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Resumo

Este estudo avaliou a viabilidade e a apoptose em células somaticas do rato-de-nariz-
vermelho criopreservadas com diferentes concentracdes de dimetilsulfoxido (DMSO; 10% e
2,5%). Apos a criopreservagéo, células foram analisadas quanto a viabilidade e aos niveis de
apoptose. Observou-se que 0 grupo ndo criopreservado apresentou maior viabilidade (93,6 +
3,0%), seguido pelo grupo com 10% de DMSO (80,3 * 6,0%), sem diferenca estatistica (P >
0,05). Além disso, este grupo apresentou maior proporcdo de células viaveis. Os resultados
indicam que 10% de DMSO favorece a manutencao da viabilidade celular e reduz a apoptose.
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Introducao

Os roedores correspondem aproximadamente 37,5% das espécies de mamiferos na
Caatinga (Delciellos, 2016). Dentre essas espécies, destaca-se o Wiedomys pyrrhorhinus
(Wied-Neuwied, 1821), conhecido popularmente como rato-de-nariz-vermelho, o qual é um
roedor de pequeno porte endémico da Caatinga (Sobral et al., 2014). Espécies endémicas
apresentam maior suscetibilidade a ameaca de extin¢do diante de rapidas transformacdes
ambientais (Zeng et al., 2019). Nesse contexto, estudos focados no desenvolvimento de
protocolos de criopreservacdo sdo essenciais para o desenvolvimento de estratégias de
conservacao, sendo a criopreservacao de células somaticas essencial na criacdo de criobancos.

Na criopreservacao de células sdo utilizados crioprotetores, como o dimetilsulfoxido
(DMSO). Estudos com fibroblastos de espécies como porquinhos-da-india demonstraram que
0 uso 10% de DMSO tem sido eficaz na preservacao celular (Mehrabani et al., 2014). De forma
semelhante, em fibroblastos de cutia-vermelha e pred, 10% DMSO tem sido empregada na
criopreservacdo dessas células (Praxedes et al., 2021; Aquino et al., 2024). Embora o0 DMSO
seja amplamente utilizado na criopreservacdo como crioprotetor intracelular, concentracdes
elevadas podem exercer efeitos citotdxicos, comprometendo a viabilidade celular e
ocasionando danos estruturais. Nesse contexto, estudos buscam reduzir sua concentracdo nos
protocolos de criopreservacdo, minimizando efeitos adversos sem comprometer a eficiéncia.

Objetivos

Avaliar o efeito de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO; 10% e 2,5%)
sobre a viabilidade e os niveis de apoptose em células somaticas criopreservadas do rato-de-
nariz-vermelho.



| sy e I . LYY T V7 T

/> AP TN

DA ASSOCIAGAO DE Z0OLOGICOS E AQUARIOS DO BRASIL

AN BREE
.

Metodologia

O experimento foi conduzido de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais (no.
48/2024) e SISBIO (no. 96958-1). Para tanto, foram utilizados cinco animais mantidos no
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS/UFERSA, Mossord, RN). Explantes
de tecido auricular (1-2 cm?) foram coletados e transportados ao Laboratério de Biotecnologia
Animal em solucdo de transporte previamente preparada composta de meio essencial minimo
de Dulbecco (DMEM), suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB) e 2% de antibidtico-
antimicética (10.000 unid/mL de penicilina, 10.000 pg/mL de estreptomicina e 25 pug/mL de
Anfotericina B; Gibco-BRL, Carlsbad, EUA) a 4 °C. No laboratério, os explantes foram
tricotomizados e fragmentados (9,0 mm3; 4 a 5 fragmentos) e cultivados em placas contendo
meio de cultivo DMEM? (DMEM, suplementado com 15% de SFB e 2% de antibidtico-
antimicética, previamente preparado no laboratério) e incubados a 38,5 °C, 5,5% CO-, com
troca de meio cada 24 h. Apds as células atingirem 70% de confluéncia, os fragmentos foram
removidos. As células foram tripisinizadas (0,25 % tripsina, 0,05 % EDTA). As células foram
cultivadas até a terceira passagem e, ao atingirem entre 70-80% de confluéncia foram divididas
em dois grupos: ndo criopreservadas e criopreservadas por congelagéo lenta. As células foram
criopreservadas utilizando diferentes solucdes crioprotetoras contendo 2,5% ou 10% de DMSO
e 0,2 M de sacarose. Apos duas semanas, foram descongeladas e cultivadas.

As células foram avaliadas quanto a viabilidade por azul de tripan e apoptose. A
viabilidade foi determinada pelo teste de azul de tripan a 0,4% (Praxedes et al., 2021) e
avaliadas em camara Neubauer sob um microscopio optico. Células viaveis foram identificadas
pela auséncia de coloracdo, enquanto células ndo viaveis apresentaram coloragéo azul. A analise
de apoptose foi realizada por meio de dupla marcacdo com acridina laranja (2 pg/mL) e brometo
de etidio (10 ug/mL) e analisadas usando microscépio de fluorescéncia. As imagens foram
registradas e 300 células foram avaliadas utilizando o software ImageJ. A classificacdo das
células quanto ao estagio apoptdtico sendo categorizadas em: células viaveis (verde uniforme),
apoptose inicial (verde amarelado), apoptose tardia (laranja) e apoptose (vermelho).

Os dados foram expressos como média + erro padrdo (animal/repeticdo) e analisados no
software GraphPad Prism, Teste de Shapiro-Wilk e de Levene e ANOVA seguida do teste de
Tukey, com nivel de significancia de P < 0,05.

Resultados e Discussao

Ao avaliar a viabilidade celular pelo teste de azul de tripan (Figura 1A), observou-se
gue o0s grupos 10% de DMSO e o ndo criopreservado apresentaram viabilidade acima de 80,3%
+ 6,0 e 93,6 + 3,0% respectivamente (P > 0,05). Esses achados corroboram com estudos que ao
usar 10% DMSO na criopreservacdo de fibroblastos do prea (Aquino et al., 2024). Liu et al.
(2022) demonstraram que o uso da concentracdo de 10% de DMSO na criopreservacdo de
fibroblastos de camundongos obtiveram viabilidade superior a 90%.

Por outro lado, a reducdo da concentracdo de DMSO para 2,5% (Figura 1A) resultou
em diminuicdo significativa da viabilidade celular (52,0 £ 3,0%), diferindo do grupo néo
criopreservado (P < 0,05). Estudos demonstram que condrocitos criopreservados com 5%
DMSO, a viabilidade foi reduzida (Liu et al., 2019). A andlise dos niveis de apoptose (Figura
1B-C) confirmou esse padrdo, onde o grupo ndo criopreservado e 10% DMSO, resultaram nas
maiores proporcdes de células viaveis (79,3% + 7,6, 72,6% * 2,6). Por outro lado, 2,5% DMSO
apresentaram baixa viabilidade e aumentos no apoptose tardia (44,8% = 2,9) e necrose (18,9%
1 6,2).
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Figura 1. Andlise da viabilidade e niveis de apoptose em células somaticas do rato-de-nariz-
vermelho criopreservadas em diferentes concentracGes de DMSO. (A) Viabilidade celular pelo
teste de azul de tripan; (B) Niveis de apoptose; (C) Imagem representativa das células viaveis
(—), apoptose inicial (*), apoptose tardia (A) e apoptoticas (->). *° Letras diferentes indicam
diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05). Barra de escala = 100 pm.

Concluséo

O uso 10% de DMSO permite a manutencdo da viabilidade e a reducéo dos niveis de
apoptose em celulas somaticas. Por outro lado, a redugéo da concentracdo de DMSO para 2,5%
resultou na diminuicdo da viabilidade celular e no aumento dos niveis de apoptose.
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