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Resumo

O congelamento de células é uma importante ferramenta na preservacao de espécies ameacadas de
extincdo. Células fetais de cultivo primario obtidas de um bovino clone foram submetidas a pressao
negativa (PN) de 200, 500 ou 800 mbar, imediatamente (PNOh) ou trés horas antes (PN3h) do
congelamento em palhetas finas, com 10% de DMSO como crioprotetor. Células frescas e congeladas
sem submissdo a PN foram utilizadas como controles. Avaliou-se a viabilidade p6s-descongelamento,
a curva de proliferacéo celular, assim como o tempo de duplicacdo da populagdo (PDT) celular, a
cada 24 horas, durante oito dias. Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey ou Qui
quadrado (P<0,05). A sobrevivéncia média dos grupos controle (89,8%) e PN500 Oh (88,1%) foi
superior aos outros grupos; o tempo de PDT foi semelhante nos grupos fresco (27,5 + 0,35 h), controle
congelado (30,1 + 2,3 h) e PN500 0Oh (32,4 + 1,6 h). O menor tempo foi observado no grupo PN800
0Oh (21,9 h). O congelamento de células fetais bovinas de cultivo primario, realizado em palhetas de
0,25 mL, com 10% de DMSO, possibilita elevadas taxas de sobrevivéncia apds o descongelamento.
A PN modifica a curva de crescimento de celulas criopreservadas, sendo que as intensidades de 200
ou 500 mbar, aplicadas imediatamente antes do congelamento das células, possibilitam curvas de
proliferacdo semelhantes as obtidas com células frescas.

Palavras-chave: células somaticas; criopreservacéo; estresse controlado; preservacao animal.

Abstract

Cell cryopreservation is an important tool in the preservation of endangered species. Fetal bovine
primary culture-obtained cells were subjected to negative pressure (NP) 200, 500 or 800 mbar, just
before (NPOh) or 3 hours before (NP3h) freezing into fine (0.25 mL) straws, using 10% DMSO as
cryoprotectant. Fresh and frozen fibroblasts non submitted to NP were used as controls. We evaluated
cell viability after freezing, cell proliferation curve, and population doubling time (PDT) every 24
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hours during 8 days. Data were submitted to Tukey or Chi square test (P<0.05). The average survival
of control group (89.8%) and NP500-0h (88.1%) was higher than other groups; the time of PDT was
similar in the fresh (27.5 £ 0.35 h), frozen control (30.1 + 2.3 h) and NP500-0h groups (32.4 £ 1.6 h).
The lowest time was observed in the NP800-0h (21.9 h) group. Freezing of bovine fibroblasts into
0.25 mL straws with 10% DMSO enables high survival rates after thawing. The NP modifies the
growth curve of cryopreserved cells and the intensities of 200 or 500 mbar, applied just before
freezing the cells, allow proliferation curves similar to those obtained with fresh cells.

Keywords: animal preservation; controlled stress; cryopreservation; somatic cells.
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Introducéo

Uma acelerada perda dos recursos genéticos animais vem ocorrendo em todo o0 mundo e, em funcao
disso, muitos paises tém incentivado acGes para salvar espécies ameacadas de extincdo. Contudo,
muitas dessas acBes sdo inviaveis para a maioria das nacdes menos desenvolvidas®. Assim, bancos
genéticos baseados em células somaticas poderiam universalizar acfes preservacionistas de maneira
facil e com custos bastante reduzidos?. A metodologia permitiria transpor limitagdes produzidas por
animais incapacitados de produzir gametas (castracdo, freemartinismo), ou em epizootias dramaticas
que determinem o abate sanitario dos animais®.

O emprego de células somaticas implica na necessidade de preserva-las até o momento da sua
utilizacdo. Em contraste com o que tem se observado no caso dos gametas de mamiferos, o
congelamento de células sométicas pouco mudou nos Gltimos anos. A metodologia mais empregada
utiliza o chamado Mr. Frosty (Nalgene®), equipamento que usa tubos criogénicos de 2,0 mL,
mantidos em um recipiente que é transferido para ultra freezer (-80 °C), possibilitando uma curva de
aproximadamente 1 °C/minuto, por 24 horas, apds o que sdo armazenados em botijdes criogénicos.

Pesquisas tém buscado aumentar a eficiéncia e a praticidade dos protocolos de criopreservacao de
células sométicas. Novas metodologias, como a vitrificagdo®, variagbes na curva de congelamento e
no tipo de crioprotetor®>, assim como a concentragdo de células®® tém sido avaliadas. Distintos
processamentos, tais como microencapsulacio® e variados tipos de containers, tais como as
palhetas®, também foram testados. Dessa forma, existem novos conceitos que devem ser
incorporados na metodologia de criopreservacao de células, buscando ampliar a sobrevivéncia e a
competéncia dessas células.

A submiss&o ao estresse controlado permite aumentar a criotolerancia de diferentes estruturas, como
gametas e embribes, e a pressdo hidrostatica ¢ a forma mais empregada de estresse controlado.
Todavia, o0 uso de presséo hidrostatica nos sistemas bioldgicos é multifacetado. Células eucariéticas
submetidas a pressao de até 100 MPa produzem uma resposta reversivel similar as proteinas heat
shock, sem afetar a viabilidade celular”. Ja células submetidas a pressdes maiores, entre 100 e 200
Mpa, apresentam comportamento distinto, com inducdo de apoptose. Nosso grupo demonstrou que a
pressdo negativa é efetiva no aumento da criotolerancia de blastocistos bovinos PIV, efeito que foi
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dependente do tempo entre a aplicacdo do estresse e a criopreservacio®. Entretanto, ndo existem
estudos investigando o efeito gerado pela pressdo negativa no desempenho pds-descongelamento de
celulas somaéticas, especialmente em palhetas.

Este estudo teve por objetivo avaliar a sobrevivéncia e a viabilidade de células fetais bovinas de
cultivo primario, submetidas a diferentes pressdes, imediatamente antes ou trés horas antes de serem
criopreservadas em palhetas.

Material e métodos

O cultivo de células ja previamente estabelecido em placas de Petri (100 mm), foi alocado nos
tratamentos conforme os grupos experimentais, para que fossem submetidos a pressdao negativa de
200, 500 ou 800 mbar, imediatamente antes do congelamento (tempo zero), ou trés horas antes do
congelamento (tempo 3h). Foram utilizados dois grupos controle: o primeiro composto por células
frescas e o segundo por células congeladas, ambos sem a submissdo a presséo negativa. Os critérios
de viabilidade empregados foram a taxa de sobrevivéncia, o PDT e as curvas de crescimento apds
submisséo aos tratamentos. As taxas de sobrevivéncia foram submetidas ao teste Qui quadrado,
enguanto os dados de PDT e as curvas de crescimento foram submetidos 8 ANOVA e ao teste de
Tukey. Todas as avaliagcdes utilizaram o nivel de significancia de 5%.

Uma amostra de tecido foi retirada da orelha de uma bezerra natimorta, clone de uma vaca freemartin
da raca Flamenga. Apo6s desinfeccdo com alcool 70GL (30 segundos), os explantes foram mantidos
em meio de cultivo D-MEM (Sigma, D-1152) com 10% de soro fetal bovino (Gibco 12484), 0,5 mg
de penicilina (Sigma, S-1277), 0,5 mg estreptomicina (sigma, S-1277), 0,5 mg/mL anfotericina-B
(Sigma, A-2411) por um minuto. Em seguida os explantes foram lavados por 30 segundos em D-PBS
adicionado de 50 mg/mL de penicilina e 50 mg/mL de estreptomicina, colocados em meio de cultivo
por um minuto e novamente lavados em D-PBS contendo 50 mg/mL anfotericina-B. Os explantes
foram, entdo, lavados duas vezes em meio de cultivo por cinco minutos. O tecido cartilaginoso foi,
entdo, isolado dos demais tecidos, sendo fatiado em pecas de 1x4x4 mm de altura, comprimento e
largura, respectivamente e cultivado em grupos de trés explantes, em placas de petri de 35 mm. O
cultivo foi realizado durante 10 dias a 38,5 °C, em atmosfera de 5% CO; e umidade saturada. No
décimo dia, os explantes foram removidos e as células proliferadas foram entdo tripsinizadas,
homogeneizadas e semeadas para multiplicagdo. Para a tripsinizacdo das células, o meio de cultivo
foi removido, sendo adicionado uma solugdo com 0,25% de tripsina (Fisher, T360-500) e 5 mM
EDTA (sigma, E-6758) em D-PBS, com incubag&o por trés minutos a 38,5 °C. A tripsina era inativada
com a adicdo de volume idéntico de meio de cultivo acrescido de 10% de soro fetal bovino. As células
foram entdo centrifugadas por cinco minutos em 400 X g, sendo o sobrenadante removido e as células
ressuspendidas em meio de cultivo e semeadas em placas de Petri (100 mm) em uma concentragdo
de 7.800 células/cm?. Entdo foram cultivadas até atingirem uma confluéncia minima de 90%.

A placa de cultivo de 100 mm contendo as células aderidas foi colocada dentro do container hermético
do equipamento (Nitrocooler), que foi fechado. O equipamento foi ligado e, através de uma valvula
gue era mantida semiaberta, obtinha-se a pressdo desejada (200, 500 ou 800 mbar), por um minuto.
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Ap0s isso, 0 equipamento era desligado, porém mantendo-se a valvula fechada por mais quatro
minutos. Em seguida, a valvula era gradualmente aberta (5 mbar/seg), até atingir a pressao
atmosférica. Ap0s a aplicacdo da pressdo, as células permaneciam em cultivo por trés horas adicionais
para o Grupo 3h, ou eram imediatamente tripsinizadas e congeladas (Grupo 0h). Como controle, um
grupo nao submetido a pressao era mantido em cultivo.

As células foram divididas em dois grupos, células congeladas imediatamente apds a submissdo a
pressao negativa, e células congeladas ap6s trés horas da submissdo a pressdo negativa, periodo em
que eram mantidas em cultivo a 38,5 °C.

Para o congelamento, ap0s a tripsinizacao, as células foram ressuspendidas em meio de congelamento
(meio de cultivo com 10% de DMSO) em uma concentracdo de 1 x 10° células/mL.

As células eram, entdo, aspiradas para palhetas plasticas de 0,25 mL com auxilio de uma seringa de
insulina, adaptada a extremidade da palheta que continha o lacre de alcool polivinilico. As células
eram mantidas na parte central da palheta, entre duas bolhas de ar, para prevenir possiveis
contaminacdes. O volume total do meio de congelamento contendo as células era 200 puL. As palhetas
foram seladas por calor e transferidas para um refrigerador (5-7 °C) por 30 minutos. Apoés isso, as
palhetas eram submetidas ao vapor de nitrogénio (4 cm acima do nitrogénio liquido) por cinco
minutos e, entdo, mergulhadas no nitrogénio liquido. As palhetas eram, entdo, armazenadas em
botijdes criogénicos a -196 °C até o momento do da utilizacdo nos grupos experimentais.

No descongelamento, as palhetas foram retiradas do botijdo criogénico e mergulhadas em banho-
maria a 36 °C por 20 segundos. As palhetas eram entdo desinfetadas com alcool 70 °GL e tinham as
extremidades cortadas no local da bolha de ar. O meio contendo as células (aprox. 200 L) era entdo
depositado em tubo de microcentrifuga contendo 1 mL de meio de cultivo, sendo entdo
homogeneizado e centrifugado a 400 x g por cinco minutos para remog¢do do meio contendo o
crioprotetor. O pellet resultante era entdo ressuspendido em 50 pL de meio de cultivo fresco. Uma
amostra das células (5 pL) era usada para avaliar a viabilidade das membranas, através da coloracao
em solucdo de azul de tripan (0,4%), entre ldmina e laminula. Outra amostra (5 pL) era retirada para
determinar a concentracdo em camara hematocitométrica. O restante das células contidas na amostra
era cultivado para avaliar a sua posterior capacidade de multiplicacéo.

Logo apds a tripsinizacdo, uma amostra de celulas dos grupos controles e experimentais era diluida
1:1 com Azul de Tripan a 0,4% e a proporcéo de células coradas (danificadas) era avaliada entre
lamina e laminula em microscopio 6tico. Um total de 200 células foi contada em cinco regides da
lamina de cada palheta dos grupos tratamentos e controle.

A capacidade de proliferacdo de ambas as células, controle fresco e congeladas, foi avaliada
semeando as células em uma concentracéo inicial de 1 x 10° células / mL. Para acessar o0 tempo de
duplicacdo da populacdo de células (PDT), utilizou-se um algoritmo que esta disponivel on-
line: (http://www.doubling-time.com), TD =tx g2 / (IgNt - IgNO0), no qual NO é o nimero de células
semeadas/inoculadas, Nt é o nimero de células contadas ao final do cultivo e t é o tempo de cultura
em horas. Nove pocos de cada tratamento foram semeados em placas de 96 pocos em cada replicagéo.
A cada 24 horas, durante trés dias de cultura, trés pocos de cada grupo foram tripsinizados e a
populacdo das células foi contada em camara de hematocitometrica apos coloracdo com azul de
Tripan (apenas as células ndo coradas foram consideradas) de acordo com Freshney (Freshney, 2010).
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Resultados

Quando a sobrevivéncia celular foi avaliada logo apds o descongelamento, observou-se uma redugéo
da viabilidade (P < 0,05) para as células submetidas ao congelamento, em comparagdo com as células
frescas (Tabela 1). Apesar disso, observou-se elevada taxa de sobrevivéncia das células no pos-
descongelamento do grupo controle congelado (89,8%).

Nos tratamentos em que a pressao negativa foi utilizada, observou-se um efeito significativo do
momento da aplicacdo do tratamento. A submisséo dos fibroblastos a pressdo negativa trés horas
antes do congelamento reduziu a sobrevivéncia das células no pés-descongelamento. Com a pressao
de 200 mbar, observou-se uma reducdo na viabilidade pés-descongelamento de 62,8% para 46,5%,
enguanto que, com a pressdo de 500 mbar, a reducéo foi de 88,1% para 68,7%. Ja com a pressdo de
800 mbar, a sobrevivéncia pos-descongelamento foi reduzida de 40,1% para 23,7% (Tabela 01).

Em todos os tratamentos, as curvas de proliferacdo apresentaram uma fase de laténcia, em que as
células ndo apresentaram proliferacdo significativa por um periodo de 48 horas, seguida de um
crescimento exponencial, até atingirem sua fase estacionéria (plateau), no 5° ou 6° dia de cultivo.

As curvas de proliferacdo das células frescas e das células do congelamento controle demonstraram
um comportamento semelhante na maioria das avaliagdes (Grafico 1A). Foi observada uma reducéao
no numero médio das células congeladas em relacdo as células frescas no terceiro dia de cultivo, no
momento em que se estabelece a fase log de desenvolvimento.

Tabela 1. Taxa de sobrevivéncia de células fetais bovinas logo apos o descongelamento (controle), ou apos
submissdo a diferentes intensidades (mbar) de press3o negativa (PN), aplicada imediatamente antes (tempo 0)
ou trés horas antes do congelamento

Grupos Momento da aplicacio da PN Sobrevivéncia celular
antes do congelamento (h) %
Frescas - 100,02
Controle - 89 gk
PN200 0 62,84
PN200 3 46.5%
PN500 0 §8,1°
PN300 3 68.7¢
PNE00 0 40,1¢
PNE00 3 23,78

Letras distintas na coluna indicam diferenca significativa pelo teste Qui-quadrade (P < 0,05)

Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatistica nos demais dias de cultivo, as células frescas
atingiram o plateau no quinto dia de cultivo, um dia antes do que as células congeladas, que somente
alcancaram o plateau no sexto dia de cultivo.

Ja quando foram avaliadas as curvas de proliferacdo das células frescas e de células submetidas a
pressdo negativa de 200 mbar imediatamente antes (0 hora) ou trés horas antes do congelamento, néo
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foram observadas diferengas no niumero médio de células nos distintos dias de cultivo. O inicio da
fase de plateau ocorreu no quinto dia de cultivo para os trés grupos avaliados (Gréfico 1 B), em
contraste com o grupo de células controle congeladas, que sé atingiram a fase de plateau no sexto dia
de cultivo (Gréafico 1A). Quando nao houve intervalo para recuperacao entre a submissao de presséo
negativa de 200 mbar e o congelamento das células, esse grupo (200 mbar — Oh) teve um plateau mais
longo do que os demais grupos (Grafico 1B).

Durante a curva de proliferacdo, foi observada também uma particularidade em comum para dois
grupos experimentais, sendo um submetido a pressdo negativa e outro ndo. Tanto o grupo
experimental controle congelado (Gréafico 1A) como o grupo pressdo negativa 800-3h (Gréfico 1D)
tiveram uma taxa de multiplicacdo celular mais lenta, resultando em menor nimero de células no
inicio da fase log, em comparagédo aos demais grupos.
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Grifico 1. Curva de crescimento (quantidade) de células fetaiz bovinas frescas ou apds congelamento (A),
apés submussdo i pressfo negativa de 200 mbar, imediatamente antes (Oh) ou trés horas (3h) antes do
congelamento (B), apés submissio i pressio negativa de 500 mbar, imediatamente antes (0h) ou trés horas
(3h) antes do congelamento (C), ou apos submissdo a pressdo negativa de 800 mbar, imediatamente antes (Oh)
ou trés horas (3h) antes do congelamento (D). Congelamento realizado em palhetas plasticas

st etras diferentes indicam diferengas pelo teste de Tukey em cada dia de avaliacdo (P=0,03)

Cabe ressaltar que, embora com menor sobrevivéncia no pds-descongelamento, a submissao a pressao
negativa de 200 mbar possibilitou as células sobreviventes viabilidade idéntica as células frescas.
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Como a concentracdo de células semeadas foi com base na sobrevivéncia, isso permitiu a obtencdo
de curvas de proliferagdo semelhantes entre os grupos PN 200 Oh, PN 200 3h e grupo de células
frescas.

As curvas de proliferacdo proporcionadas pelas células frescas e aquelas previamente submetidas a
pressdo negativa de 500 mbar tiveram um comportamento semelhante, ndo sendo observadas
diferengas estatisticas (p<0,05). As células dos grupos frescas e 500 mbar Oh atingiram a fase de
plateau no mesmo momento, no quinto dia de cultivo. J& o grupo 500 mbar 3h atingiu a fase de
plateau apenas no sexto dia (Gréfico 1C).

Assim como verificado com o grupo PN 200 mbar, também foi observado um efeito positivo da
submissdo a PN 500 mbar, o que possibilitou idéntico desenvolvimento das células frescas ou
congeladas em todos os dias de cultivo avaliados. Embora ndo sendo estatisticamente diferente, o
grupo PN 500 mbar foi o Unico a possibilitar concentracfes média acima de 45.000 células nos dias
6 e 7 de cultivo (Grafico 1C). Todavia, as células submetidas a 500 mbar de PN trés horas antes do
congelamento demoraram mais tempo para atingir a fase de plateau.

Na avaliacdo das curvas de proliferacdo entre células frescas e células submetidas a pressao de 800
mbar, Oh e 3h antes do congelamento, observou-se uma reducao no numero de células do grupo 800
mbar 3h em relacdo aos demais grupos no terceiro dia de cultivo, o que coincide com o inicio da fase
log. As células frescas tiveram um comportamento semelhante em todos os experimentos (Gréfico
1ABC), atingindo a fase de plateau no quinto dia de cultivo, um dia antes do que as células submetidas
a pressdo negativa de 800 mbar (sexto dia).

Ja, ao atingirem a fase de plateau, ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos experimentais
(Gréfico 1D). Todavia, constata-se que a concentracdo média das células do grupo PN 800 foi inferior
a 40.000 células durante o cultivo e que as células do grupo PN 800 3h tiveram uma concentracao
média maxima de 30.000 células, observadas no sétimo dia de cultivo.

O tempo necessario para a duplicacdo da populacdo celular (PDT) nas células frescas (27,5 h) foi
semelhante ao observado nas células congeladas (30,1 h). J& nos tratamentos submetidos a pressao
negativa, 0 menor tempo de PDT foi observado no tratamento que aplicou a pressao negativa de 800
mbar, imediatamente antes do congelamento (21,9 h), que néo diferiu do tratamento PN 500 Oh (32,4
h), do controle fresco (27,5 h) e do controle congelado (30,1 h), sendo, porém, superiores aos demais
tratamentos que empregaram a pressdo negativa (PN 200 0 h —40,4; PN 200 3 h — 34,8; PN 800 3h —
35,8 h).

Discussao

Neste estudo, na sobrevivéncia celular avaliada logo ap6s o descongelamento, observou-se uma
reducdo da viabilidade para as células submetidas ao congelamento, em relagdo as células frescas
(Tabela 1). Apesar disso, a taxa de sobrevivéncia das células no pds-descongelamento foi bastante
satisfatoria, evidenciando a aplicabilidade do congelamento em palhetas plésticas, em substituicdo
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aos tradicionais containers de congelamento.

A elevada taxa de sobrevivéncia das células no pés-descongelamento do grupo controle congelado
(89,8%) demonstra a efetividade do método de congelamento em palhetas plasticas. Além de sua
viabilidade, o congelamento em palhetas plasticas, utilizado neste estudo, oferece vantagens de
economia de espaco no momento do armazenamento. Além de onerosa, a manutencao permanente de
grandes volumes de material biologico resfriado a temperaturas negativas ocasiona impacto
ambiental de importancia cada vez mais considerdvel se levarmos em considera¢do que, mesmo
quando mantido submerso em nitrogénio liquido, esse material demanda energia elétrica, ainda que
para a simples manutengdo dos tanques em ambiente climatizado.

Estudos realizados em outras espécies comparando células fetais de cultivo primario com outros tipos
celulares sugerem que os resultados obtidos neste estudo séo efetivos também para outros tipos
celulares. Como exemplo, foi demonstrado que fibroblastos de origem fetal de lince possuem menor
sobrevivéncia ao congelamento do que células de adultos®. Com a adig&o de 0,2 M de sacarose ao
meio de congelamento, 0s autores aumentaram a sobrevivéncia das células de origem fetal de 54%
para 74%. A metodologia de criopreservacdo empregada em nosso estudo, com fibroblastos de
origem fetal, proporcionou taxa de sobrevivéncia similar as obtidas por Léon-Quinto et al.*), mesmo
ap6s a otimizacdo de seu protocolo. Liu et al.® obtiveram 89,5% de sobrevivéncia apds o
congelamento de fibroblastos fetais de Yak, utilizando o equipamento convencional “Mr Frosty”,
resultado semelhante ao obtido em nosso trabalho. Assim, a efetividade da metodologia empregada
em nosso estudo, associada a sua facil execucdo, que dispensa equipamentos onerosos, bem como o
reduzido volume das palhetas, que permite aumentar a capacidade de armazenamento em botijoes
criogénicos, possibilitam sua indicacdo na criagdo de bancos genéticos, com diferentes propdsitos,
principalmente para a manutencédo da variabilidade genética animal.

As curvas de proliferacdo das células frescas e das células do congelamento controle demonstraram
um comportamento semelhante na maioria das avaliagdes (Grafico 1A). Foi observada uma reducéao
no numero médio das células congeladas em relacédo as células frescas, no terceiro dia de cultivo, no
momento em que se estabelece a fase log de desenvolvimento, demonstrando que, mesmo nas células
sobreviventes, o congelamento produziu sequelas que determinaram uma menor proliferacdo destas,
no inicio da fase log (Grafico 1A). Embora ndo tenha ocorrido diferenca estatistica nos demais dias
de cultivo, as células frescas atingiram o plateau no quinto dia de cultivo, ou seja, um dia antes do
que as células congeladas, que somente alcangaram o plateau no sexto dia de cultivo.

O tratamento das celulas frescas, em contraste com o grupo controle congelado (que atingiu o plateau
um dia depois, no sexto dia), ja atingiu a fase de plateau no quinto dia de cultivo (Grafico 1A), sendo
que esse inicio da fase de plateau ocorreu no quinto dia de cultivo para os trés grupos avaliados no
Gréafico 1B, sendo os grupos: células frescas, PN200-0h e PN200-3h. Dessa forma, fica evidente o
efeito positivo da submissdo das células a pressdo negativa de 200 mbar, antes do congelamento
(grupos PN200-0Oh e PN200-3h), ja que, mesmo ap6s o congelamento, mantiveram um padrdo de
crescimento celular semelhante as suas contemporaneas ndo congeladas (grupo controle fresco).

Ja esta bem documentado o efeito positivo da aplicacdo de pressdo hidrostatica em diferentes
estruturas, como sémen de suinos“?, sémen de bovinos?, embrides de camundongo? e embrides
ovinos®®, bem como do efeito positivo da pressdo negativa em embrides bovinos criopreservados®.
Todavia, ao contrario do esperado, neste estudo ndo foi observado aumento da criotolerancia das
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células somaticas bovinas submetidas a pressdo negativa. Entretanto, como demonstrado em micro-
organismos submetidos & pressio hidrostatica®, pode haver uma resisténcia cruzada contra outros
desafios, que ndo a criotolerancia. Dessa forma, mesmo sem aumentar a criotolerancia das células
avaliadas, o0 emprego da pressdo negativa determinou mudancas no padrao de seu desenvolvimento,
sendo necessario investigar o possivel efeito dessas modificagfes, assim como as possiveis causas
dessas mudancas de padrdo, principalmente quando essas células sdo empregadas na clonagem
animal. Nos tratamentos que utilizaram a pressdo negativa, observou-se um efeito significativo do
momento da aplicacdo do tratamento. A submissdo das células fetais a pressdo negativa trés horas
antes do congelamento reduziu a sobrevivéncia das células no pds-descongelamento. Em contraste
com esses dados, a submissdo a pressdo negativa de embrides bovinos duas horas antes da vitrificacdo
aumentou a taxa de eclosdo apos o reaquecimento®. Ja, quando a submissao foi realizada 40 minutos
antes da vitrificacdo, néo foi verificado qualquer efeito sobre a eclosdo. Esses dados evidenciam um
efeito distinto da pressao negativa aplicada sobre as células somaticas em relacdo aos embrides
bovinos. Como néo existem trabalhos empregando a pressdo negativa no pré-congelamento de células
somaticas, as intensidades de pressdes testadas neste estudo foram aquelas previamente avaliadas no
congelamento de sémen de carneiro®®. Foi relatado®® que células submetidas a elevados patamares
de pressdo hidrostatica aumentam progressivamente a rigidez de membranas e a desnaturacdo de
proteinas, o que pode inativar a célula, ou iniciar um processo de morte celular. A excessiva pressao
hidrostética determina a morte celular por apoptose ou por necrose, na faixa de 200 Mpa, quando a
pressdo é superior a 300 Mpa™. As menores taxas de sobrevivéncia observadas com a maior pressao
testada (800 mbar) sugerem que a pressao foi excessiva e induziu uma resposta negativa das células.

De forma semelhante ao ja observado anteriormente®, em todos os tratamentos, as curvas de
proliferacdo demonstraram uma fase de laténcia, em que as células ndo apresentaram uma
proliferacdo significativa por um periodo de 48 horas, necessario para adaptacdo e possivel
recuperacdo de sua estrutura, seguida de um crescimento exponencial, até atingirem sua fase
estaciondria (plateau) no quinto ou sexto dias de cultivo. As células submetidas a 500 mbar de PN
trés horas antes do congelamento (Grafico 1C) demoraram mais tempo para atingir a fase de plateau,
evidenciando que, provavelmente, o tempo de execucdo das fases dos check points pode ter sido
aumentado em funcdo de algum mecanismo de quiescéncia (entrada em GQ0). Outra possivel
explicacdo pode ser simplesmente o fato de ter havido o desencadeamento de algum mecanismo de
apoptose, fato este que devera ser elucidado em estudos futuros. No grupo PN 200 Oh, observou-se
uma fase mais longa de plateau, que pode ser explicada pelo que se conhece a respeito dos
checkpoints®®. Em condicbes desfavoraveis, tais como a retirada do soro (que contém fatores de
crescimento), os niveis de ciclina D caem rapidamente e as células ndo passam de um dos checkpoints,
nesse caso, 0 R-point, que também é conhecido como ponto de restricdo. Eventualmente, elas podem
“escapar” do ciclo celular e entrar em um estado de quiescéncia denominado GO“8!), Com a
aquisicdo das condigdes favoraveis, as células podem entrar novamente ao estagio do ciclo G1 e
continuar a proliferacdo. Quando ndo sdo obtidas as condi¢cdes favoraveis para retornar ao ciclo
celular, as células podem eventualmente morrer ou se diferenciar.

Ja foi demonstrado por diversas vezes que o ciclo celular pode ser parado nos respectivos check points
por inibidores do ciclo celular, tais como a p53, & medida que algum dano de DNA seja detectado®?.
Durante a curva de crescimento, foi observada também uma particularidade em comum para dois
grupos experimentais, sendo um deles submetido a pressdo negativa (PN 800-3h) e o outro ndo
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(controle congelado). Sabe-se que checkpoints no inicio da fase S (sintese) assim como em G2
determinam a integridade do DNA e irdo bloguear o ciclo temporariamente até que haja o reparo
necessario. Quando o reparo nao for possivel, as células entram em apoptose. Tanto o grupo
experimental controle congelado (Grafico 1A), como o grupo pressdo negativa 800-3h (Grafico 1D)
tiveram menos células no inicio da fase log, em comparacdo aos demais grupos, 0 que pode ser
atribuido aos checkpoints.

O emprego da PN de 200 ou 500 mbar preveniu a redu¢do do niumero médio de células no inicio da
fase log de desenvolvimento (dia 3 de cultivo), determinado pelo congelamento (Gréficos 1A, 1B e
1C).

Concluséao

Os resultados obtidos permitem concluir que o congelamento em palhetas plésticas de 0,25 mL, com
a adicao de 10% de DMSO como crioprotetor, é adequado para a criopreservacdo de células fetais
bovinas de cultivo primario, possibilitando elevadas taxas de sobrevivéncia ap6s o descongelamento.
Ainda, a submissdo de células fetais bovinas a pressdo negativa de 200 ou 500 mbar antes do
congelamento possibilita curvas de proliferacdo semelhantes as observadas com células frescas.

A intensidade de 500 mbar de pressdo negativa é a mais adequada para emprego antes do
congelamento de células fetais bovinas e 0 melhor momento para seu emprego € imediatamente antes
do congelamento (tempo Oh).

A aplicacdo de pressdo negativa como alternativa de estresse controlado em células somaéticas pode
alterar a sobrevivéncia apds a criopreservacdo, assim como influenciar a curva de crescimento,
dependendo das condicdes de aplicacdo, do tratamento e do tempo de espera até o congelamento das
células.
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