA RACA CURRALEIRO PE DURO SUBMETIDOS
A DIFERENTES PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACAO” que foi submetido & revista
ARQUIVO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA, de classificacio
B2 para area ZOOTECNIA / RECURSOS PESQUEIROS.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

No processamento, cultivo e criopreservacdo do tecido auricular de bovinos da raca
Curraleiro Pé Duro, € possivel a obtencéo de células somaticas com morfologia semelhante a
fibroblastos e que as mesmas possuem boa capacidade de resisténcia a processos de
congelamento em diferentes protocolos de congelamento incluindo protocolo utilizando um
freezer mais simples de -20°C e que apds o descongelamento, se mantiveram preservados a
viabilidade celular e as capacidades tanto de crescimento como de confluéncia celular, sendo
assim capazes de serem mantidas em criobancos como estratégia de conservagdo genética da
raca nativa e da biodiversidade, seja como fonte de material biolégico de pesquisas como para
biotécnicas de reproducdo assistida, como Transferéncia Nuclear Interespecifica (ou na mesma
espécie) de Células Somaticas (TNCS e TNCSi) e na Inducdo de Pluripoténcia de Celulas
Somaticas (iPCS).
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