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___________________________________________________________________________ 

 

Resumo: A conservação de células e tecidos somáticos possui um papel importante para 

a preservação da biodiversidade, otimização em manejos reprodutivos e sistemas terapêuticos. 

Isso é possível através do aperfeiçoamento de técnicas de criopreservação e uso desse material 

genético em outras biotecnologias reprodutivas, como a transferência nuclear (clonagem). 

Nesse contexto, faz-se necessário uma análise precisa da amostragem biológica após a 

criopreservação, avaliando a viabilidade e, consequentemente, a eficiência da técnica de 

criopreservação empregada. Assim, essa revisão objetiva abordar as várias estratégias 

empregadas na determinação da eficiência dos métodos de criopreservação de células e tecidos 

somáticos, enfatizando seus aspectos teóricos e práticos em algumas espécies de mamíferos.  

 

Palavras-chave: conservação, cultivo in vitro, análise histológica.  

 

Abstract: The conservation of somatic cells and tissues shows an important role in 

biodiversity preservation, optimization of reproductive managements and therapeutic systems. 

This is possible through of the improvement of cryopreservation techniques and use of this 

genetic material into other reproductive biotechnologies, as nuclear transfer (cloning). In this 

context, an accurate analysis of the biological sample after cryopreservation makes it necessary, 

evaluating the viability and, consequently, the efficiency of cryopreservation technique 

employed. Thus, this review aims to address the various strategies employed in determining the 

efficiency of the cryopreservation methods of somatic cells and tissues, emphasizing the 

theoretical and practical aspects in some species of mammals. 
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A criopreservação consiste numa 

abordagem de conservação, a qual se define 

como o armazenamento de material 

biológico viável a temperaturas criogênicas 

por longos períodos de tempo, visando à 

manutenção adequada das estruturas e 

funções celulares (TSAI; LIN, 2012). Nesse 

contexto, progressos na criopreservação de 

células e tecidos somáticos tem 

proporcionado o desenvolvimento de 

métodos confiáveis (CAAMANO et al., 

2008; LEÓN-QUINTO et al., 2009), 

permitindo a conservação de vários tipos 

celulares e tecidos (SIMIONE, 2009) com 

distintas aplicações. 

 Em geral, a criopreservação de 

material somático possui inúmeras 

finalidades, principalmente àquelas 

relacionadas às áreas de medicina humana e 

ciências animais, sendo considerada 

ferramenta essencial e prévia de muitos 

procedimentos. Um exemplo interessante 

seria para a conservação de material 

genético através da formação de bancos de 

germoplasma e reprodução de espécies 

ameaçadas (LEÓN-QUINTO et al., 2014) 

ou mesmo extintas (FOLCH et al., 2009). 

Além disso, essas técnicas podem ser 

empregadas comercialmente de maneira 

clínica na congelação de células-tronco 

(HUNT, 2011). 

 Assim, em virtude das técnicas de 

criopreservação apresentar uma ampla 

variação na escolha dos procedimentos 

(vitrificação: BORGES et al., 2015, 

congelação lenta: CAPUTCU et al., 2013), 

condições de temperaturas (SILVESTRE et 

al., 2003) e tipos de crioprotetores 

empregados (LEÓN-QUINTO et al., 2014), 

é de fundamental importância o 

estabelecimento e a padronização de 

ferramentas de análises confiáveis da 

viabilidade da amostra após a 

criopreservação. Tal abordagem permite, 

portanto, determinar de maneira segura o 

melhor protocolo de criopreservação, pela 

verificação das características que geram 

menos danos a cada tecido, tipo e estrutura 

celular.  

Assim, essa revisão objetiva abordar 

as ferramentas empregadas na avaliação da 

eficiência da conservação de células e 

tecidos somáticos após a criopreservação 

em diferentes espécies de mamíferos.  

2. Criopreservação de material somático 

e suas aplicações 

Notoriamente, a criopreservação 

representa uma técnica amplamente 

empregada em pesquisa básico-científica, 

para fins comerciais, terapêuticos e de 

conservação de material biológico, que 

garantem a estabilização do material 

genético, proporcionando a 

reprodutibilidade dos resultados 

(SIMIONE, 2009). Tanto na reprodução 

animal quanto humana, a preservação de 

células e tecidos somáticos e também 

àqueles germinativos tem sido com 
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sucessos estabelecidos em algumas espécies 

(LÉON-QUINTO et al., 2009, SANTOS et 

al., 2010) e constantemente aprimorados em 

outras (BORGES et al., 2015, PRAXEDES 

et al., 2016).  

Especialmente a criopreservação de 

células e tecidos somáticos é de grande 

importância tanto para programas de 

conservação de espécies ameaçadas, quanto 

para medicina terapêutica. Em geral, células 

e tecidos somáticos são de mais fácil 

obtenção que gametas e tecidos 

germinativos (MACHADO et al., 2016; 

SILVA et al., 2015), além da possibilidade 

de serem utilizados em técnicas como a 

transferência nuclear de células somáticas 

(TNCS, clonagem) que podem 

proporcionar o ressurgimento de espécies 

extintas, a produção e a multiplicação de 

espécies de interesse zootécnico (LOI et al., 

2001; PEREIRA et al., 2013). Nesse 

contexto, células oriundas de tecidos da 

região da pele e cartilagem auricular e 

articular podem servir para esse propósito 

(LEÓN-QUINTO et al., 2014; 

CETINKAYA et al., 2014). 

 Além disso, vários trabalhos 

exemplificam a abordagem terapêutica. O 

estabelecimento de bancos de cartilagem 

articular pode proporcionar, por exemplo, 

um tratamento alternativo para pacientes 

com graves enfermidades nas articulações 

(JOMHA et al., 2012). Já células-tronco 

mesenquimais isoladas de diferentes tipos 

teciduais, como tecido adiposo, polpa 

dental e medula óssea (DAVIES et al., 

2014), são consideradas uma opção 

interessante para a utilização em terapia 

celular (MA et al., 2012), podendo ser 

empregadas na bioengenharia tecidual e 

medicina regenerativa (PARK et al., 2014). 

Assim, essas células e tecidos 

criopreservados podem ser empregados 

futuramente como fonte autóloga de 

células-tronco (CHOUDHERY et al., 

2013). Como outros tipos celulares também 

utilizados em aplicações terapêuticas têm-

se: hepatócitos (MAGALHÃES et al., 

2012), células epiteliais amnióticas 

humanas (NIKNEJAD et al., 2013), células 

do cordão umbilical (PRATA et al., 2012) e 

células sanguíneas do cordão umbilical 

(MOTTA et al., 2014; SHIMAZU et al., 

2015). 

 Para tecidos somáticos, duas 

técnicas de criopreservação podem ser 

utilizadas, a congelação lenta (CAAMANO 

et al., 2008) e a vitrificação (BORGES et 

al., 2015), as quais consistem da exposição 

a crioprotetores, resfriamento, estocagem, 

aquecimento e remoção dos crioprotetores 

dos fragmentos teciduais (SILVA et al., 

2015).  

Em geral, estratégias de vitrificação 

tem se mostrado superiores ao processo 

convencional de congelação em várias 

espécies (BROCKBANK et al., 2010).  
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Já em células somáticas, o uso da 

congelação lenta tem sido a metodologia 

mais empregada (PEREIRA et al., 2013; 

LEON-QUINTÓ et al., 2009). Em geral, 

células recuperadas podem ser 

criopreservadas usando crioprotetores 

penetrantes como o dimetilsulfóxido 

sozinho ou em associação com um agente 

não penetrante como a sacarose (LEÓN-

QUINTO et al., 2014).  

3. Métodos de análise em tecidos 

somáticos 

3.1. Microscopias  

 A avaliação histológica consiste na 

primeira abordagem e representa um dos 

importantes métodos de estudo da 

viabilidade do tecido após a 

criopreservação (KLOCKE et al., 2014). 

Em geral, com o emprego da histologia 

clássica pode-se avaliar o nível de danos 

gerados pela criopreservação, tanto na 

estrutura quanto na morfologia geral do 

tecido, além de suas células e de alguns 

componentes da matriz extracelular. O 

processamento histológico do tecido 

somático é comum aos demais tecidos e 

envolve: fixação, desidratação, 

diafanização, impregnação, inclusão, 

microtomia, montagem e coloração das 

lâminas.  

Há vários tipos de corantes 

empregados nessa avaliação, sendo a 

combinação de hematoxilina-eosina a mais 

empregada.  

BORGES et al. (2015) e COSTA et 

al. (2015) avaliaram a eficiência de dois 

métodos de vitrificação (vitrificação em 

superfície sólida e vitrificação convencional 

em criotubos) em tecido somático derivado 

da pele de duas espécies silvestres. Ambos 

os autores empregaram histologia clássica 

com hematoxilina-eosina e conseguiram 

observar danos causados no tecido pela 

criopreservação em camadas da epiderme e 

da derme, distinguindo alterações também 

nas suas células.  

 Já a imunohistoquímica baseia-se na 

especificidade antígeno-anticorpo para 

melhor analisar a morfologia do tecido, de 

acordo com a informação espacial e 

funcional das moléculas-alvo que se quer 

corar (FREVERT et al., 2014). Assim, na 

avaliação de tecidos após a criopreservação, 

podem-se utilizar várias abordagens. Um 

exemplo interessante seria a avaliação da 

densidade dos vasos sanguíneos utilizando 

o anticorpo anti-CD31, em que o 

grupamento de diferenciação (CD31) é 

expresso na superfície das junções 

intercelulares do endotélio (LEE et al., 

2015). 

 Finalmente, com o microscópio 

eletrônico de transmissão é possível uma 

análise detalhada da ultraestrutura do 

tecido, podendo observar os efeitos da 

criopreservação sobre a matriz extracelular, 

estrutura e distribuição das organelas, como 

mitocôndrias, retículo endoplasmático 
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(ONARI et al., 2012). Além disso, 

observações são possíveis em termos de 

densidade e integridade do citoplasma e das 

membranas, organização do citoesqueleto, 

vacuolizações e formato do núcleo (CHEN 

et al., 2013). Trabalhos interessantes usando 

essa ferramenta podem ser evidenciados em 

cartilagem articular (ONARI et al., 2012) e 

células epiteliais do oviduto (CHEN et al., 

2013).  

3.2. Cultivo de fragmentos teciduais 

 A análise histológica juntamente 

com o cultivo in vitro de fragmentos 

teciduais consiste na melhor combinação de 

métodos para estimar a viabilidade do 

tecido após a criopreservação (KLOCKE et 

al., 2014). Assim, tecidos podem ser 

cultivados in vitro para a verificação da 

capacidade de sobrevivência e proliferação 

de suas células desprendidas do tecido ao 

longo do cultivo (OSKAM et al., 2011).  

 Em geral, para o emprego adequado 

desta ferramenta, amostras teciduais após a 

colheita e criopreservação, devem ser 

cuidadosamente manipuladas de maneira 

asséptica (PEREIRA et al., 2014). Depois, 

as mesmas devem ser cortadas em 

fragmentos de tamanho adequado de acordo 

com a proposta experimental ou acima de 

1,0 mm3 e cultivados por longos períodos 

para identificação da viabilidade do tecido 

pelo desprendimento das suas células e 

fixação nas placas de Petri (SANTOS et al., 

2016). A essa fase chama-se esse cultivo 

primário e as células recuperadas podem ser 

empregadas em diferentes aplicações e 

avaliações.  

4. Métodos de análise em células 

somáticas 

4.1. Cultivo celular in vitro 

 O cultivo in vitro consiste na 

primeira e principal ferramenta de avaliação 

de células somáticas após a 

criopreservação. Em geral, após o 

aquecimento das amostras, células são 

cultivadas em sistema de subcultivos (ou 

cultivos secundários), nas quais retornarão 

suas condições ideais de temperatura, 

atmosfera e umidade, dispondo de grande 

quantidade de nutrientes presentes no meio 

(PEREIRA et al., 2014). Desta maneira, 

células retomam sua atividade metabólica e 

recuperam-se do estresse sofrido pelas 

baixas temperaturas.  

A partir de então, diferentes 

avaliações podem ser empregadas para 

estimar a eficiência dos procedimentos de 

criopreservação, como o perfil de 

crescimento (SANTOS et al., 2016), 

aspectos morfológicos (BORGES et al., 

2015), confluência celular (SILVESTRE et 

al., 2003) e viabilidade por diferentes 

métodos (BORGES et al., 2015; LEÓN-

QUINTO et al., 2014).  

4.2. Avaliações das células somáticas em 

cultivo in vitro 

 Inicialmente, a imunocitoquímica e 

imunofluorescência podem ser empregadas 
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na avaliação da qualidade das células em 

cultivo in vitro. Assim, células são 

incubadas com anticorpos primários que se 

ligam às moléculas desejadas e, 

posteriormente, com anticorpos secundários 

conjugados ou não com fluoróforos. Após 

isso, pode-se avaliar a viabilidade celular 

pela presença de moléculas que estejam 

relacionadas a funções fisiológicas 

importantes e a sobrevivência celular 

(NIKNEJAD et al., 2013; CETINKAYA et 

al., 2014; DEMIRCI et al., 2014). 

 Outra metodologia proposta seria a 

análise da capacidade proliferativa pela 

determinação da curva de crescimento e o 

cálculo do tempo de desdobramento da 

população (ou population doubling time, 

PDT). Este último refere-se ao tempo 

necessário para a população celular se 

duplicar e sua mensuração é empregada 

para quantificar a resposta das células que 

foram submetidas ao estresse do processo 

de congelação e aquecimento (SANTOS et 

al., 2016). Quanto mais rápido as células se 

multiplicarem, ou seja, quanto menor o 

PDT, maior será a eficiência do protocolo 

de criopreservação utilizado.  

 Além disso, a dosagem de 

glicosaminoglicanos e outros componentes 

celulares da matriz extracelular é também 

uma ferramenta interessante. Em geral, os 

glicosaminoglicanos participam de várias 

funções fisiológicas importantes, entre elas, 

a adesão e o crescimento celular 

(TOMATSU et al., 2014). A produção de 

matriz extracelular é estimada pela 

quantificação de glicosaminoglicanos 

presente nas células, utilizando 

espectrofotometria (CETINKAYA et al., 

2014; LEÓN-QUINTO et al., 2014). 

 Finalmente, a expressão gênica 

também pode ser empregada em cultivos 

celulares, a fim de se conhecer como a 

célula se comporta a nível transcricional 

diante das condições em que elas são 

submetidas durante a criopreservação, 

determinando com profundidade os 

mecanismos pelos quais ocorrem a perca da 

viabilidade. Um exemplo interessante seria 

a análise dos altos níveis de expressão de 

caspases que pode ser um indicativo da 

baixa eficácia do método de 

criopreservação (ZHANG et al., 2013). 

Adicionalmente, pode-se ainda quantificar 

a expressão de marcadores específicos para 

caracterização do tipo celular e sua 

funcionalidade (NIKNEJAD et al., 2013; 

DEMIRCI et al., 2014). 

Conclusões 

A conservação de material somático 

por criopreservação de células e tecidos é 

sem dúvidas uma valiosa técnica para 

diferentes finalidades na área humana e 

animal. Nesse contexto, as técnicas de 

análise de células e tecidos somáticos, tanto 

as mais simples quanto as mais elaboradas, 

são importantes para conhecer o 

comportamento das células expostas às 
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temperaturas criogênicas e verificar como 

elas respondem a essas condições, 

objetivando assim melhorar a técnica pela 

redução dos danos gerados.  

Assim, espera-se promover um 

avanço e aperfeiçoamento significativo dos 

protocolos de criopreservação, contribuindo 

no desenvolvimento de suas aplicações 

terapêuticas e investigação básica.  
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