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Resumo

O objetivo do presente trabalho foi comparar os efeitos da Congelacdo Lenta (CL) e da
Vitrificacdo em Superficie Sélida (VSS) na criopreservacdo da pele auricular apical de gatos
domeésticos utilizando ferramentas histoldgicas. Fragmentos de pele obtidos a partir de seis
gatos (Felis silvestres catus) foram processados e destinadas a criopreservagdo por CL e VSS,
utilizando uma solucdo composta por Meio Essencial Minimo Modificado por Dulbecco
(DMEM) acrescida de dimetilsulfoxido (DMSO) a 1,5 M ou 3,0 M, para CL e VSS,
respectivamente, além de 0,25 M de sacarose e 10% de soro fetal bovino (SFB). Apos o
aquecimento, as amostras foram destinadas ao processamento histoldgico para posterior
realizacdo das coloracBes com hematoxilina-eosina, tricromico de Goémori, e coloracdo de
Weigert, bem como foi realizada a marcacdo de regides organizadoras de nucléolo (NORs)
utilizando nitrato de prata. Na técnica de VSS, caracteristicas como espessura da epiderme,
derme e espessura total da pele, apresentaram valores similares ao grupo controle (p > 0,05).
Além disso, a VSS mostrou-se eficiente na manutencdo do numero de células epidermais e
percentual de fibras de coladgenas. Conclui-se que a aplicagdo da técnica de VSS mostrou-se
superior na manutencdo histolégica da pele auricular apical de gatos domésticos, auxiliando
na geracao de um banco somatico da espécie.

Palavras-chave: Felideos; Biobancos teciduais; Histologia.

Abstract

The aim of this study was to compare the effects of Slow Freezing (SF) and Solid-Surface
Vitrification (SSV) on the cryopreservation of the apical ear skin of domestic cats using
histological tools. Fragments of skin obtained from six cats (Felis silvestres catus) were
processed and destined for cryopreservation by SF and SSV, using a solution composed of
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) plus dimethyl sulfoxide (DMSQO) at 1.5 M or
3.0 M, for SF and SSV, respectively, in addition to 0.25 M sucrose and 10% fetal bovine
serum (FBS). After warming, the samples were destined for histological processing for
subsequent staining with hematoxylin-eosin, Gromori trichrome, and Weigert staining, as
well as the marking of nucleolus organizing regions (NORs) using silver nitrate. Thus, using
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the VSS technique, characteristics such as epidermis thickness, dermis, and total skin
thickness, presented values similar to the control group (p > 0.05). The VSS technique proved
to be efficient in maintaining the number of epidermal cells and the percentage of collagen
fibers. It is concluded that the application of the VSS technique proved to be superior in the
histological maintenance of the apical auricular skin of domestic cats, assisting in the
generation of a somatic bank in the species.

Keywords: Felids; Tissue biobanks; Histology.

Resumen

El objetivo de este estudio fue comparar los efectos de la Congelacion Lenta (CL) y la
Vitrificacion de Superficie Sélida (VSS) en la criopreservacion de la piel auricular apical en
gatos domésticos utilizando herramientas histoldgicas. Fragmentos de piel obtenidos de seis
gatos (Felis silvestres catus) fueron procesados y destinados a la crioconservacion por CL y
VSS, utilizando una solucion compuesta de Medio Esencial Minimo Modificado por
Dulbecco (DMEM) mas dimetil sulféxido (DMSO) a 1,5 M o 3,0 M, para CL y VSS,
respectivamente, ademas de 0,25 M sacarosa y 10% de suero fetal bovino (SFB). Después del
calentamiento, las muestras se destinaron al procesamiento histologico para la tincion
posterior con tincion con hematoxilina-eosina, tricromo gromico y coloracion de Weigert, asi
como el marcado de regiones organizadoras de nucleolos (NORS) utilizando nitrato de plata.
Por lo tanto, utilizando la técnica VSS, caracteristicas como el grosor de la epidermis, la
dermis y el grosor total de la piel, presentaron valores similares al grupo de control (p > 0,05).
La técnica VSS demostro ser eficiente para mantener el namero de células epidérmicas y el
porcentaje de fibras de colageno. Resulta que la aplicacién de la técnica VSS demostrd ser
superior en el mantenimiento histologico de la piel auricular apical de los gatos domésticos,
ayudando en la generacién de un banco somatico en la especie.

Palabras clave: Felinos; Biobancos de tejidos; Histologia.

1. Introducéo

O gato doméstico (Felis silvestres catus) desde os primordios tem sido utilizado como
animal de companhia para os seres humanos, e cada vez mais a sociedade tem adquirido a
pratica da criacdo desses animais, devido a fatores como popularizagdo de construgdes
verticais, moradias menores além de boa interacdo com pessoas, sociabilidade e afeicdo
(Grisolio, Picinato, Nunes, & Carvalho, 2017). Para a economia, 0 mercado pet tem crescido
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gradativamente, permitindo um salto na geracao de renda por meio de pesquisas, propagandas
e produtos para a manutencdo da populacdo felina (Souza, Pinheiro Janior, Mendonca, &
Ballaris, 2001). Além disso, a espécie tem sido utilizada como importante modelo
experimental, pois € o unico felideo que ndo se encontra em risco de extin¢do a nivel mundial,
e possui caracteristicas fisiologicas e comportamentais proximas dos felideos silvestres
(Lima, & Silva, 2018). Diante da relevancia da espécie em diferentes ambitos, o
desenvolvimento e aplicacdo de biotecnologias reprodutivas mostra-se interessante. Assim,
pesquisas sdo desenvolvidas visando resguardar seu material genético por meio da
criopreservacao para posterior aplicagcdo em diferentes finalidades. Diferentes tipos de fontes
biologicas podem ser armazenados em biobancos, como tecido gonadal, gametas, e amostras
somaticas (Praxedes et al, 2019; Luvoni, & Colombo, 2020).

No que se refere as amostras somaticas, estas apresentam grande potencial para
estudos visando tanto a multiplicacdo de espécies pela possibilidade de isolamento in vitro de
células a partir dos tecidos e utilizacdo tanto na clonagem por transferéncia nuclear de células
somaticas (Praxedes, Borges, Santos, & Pereira, 2018), como para geracdo de células
induzidas a pluripoténcia (iPCs) voltadas para a medicina reprodutiva e regenerativa (Vidane
et al, 2017). Nesse sentido, em gatos, essa abordagem foi utilizada para avaliar o tratamento
de doenca no trato urinario usando iPCs (Vidane et al, 2017), além da possibilidade de
diferenciacdo de gametas in vitro, visando a conservacdo de espécies ameacadas (Praxedes et
al, 2018). Assim, o armazenamento de amostras de pele por meio da criopreservacao tem sido
um recurso utilizado para resguardar material biol6gico de espécies tanto domésticas quanto
silvestres (Praxedes et al, 2018).

Assim, ap0s a obtencdo, tais amostras sdo destinadas a criopreservacdo, que de
maneira geral consiste na exposicdo tecidual até -196 °C e, em seguida, armazenado em
nitrogénio liquido, com o objetivo de conservar o tecido por longos periodos, sem que haja
maiores prejuizos poés-descongelacdo (Praxedes et al, 2019). Dessa maneira, diferentes
técnicas de criopreservacdo podem ser empregadas a depender do tipo de amostra e local de
execucdo (Davies, Smith, Cooper, Shelton, & Scheven, 2014), onde as principais técnicas
utilizadas para criopreservagdo de amostras de pele sdo a congelagdo lenta e a vitrificacdo
(Borges et al, 2017; Praxedes et al, 2019).

No que se refere a congelacdo lenta, sua principal caracteristica consiste no
resfriamento gradual da amostra que em seguida é armazenado em nitrogénio liquido
(Praxedes et al, 2019). Embora esta técnica ja tenha demonstrado resultados promissores,

ainda pode levar a formacéo de cristais de gelo, e exige o uso de materiais e equipamentos de
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valor econdmico mais elevado (Borges et al, 2017; Praxedes et al, 2019). Ja a vitrificagdo em
superficie sélida, consiste no resfriamento abrupto do tecido sobre uma superficie metélica
com a presenca de nitrogénio liquido, e posterior armazenamento, sendo esta técnica a mais
utilizada nos protocolos de criopreservacdo de pele (Borges et al., 2018), por ser uma técnica
simples e de baixo custo.

Neste contexto, em felideos silvestres, Praxedes et al (2019) compararam a vitrificagéo
em superficie solida com a congelacdo lenta para a criopreservacdo de amostras de pele de
onca-pintada (Panthera onca). Neste trabalho, a vitrificacdo em superficie solida promoveu
uma maior manutencdo de pardmetros histoldgicos na regido dermal e epidermal, bem como
uma melhor recuperagdo celular ap6s cultivo in vitro, resultando em células somaticas com
uma atividade metabdlica superior.

Diante disso, sabe-se que a arquitetura histoldgica da pele de gatos apresenta
similaridades quanto a sua organizacdo estrutural em camadas a espécies mamiferas em geral
(Souza, Fighera, Kommers, & Barros, 2009). Contudo, a quantidade de camadas e sua
espessura, bem como os componentes celulares podem variar entre espécies e entre diferentes
regibes do corpo (Santos, 2019; Praxedes et al, 2020). Assim, faz-se necessario verificar
diferentes técnicas de criopreservacdo, buscando aquela que promova maior manutencdo de
seus constituintes, células e matriz extracelular ap6s a descongelagéo.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da congelagéo lenta
(CL) e vitrificagdo em superficie sdlida (VSS) na pele auricular apical de gatos domésticos,
visando a geracdo de protocolos eficientes de criopreservacdo, bem como a formacdo de
criobancos para posteriores aplicagdes em estudos voltadas para a prdpria espécie, além de

espécies filogeneticamente proximas.

2. Metodologia

2.1 Questdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso Animais da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (CEUA/UFERSA, no. 23091.0011507/2017-61).
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2.2 Animais experimentais e biopsia tecidual

Um total de seis gatos adultos de rua foram utilizados no experimento. Bidpsias de
pele da regido auricular apical (1-2 cm?) foram recuperadas de animais anestesiados para
procedimentos de ooforectomia bilateral, sem intercorréncias durante e ap0s 0s
procedimentos. Apds a colheita, os fragmentos foram tricotomizados e higienizados com
alcool a 70%. As amostras foram entdo armazenadas em tubos individuais contendo Meio
Essencial Minimo Modificado por Dulbecco (DMEM)?, 10% de soro fetal bovino (SFB)?, e
2% de solucéo de penicilina e estreptomicina?, e transportadas a 4 °C ao laboratorio por um
periodo de até 2 h (Praxedes et al, 2019). As amostras foram fragmentadas (9 mmg3) e entdo
destinadas ao processamento histologico imediato (grupo controle) e criopreservacdo por

congelacdo lenta (CL) ou vitrificacdo em superficie solida (VSS).

2.3 Criopreservacao tecidual e processamento histoldgico

Para realizacdo dos procedimentos de criopreservacdo por congelacao lenta (CL) ou
por vitrificacdo em superficie sélida (VSS), brevemente, tecidos foram expostos a solucéo de
criopreservagdo composta por DMEM!? acrescido de dimetilsulféxido (DMSO) a 1,5 M para
CL ou 3,0 M para VSS, além de 0,25 M de sacarose e 10% de SFB.

Para a CL, os fragmentos foram inseridos em criotubos contendo 2,0 mL de solugéo de
criopreservagdo, onde permaneceram por 12 h a -80 °C em recipiente Mr. Frosty.
Posteriormente, foram transferidos para botijdo de nitrogénio liquido (-196 °C) (Praxedes et
al, 2019).

J& para a VSS, os fragmentos foram expostos a 1,8 mL de solucdo de criopreservagado
por 5 min. Posteriormente, os fragmentos foram colocados em uma superficie metélica sob
nitrogénio liquido, transferidos em seguida para criotubos e armazenados em nitrogénio
liquido (-196 °C). Apo6s duas semanas, os fragmentos foram aquecidos e destinados para o
processamento histoldgico.

Para o processamento histologico, os fragmentos foram fixados em paraformaldeido a
4% tamponado em solugdo tampéo fosfato (PBS)? por 10 dias. Apos o periodo de fixagdo, os

! Gibco-BRL

2 Sigma-Aldrich

3 Leica DM500, Leica Microsystems, 27 Alemanha
4Leica DM500, Leica Microsystems, 27 Alemanha
5> US National Institutes of Health, EUA
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fragmentos foram submetidos a banhos em graduacdo crescente de etanol (70, 80, 95 e
100%), para desidratacdo tecidual. Apds a desidratagdo, as amostras foram diafanizadas em
xilol, e em seguida impregnadas em parafina liquida. Apos a solidificacdo, os blocos foram
seccionados utilizando o microtomo em cortes de 5 pum e realizada as montagens das laminas

histoldgicas.

2.4 Avaliacdo dos fragmentos, quanto a espessura das camadas de pele, quantificacdo

das células e dos halos perinucleares

Para avaliacdo da estrutura geral da pele foi realizada a histologia classica com a
coloracdo com hematoxilina-eosina (HE). Nessa técnica, a hematoxilina, por possuir carater
basico, tem atracdo por substancias acidas presentes nos tecidos, como os nucleos e acidos
nucleicos, corando-os em azul-parpura. J& a eosina, sendo &cida, cora o citoplasma, as fibras
coldgenas e outras estruturas compostas por substancias com carater basico (aciddfilas),
corando-os em vermelho.

Para as analises, foram obtidos 20 registros fotograficos de campos aleatérios de cada
lamina em objetivas com aumento de 40x com o uso de fotomicroscopio® com camera
acoplada®. Em cada lamina (1 lamina/animal) foi realizada a identificagdo e mensuracio da
epiderme, da derme e pele total (em um). Além disso, na derme e epiderme foram contados o
namero de células epidermais, os fibroblastos e halos perinucleares, como descrito por

Praxedes et al (2019). Para todas as analises, foi utilizado o software ImageJ®.

2.5 Avaliacao da composi¢do da matriz extracelular

A andlise da matriz extracelular foi realizada utilizando a quantificagdo das fibras
colagenas e elasticas. Brevemente, cortes histologicos foram expostos a solucdo de Bouin,
constituido por acido picrico, formol e &cido acético glacial. Em seguida, nucleos foram
corados com hematoxilina férrica de Weigert. Com a solugédo tricromica, o citoplasma foi
corado em vermelho e o colageno foi corado em azul. Finalmente, uma solucdo de acido
acético foi usada para enxaguar as secdes apds a coloracdo, 0 que produziu um tom mais
delicado de coloracdo do tecido. Ja a quantificacdo de fibras elasticas foi realizada por

coloracdo de Weigert (Método de Weigert), onde foi possivel visualizar as fibras elasticas em
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tom azul escuro, os nucleos celulares em tons de azul a preto, o coldgeno em tons de roseo a
vermelho e outros elementos corados em amarelo.

Para as andlises, foram obtidos 10 registros fotograficos aleatorios de cada lamina em
aumento de 40x com o uso de fotomicroscopio® com camera acoplada*. Em cada lamina (1
ldmina/animal) foi analisada a propor¢do volumétrica da matriz proteica. Para todas as
analises, foi utilizado o software ImageJ® para mensuracio da proporcdo volumétrica do
tecido onde foi subtraido do valor de area total da imagem o valor de area com matriz

proteica, obtendo-se o percentual.

2.6 Avaliacdo da atividade proliferativa usando a quantificacdo dos NOR

A andlise da atividade proliferativa na derme foi realizada por meio da quantificacdo
de regides organizadoras de nucléolo marcadas com nitrato de prata (AgNORs). Os cortes
histolégicos foram submetidos a coloracdo com nitrato de prata, onde a solucdo se ligou aos
NORs, marcando pontos castanhos escuros dentro da célula. Dessa forma, quanto maior foi a
quantidade de pontos escuros, maior foi a atividade proliferativa.

Para as analises foram obtidos 10 registros fotograficos aleatdrios de cada lamina em
objetivas com aumento de 100x com o uso de fotomicroscopio® com camera acoplada®. Nesta

analise, foi utilizado o programa Image-Pro Plus® para a quantificacdo dos AQNORS por area.

2.7 Andlise estatistica

Os dados gerados foram expressos como a media + erro padrdo (uma repeti¢cdo/ um
animal) e analisados usando GraphPad Software Incorporation. Todos os resultados foram
verificados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e quanto a homocedasticidade
pelo teste de Levene. Os dados obtidos de analises morfométricas foram analisados pela
ANOVA, seguida pelo teste de Tukey. Os numeros de células e halos perinucleares foram

analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn. A significancia foi fixada em p < 0,05.

6 Media Cybernetics, Silver Spring, USA
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3. Resultados

3.1 Avaliacéo dos fragmentos quanto a espessura das camadas de pele, quantificacdo das

células e dos halos perinucleares

Inicialmente, a fim de mensurar os efeitos das técnicas de criopreservacdo na pele
auricular de gatos domesticos, foram realizadas analises histoldgicas nas amostras utilizando a
coloracdo HE (Figura 1: A, B e C). Por meio desta coloracdo, foi possivel ter uma visdo da
arquitetura histolégica da pele auricular apical de gatos no grupo de controle e
criopreservacao. Assim, foi possivel observar a epiderme e as células epidérmicas mais
externamente, e mais internamente a derme, onde foram observados os fibroblastos, os
anexos, as vénulas e os capilares, formando a vascularizacdo do tecido. Pode-se observar que

as técnicas de criopreservacdo promoveram a manutencéo da arquitetura geral do tecido.

Figura 1 — Comparacdo das estruturas histoldgicas entre o grupo controle e as técnicas de
criopreservacao (vitrificacdo em superficie sélida e congelacdo lenta) da pele auricular da
regido apical de gatos domésticos. Coloracdo com HE para visualizacdo das estruturas
histolégicas do tecido, bem como seus anexos, EP: epiderme, DE: derme, FP: foliculo piloso,
GS: glandula sebacea, GSU: Glandula sudoripara, VE: vénulas, CA: capilares. Setas largas:
halos. A: Grupo controle B: Técnica de criopreservacdo em congelacdo lenta. C: Técnica de

vitrificagdo em superficie solida. 20 pum.

Fonte: Autores.

Além disso, utilizando a coloracdo de HE, foram mensuradas a espessura da epiderme,
derme e espessura total da pele (Figura 2). Assim, pode-se observar que a VSS promoveu a
manutencdo da espessura de todas as camadas de pele, bem como a sua espessura total. Em
contraste, o CL resultou num espessamento da espessura de todas as camadas em relacdo ao
grupo de controle (p < 0,05).
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Relativamente a constitui¢do celular da epiderme e da derme, bem como a presenca de
halos na epiderme (Tabela 1), a técnica VSS promoveu a manutencdo do nimero de células
epidérmicas semelhante ao do grupo controle. Quanto ao nimero de fibroblastos, o tratamento

CL, permitiu a manutencdo destas células, bem como o nimero de halos perinucleares.

Figura 2 — Mensuracdo da derme, epiderme e espessura total da pele apical auricular de gatos
domeésticos usando coloracdo de hematoxilina-eosina. *Cl: Congelacdo lenta; VSS:

Vitrificacdo em superficie solida, *°: p < 0,05.
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250.0 -
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(%3
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[=}

._.
n
=
=}
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Fonte: Autores.
3.2 Avaliacdo da composicao da matriz extracelular

Para avaliar a percentagem de fibras de colageno, foi utilizada a coloracéo tricromica
de Gomori (Figura 3: A, B e C), e pode-se observar que as fibras de colageno tém diferentes
calibres na sua forma, além de apresentarem um maior espessamento entre si, apresentando
assim um padrédo de disposi¢do ndo organizada. Assim, pode se observar que a VSS manteve
0s parametros percentuais semelhantes aos do grupo controle, enquanto o tratamento CL
mostrou uma percentagem mais elevada de fibras (Figura 4).
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Tabela 1 — Valores médios * erro padrdo resultantes da quantificacdo de células epidermais,
halos perinucleares e fibroblastos.

Grupo Células  VariacbGes Fibroblastos Variacfes Halos VariacOes
Epidermais Perinucleares
Controle 35,8 + 6,9 5+85 38,0+6,5* 10+88 36+11° 1+16
CL 26,9 + 5,4° 4+72 42,4 + 8,6 8+21 2,7+0,8 1+8

VSS 395+6,6° 13+82 45,0+5,9° 14 +£81 6,1+1,8° 1+25

Cl: Congelagéo lenta; VSS: Vitrificacdo em superficie solida, °: p < 0,05.
Fonte: Autores.

Figura 3 — Visualizag8o das estruturas histolégicas utilizando a coloragéo com tricrdmico de
Gomori, na pele auricular da regido apical de gatos domésticos. A: Grupo controle. B:
Técnica de criopreservacdo em congelacdo lenta. C: Técnica de criopreservacdo em superficie

solida. 20 pm.

Fonte: Autores.

Adicionalmente, na regido dermal para a analise das fibras elasticas (Figura 5: A, B e
C) foi realizada a coloragdo de Weigert, onde as fibras coladgenas sdo coradas em vermelho e
as fibras elasticas em preto. Assim, percebe-se que as fibras elasticas se mostraram bastante

delgadas e em baixa quantidade.
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Figura 4 — Mensuracédo da derme, epiderme e espessura total da pele apical auricular de gatos
domeésticos usando coloragdo com hematoxilina-eosina. *Cl: Congelacdo lenta; VSS:

Vitrificagdo em superficie solida, *°: p < 0,05.
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Fonte: Autores.

Figura 5 — Visualizacdo das fibras elasticas na matriz extracelular dermal corada com
Weigert: A: Grupo controle. B: Técnica de criopreservacdo em congelacdo lenta. C: Técnica

de criopreservacdo em superficie sélida. 10 pm.

Fonte: Autores.

3.3 Avaliacédo da atividade proliferativa atraves da quantificacdo dos NOR

A avaliacdo da atividade proliferativa da derme foi analisada com a contagem de
AgNORs presentes nos fibroblastos na regido dermal, utilizando a marcagcdo com nitrato de
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prata (Figura 6: A, B e C). Nenhuma diferenca foi observada entre o grupo controle, onde
ambas as técnicas de criopreservacdo conseguiram promover a manutencdo tanto do nimero

quanto da area dos NORs quantificados (Tabela 2).

Figura 6 — Coloracdo com nitrato de prata para visualizacdo de NOR. A: Grupo controle. B:
Técnica de criopreservagdo em congelacdo lenta. C: Técnica de criopreservagdo em superficie

solida. 10 um.

Fonte: Autores.

Tabela 2 — Avaliagéo da atividade proliferativa na derme da pele da regido apical auricular de
gatos domeésticos atraves da quantificacdo de AGNORs.

Grupo Numero de AgNOR/Célula  Area AgNOR/Célula (um?)
Controle 2,1+£0,3 09+£0,2
CL 21+0,3 09+0,1
VSS 2,3+0,3 1,1+0,2

CL: Congelacéo lenta; VSS: Vitrificacdo em superficie solida, p > 0,05.
Fonte: Autores.

4. Discussao

Neste estudo, foram avaliados os efeitos das técnicas de criopreservacao (CL e VSS)
na pele auricular apical de gatos domésticos, revelando que a VSS foi a técnica que promoveu
a manutencdo de uma maior quantidade de pardmetros histolégicos analisados, corroborando
com estudos prévios desenvolvidos em outras espécies mamiferas (Borges et al, 2017), bem
como em outros gatos selvagens (Praxedes et al, 2019).

A fim de avaliar em detalhe os efeitos das diferentes técnicas de criopreservacdo sob a
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histologia geral da pele, foi observada de modo inédito a manutencdo da espessura da
epiderme, derme e pele total usando a técnica VSS. Por outro lado, utilizando a CL, todas as
camadas foram consideravelmente espessadas. Isso pode estar relacionado com caracteristicas
metodologicas inerentes a técnica, onde a CL pode ser realizada com uma lenta diminuicdo da
temperatura, 0 que pode desencadear a geracdo de cristais de gelo intracelular e,
consequentemente, danos nos tecidos, o que poderia resultar num maior espessamento das
camadas de pele avaliadas (Jang et al, 2017). Borges et al (2017) também obtiveram melhores
parametros ao comparar a VVSS com a vitrificacao direta em criotubos na conservacao da pele
auricular de catetos (Pecari tajacu), demonstrando que a VSS ndo causou danos na epiderme
e derme.

Quanto a andlise realizada sob a constitui¢do celular do tecido, inicialmente, as células
epidermais quantificadas no presente estudo referem-se a queratindcitos, melandcitos, células
de Merkel e células de Langerhans, células que desempenham importantes fungdes como a
reparacao e renovacgédo da pele (Souza et al, 2009), com capacidade de auto renovacéo, e de
grande interesse biotecnoldgico (Mochiduki, & Okita, 2012). Assim, neste estudo a VSS foi a
técnica que promoveu uma maior manutencdo das células da epiderme, onde com a CL sofreu
uma reducdo significativa destas células. Santos (2019) comparando os efeitos da VSS na pele
da onca-pintada em diferentes regiGes do animal, também obteve um melhor resultado
principalmente na regido auricular, com um numero de 78,8 células epidérmicas,
demonstrando assim a eficiéncia da técnica VSS em promover a manutencdo das células
epidérmicas.

Ainda na regido epidermal, os halos perinucleares sdo regides que indicam células em
inicio de apoptose, onde o nucleo sofre uma separacdo do citoplasma (Queiroz Neta et al,
2018), dessa forma, houve um aumento de halos perinucleares na técnica VSS, indicando uma
possivel apoptose nessas células causadas pela técnica, o que nao foi observado na CL. No
estudo realizado por Praxedes et al (2019) com a onca-pintada, a pele da regido auricular
demonstrou um aumento de halos perinucleares (17,6), e esses resultados podem estar
atrelados a altas taxas de resfriamento promovidas pela VSS no momento da congelacéo,
onde além de promover no tecido uma queda de temperatura brusca, como a epiderme é mais
externa, se torna mais exposta a danos causados pela técnica VSS.

Partindo-se para regido dermal, os fibroblastos quantificados sdo o principal tipo
celular presente nessa regido e estdo envolvidos no processo de cicatrizagéo e reepitelizagdo
apos alguma injuria tecidual (Amadeu, Coulomb, Desmouliere, & Costa, 2003). Assim,

fibroblastos sdo as principais células comumente utilizadas na transferéncia nuclear de células
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somaticas ou geracdo de iPCs (Praxedes et al, 2018). Dessa forma, apesar do grupo CL ter
apresentado um numero similar de fibroblastos ao grupo controle, a VSS mostrou uma sutil
alteracdo no numero de fibroblastos na derme. Assim, essa sutil elevacdo ndo comprometeria
um posterior uso desse tecido para obtencdo de tais células para aplicacdo em biotécnicas,
uma vez que na VSS uma maior quantidade de fibroblastos foi observada.

As fibras dérmicas sédo classificadas como fibras colagenas ou fibras elasticas, sendo a
regido dermal composta em maior parte por fibras colagenas (75% a 90%) (Souza et al, 2009).
Neste estudo, a VSS néo causou danos a matriz colagena, obtendo uma taxa de colageno de
60% semelhante & apresentada pelo grupo controle. Este resultado também pode ser
observado em estudos de Praxedes et al (2019), que em ongas-pintadas obtiveram um valor de
57% de colageno utilizando a mesma técnica. Portanto, a diminuicdo da taxa de colageno
utilizando a técnica CL pode ser atribuida ao tempo que o crioprotetor leva para penetrar no
tecido, levando assim a maiores danos dérmicos durante a congelag&o.

No que se refere a avaliacdo das fibras elasticas, estas se apresentaram um numero
menor, sendo caracterizadas como muito delicadas. Por serem estruturas muito finas e de
baixa quantidade, sua quantificacdo ndo é eficiente. Estudo com suinos também demonstrou
esse mesmo padrdo de fibras (Khiao et al., 2019), onde elas estdo em menor nimero e um
maior espessamento entre si.

Finalmente, no que diz respeito a quantificacdo dos AgGNORs, por meio da ligacdo do
nitrato de prata com as regiGes organizadoras dos nucléolos, foi possivel identificar
indicacdes de divisdo celular (Preradovic, Danic, Kardum-skelin, Sarcevic, & Hadzibegovic,
2017). Assim, ndo houve alteracdo da atividade proliferativa na derme, as duas técnicas
promoveram a manutencdo do nimero de AgNORs/células e sua area, semelhante ao grupo
controle, onde estes resultados provam ser uma excelente indicacdo da qualidade proliferativa

dos fibroblastos.

5. Considerac0es Finais

Apesar de técnicas de criopreservacdo causarem alteragcoes teciduais, buscando-se por
aquela que promova uma maior manutencdo de parametros qualitativos teciduais, a técnica de
vitrificacdo em superficie solida mostrou resultados superiores na conservagdo de tecidos
somaticos de gatos domésticos, quando comparada a seus controles. Além disso, a técnica
apresentou um baixo custo, podendo ser realizada a campo, além de viabilizar o

armazenamento de recursos genéticos para uso em biotecnologias, como a transferéncia
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nuclear de células somaéticas, geracdo de células induzidas a pluripoténcia, com potencial uso

translacional em medicina regenerativa e reprodugédo animal.
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