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Resumo: A criopreservação da pele representa uma ferramenta interessante para a 

conservação da biodiversidade animal. Nesse contexto, diferentes protocolos já foram 

empregados e ajustes metodológicos, especialmente quanto ao tipo e a concentração dos 

crioprotetores, são constantemente desenvolvidos, tanto para mamíferos domésticos quanto 

silvestres. Embora ambos os métodos de criopreservação, congelação e vitrificação, tenham 

sido utilizados na conservação tecidual, este último é atualmente o mais usual. Além disso, 

métodos de análise para a averiguação da eficiência da técnica são necessários para garantir 

que a pele criopreservada mantenha suas características viáveis após o aquecimento. Em 

geral, a criopreservação permite o armazenamento adequado, tanto durante o transporte até o 

processamento no laboratório, quanto em longo prazo visando à formação de criobancos. As 

células somáticas recuperadas da pele podem ser empregadas também para estudos da 

fisiologia da espécie, diferenciação e reprogramação celular, clonagem reprodutiva e 

terapêutica. Portanto, a presente revisão objetiva apresentar os aspectos técnicos da 

criopreservação da pele, com ênfase sobre a eficiência dos métodos empregados em 

mamíferos e sua aplicação em biotecnologias reprodutivas.  

 

Palavras-chave: bancos de recursos biológicos, células somáticas, vitrificação. 

 

Abstract: The cryopreservation of skin is an interesting tool for the conservation of 

animal biodiversity. In this context, different protocols have been employed and 

methodological adjustments, especially on the type and the concentration of the 

cryoprotectants, are constantly being developed for both domestic and wild mammals. 

Although both methods of cryopreservation, freezing and vitrification, have been used for 

tissue preservation, the latter is the most common. Moreover, analysis methods for the 

investigation of technical efficiency are required to ensure that the cryopreserved skin will 

maintain their viable characteristics after warming. In general, the cryopreservation allows 

proper storage both during transport to the processing in the laboratory as in long time in 

order to cryobank formation. The somatic cells recovered these tissues can also be used also 

for physiology studies of the species, cell differentiation and reprogramming, reproductive 

and therapeutic cloning. Therefore, the present review aims to present the technical aspects of 

cryopreservation of skin, with emphasis on the efficiency of methods employed in mammals 

and its application in reproductive biotechnologies. 
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1. Introdução  

A criopreservação da pele permite a 

conservação até -196 °C por períodos de 

tempo elevados, promovendo o mínimo 

efeito deletério sobre a estrutura e a 

funcionalidade das células recuperadas. 

Em geral, esta técnica pode ser utilizada 

em programas de conservação animal a 

partir da formação de criobancos, sendo 

uma alternativa viável para a conservação 

de um maior número de indivíduos de cada 

população (PRAXEDES et al., 2018).  

Previamente, a conservação da 

biodiversidade animal era mantida por 

biobancos de gametas e embriões. Com o 

advento da transferência nuclear de células 

somáticas (TNCS, clonagem), o uso de 

tecidos e células somáticas tornou-se uma 

escolha interessante para os programas de 

conservação (MOULAVI et al., 2017).  

Em geral, bancos de pele 

criopreservada é uma técnica efetiva para a 

manutenção da biodiversidade, tanto de 

mamíferos silvestres quanto domésticos 

(CAPUTCU et al., 2013). Além disso, este 

recurso pode oferecer estratégias de 

identificação de uma raça específica a 

partir do desenvolvimento de marcadores 

genéticos, a possibilidade de transplante e 

a transgenia (NA et al., 2010). 

Dentre as vantagens do uso da 

criopreservação da pele, destaca-se a 

facilidade na obtenção/criopreservação de 

amostras teciduais em regiões de difícil 

acesso, a abrangência de um maior número 

de animais por não restringir a idade e o 

gênero do indivíduo, permitindo um 

número ilimitado de amostras e a 

extrapolação das características celulares 

destes animais para toda a população 

(LEÓN-QUINTO et al., 2014).  

Este é um aspecto interessante, 

especialmente em se tratando de espécies, 

na qual é dificultosa a obtenção de 

gametas. Contudo, o estabelecimento de 

criobancos exige o desenvolvimento de 

protocolos apropriados (CETINKAYA & 

ARAT, 2011). Nesse contexto, para 

garantir a eficiência dos procedimentos de 

criopreservação alguns fatores são 

importantes, desde a exposição às baixas 

temperaturas e os mecanismos 

desencadeados pelo crioprotetores 

(COMIZZOLI et al., 2012). 



Embora alguns estudos já tenham 

mostrado a eficiência de protocolos de 

vitrificação da pele (BORGES et al., 

2017b; SILVESTRE et al., 2002), é sabido 

que os ajustes adequados em cada 

procedimento podem influenciar na 

atividade proliferativa e desempenho 

celular (COSTA et al., 2016). Assim, esta 

revisão oferece alguns esclarecimentos 

sobre os aspectos técnicos da 

criopreservação da pele, com ênfase sobre 

a eficiência e progressos dos protocolos 

empregados em mamíferos domésticos e 

silvestres e as aplicações do tecido 

criopreservado em biotecnologias 

reprodutivas.  

2. Procedimentos técnicos da 

criopreservação da pele 

A criopreservação consiste das 

etapas de exposição ao crioprotetor, 

resfriamento, armazenamento, 

aquecimento e remoção do crioprotetor da 

pele (ALMEIDA et al., 2014). 

Anteriormente a essas etapas, faz-se 

necessário a obtenção da pele dentro de 

condições assépticas e previamente 

estabelecidas. Em geral, a pele podem ser 

obtidos da região auricular (SANTOS et 

al., 2016), abdominal (DARIOLLI et al., 

2013), couro cabeludo (KAJIURA et al., 

2015) ou origem fetal (LÉON-QUINTO et 

al., 2014).  

Após a obtenção da pele, estes 

podem ser submetidos à congelação lenta 

(KUMAR et al., 2015), rápida (USTA et 

al., 2013) ou vitrificação (BORGES et al., 

2018b). Para todos os processos, o uso de 

crioprotetores penetrantes e não 

penetrantes faz-se necessário e diferentes 

respostas podem ser observadas quanto ao 

seu uso. Em javalis (Sus scrofa), foi 

observado que fragmentos de pele 

congelados sem a presença de 

crioprotetores apresentaram células 

cultiváveis (ZHANG et al., 2012). Por 

outro lado, Borges et al. (2017b), usando 

fragmentos da pele auricular de catetos 

(Pecari tajacu) criopreservados por dois 

sistemas de vitrificação e na presença da 

associação de crioprotetores (DMSO, 

etilenoglicol – EG e sacarose) obtiveram 

células viáveis após o cultivo in vitro. 

Assim, a presença do crioprotetor e a 

escolha do mesmo são fatores importantes 

para a eficiência da criopreservação 

(BORGES et al., 2018a).  

Durante a criopreservação, a etapa 

de exposição ao agente crioprotetor e o 

resfriamento é onde se evidencia as 

principais diferenças entre os tipos de 

criopreservação, congelação e vitrificação 

(YAMAKI et al., 2002) bem como pelo 

tipo da amostra (Tabela 1). Em geral, a 

congelação tem como princípio a redução 

gradativa da temperatura, havendo uma 

desidratação gradual dos tecidos e células, 

necessitando de uma baixa concentração de 

crioprotetores para reduzir a formação de 
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cristais de gelo (SHAW et al., 2000). Já na 

vitrificação, há a redução súbita da 

temperatura onde os tecidos alcançam um 

estado vítreo (YEOMAN et al., 2005) e 

para que haja uma proteção da amostra em 

virtude dessa rápida mudança de 

temperatura, aumenta-se a concentração de 

crioprotetores, obtendo uma maior 

viscosidade (CRUZAN et al., 2004). 

Ambos os procedimentos já foram 

empregados na conservação da pele em 

diferentes espécies domésticas e silvestres, 

como ovinos (Ovis aries, SMIT et al., 

2015), murinos (R. norvegicus, USTA et 

al., 2013), caprinos (Capra hircus, SINGH 

et al., 2012), suínos (Sus scrofa 

domesticus, BROCKBANK et al., 2010) e 

taiassuídeos (P. tajacu, BORGES et al., 

2018a).  

A congelação pode ser classificada 

em dois tipos, a rápida e a lenta. 

Especificamente, para a congelação rápida 

um modelo de protocolo é a exposição de 

amostras a uma solução de criopreservação 

resfriada por 10 min, seguida de imersão 

em nitrogênio líquido (USTA et al., 2013; 

JOMHA et al., 2004). Em R. norvegicus, 

células nervosas (SEGGIO et al., 2008) já 

foram conservadas por congelação rápida. 

Já a congelação lenta consiste numa 

solução de criopreservação a ser 

equilibrada por 4 °C durante 30 min, 

seguido de equilíbrio a -80 °C por 12 h e, 

posteriormente, em nitrogênio líquido (NA 

et al., 2010). Como exemplo do uso desta 

última técnica, tem-se a criopreservação de 

folículos pilosos murinos, a qual se 

evidenciou o DMSO a 10% como melhor 

agente crioprotetor (CAO et al., 2015). 

Contudo, a criopreservação lenta exige 

equipamentos com temperaturas de 

congelação controladas, ocasionando um 

maior custo (SILVESTRE et al., 2002).  

Por outro lado, a vitrificação 

consiste na incubação de fragmentos de 

pele em solução com alta concentração de 

crioprotetores com uma ultrarrápida 

diminuição de temperatura e um 

aquecimento rápido para que não ocorra a 

formação de cristais de gelo nas mudanças 

de temperaturas (YAMAKI et al., 2002). 

Em geral, o uso da vitrificação tem sido 

proposto como técnica para 

criopreservação da pele, sendo 

caracterizada como uma ferramenta de 

baixo custo e sem interferência na 

eficiência final (SAEED, 2000; VON 

BOMMHARD et al., 2016). 

Adicionalmente, Caputcu et al. (2013) 

observaram que a pele auricular bovina e 

ovina resfriada por até 216 h post-mortem, 

ainda podem manter a viabilidade celular 

após a vitrificação.  

Além disso, a vitrificação pode ser 

de diferentes tipos de acordo com algumas 

variações durante os procedimentos 

(PEREIRA et al., 2019). Dentre estes tipos 

podem ser citados a vitrificação direta em 
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criotubos que consiste na exposição ao 

crioprotetor durante 15 seg em temperatura 

ambiente e o armazenamento direto dos 

criotubos em nitrogênio líquido (BORGES 

et al., 2017b); e a vitrificação em superfície 

sólida, na qual o fragmento é exposto aos 

crioprotetores durante 5 min, em seguida 

retirado o excesso dos crioprotetores e as 

amostras colocadas sobre uma superfície 

cúbica de metal parcialmente colocada em 

nitrogênio líquido e, finalmente, 

transferido para criotubos e armazenados 

em nitrogênio líquido (BORGES et al., 

2018a). O uso de ambos os tipos de 

vitrificação já foram observados com 

sucesso na criopreservação da pele de P. 

tajacu (BORGES et al. 2018b). 

3. Eficiência da vitrificação da pele 

Além dos fatores relacionados à 

escolha do crioprotetor e o tipo de técnica, 

outras características podem interferir na 

eficiência da criopreservação tecidual, 

como o tamanho do fragmento, o qual 

pode ser determinante para o sucesso da 

técnica, uma vez que este interage 

diretamente com a capacidade de troca de 

calor, influenciando assim na velocidade 

de resfriamento. Em fragmentos com 

maiores dimensões são necessárias maiores 

concentrações de crioprotetores 

(ABAZARI et al., 2013), uma vez que a 

perfusão do crioprotetor no fragmento 

ocorre de acordo com o tamanho da 

amostra, refletindo em um maior tamanho 

do tecido uma maior quantidade de 

crioprotetores (FAHY et al., 2013). 

Portanto, quanto maior o tamanho do 

fragmento maior será a facilidade de 

formação de cristais de gelo, tanto no 

resfriamento quanto durante o 

aquecimento, já que as periferias do 

fragmento irão responder mais 

rapidamente a modificação da temperatura 

enquanto que o núcleo do fragmento irá 

permanecer vitrificado, o que provoca 

maiores chances de danos (WUSTEMAN 

et al., 2004). 

Outro limitante do sucesso da 

vitrificação é formação dos cristais de gelo 

intracelulares que ao estarem conectados a 

pele começam a formar danos na 

arquitetura desta pela pressão exercida 

(FAHY et al., 2009; 2013). Desde 2005, 

foi demonstrado que a formação de gelo 

intracelular difere entre a conservação de 

células e tecidos, tanto em termos 

quantitativos como qualitativos (IRIMIA 

& KARLSSON, 2005). Assim, a melhor 

forma de evitar a formação de cristais de 

gelo está relacionada a altas concentrações 

de crioprotetores com um resfriamento 

ultrarápido (vitrificação); contudo, a 

cristalização pode ser apresentada durante 

o aquecimento (KIRICHEK et al., 2015). 

Farooque et al. (2009) verificaram uma 

visível formação de gelo durante a 

refrigeração em taxas < -10°C/min em 

tecido cartilaginoso.  
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Em síntese, diante dos fatores que 

influenciam a eficiência da 

criopreservação, é importante destacar que 

existem danos causados pelos 

crioprotetores e pela taxa de resfriamento 

em si (FAHY, 2010) e a toxicidade dos 

crioprotetores é ainda o principal limitante 

da criopreservação (ABAZARI et al., 

2013). Assim, quando agentes químicos 

tem baixa taxa de toxicidade deve-se 

verificar se este possui a capacidade de 

penetrar na membrana celular e alcançar 

todas as células que se pretende 

criopreservar (FAHY, 2010). Nesse 

contexto, para avaliar experimentalmente a 

toxicidade dos crioprotetores, Davidson et 

al. (2015) avaliaram a resposta do glicerol 

dependente da temperatura de exposição, 

observando que para fragmentos aderentes, 

o uso de 17,0 M de glicerol promoveu uma 

eficiência de 81% em termos de 

viabilidade.  

4. Avaliação da eficiência da 

criopreservação da pele 

Apesar dos danos não serem muito 

difundidos pela pele, alguns artefatos da 

criopreservação podem ser observados por 

técnicas histológicas (COMIZZOLI et al., 

2012). Assim, os danos podem ser 

visualizados na forma de perfuração na 

pele que podem ter sido causados pelos 

cristais de gelo, como também por 

reticulações do núcleo de algumas células 

durante o processo (BULLEN et al., 2014). 

Em geral, a avaliação histológica 

proporciona um requisito básico para o 

conhecimento das estruturas que foram 

afetadas ou mantidas normais durante a 

criopreservação, possibilitando a 

visualização da pele como um todo, como 

na análise dos seus constituintes, epiderme 

e derme (BORGES et al., 2017a).  

Alguns parâmetros são 

estabelecidos, como o aumento da 

permeabilidade da pele durante a 

criopreservação que conduz à formação de 

edemas e vacúolos em células epiteliais 

(DA-CROCE et al., 2013). Por outro lado, 

no início da apoptose, os núcleos são 

separados do citoplasma que resulta em 

halos perinucleares, o que pode ser uma 

forma de caracterizar a redução da 

viabilidade da pele (BOEKEMA et al., 

2015). Outras técnicas mais específicas, 

como proteínas argirófilas relacionadas às 

regiões organizadoras de nucléolo, 

permitem o reconhecimento da atividade 

proliferativa celular (QUEIROZ-NETA et 

al., 2018). Além disso, com a evolução das 

técnicas de microscopia eletrônica de 

transmissão é possível observar imagens 

ultraestruturais da amostra com possíveis 

modificações após a criopreservação 

(BUELLEN et al., 2014). Já a microscopia 

eletrônica de varredura tem permitido a 

análise de alterações moleculares 

provocadas pela criopreservação (JOMHA 

et al., 2004). Por essa técnica é possível 
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verificar alterações na matriz de colágeno e 

na rede de proteoglicanos, visualizando um 

alargamento dos poros e ruptura de cadeias 

proteicas (LAOUAR et al., 2007).  

Outras ferramentas interessantes 

consistem na análise da pele durante o 

cultivo in vitro pelo desprendimento das 

células somáticas e avaliação da qualidade 

dessas células (PEREIRA et al., 2013). 

Assim, o isolamento das células 

proliferativas a partir da pele 

criopreservada e o cultivo são análises 

essenciais para o estabelecimento de 

criobancos, principalmente para fins de 

clonagem (PEREIRA et al., 2014). Em 

geral, fibroblastos são aceitos como o tipo 

de célula doadora adequada para a 

clonagem (PEREIRA & FREITAS, 2009). 

Neste contexto, a avaliação morfológica 

realizada através de microscopia de luz é o 

parâmetro mais importante para análise 

qualitativa da pele (BORGES et al., 2017; 

MEHRABANI et al., 2014). Além disso, 

outras análises quanto à qualidade, 

viabilidade, atividade proliferativa, 

funcional das células são empregadas 

(BORGES et al., 2017; MEHRABANI et 

al., 2014). 

5. Uso em outras biotecnologias 

O armazenamento por meio da 

criopreservação de material genético, tanto 

de espécies extintas ou ameaçadas, 

simboliza uma reserva genética para 

situações de perca ou diminuição de uma 

determinada população, garantindo a 

conservação da biodiversidade pela 

aplicação em biotécnicas reprodutivas. 

Nesse contexto, diferentes espécies já 

tiveram sua pele criopreservada, como 

Ursus arctos (CAAMAÑO et al., 2008), P. 

tajacu (BORGES et al., 2015a), Panthera 

uncia (VERMA et al., 2012), Capra 

pyrenaica pyrenaica (FOLCH et al., 2009) 

e Dasyprocta leporina (COSTA et al., 

2015), visando sua possível utilização na 

TNCS.  

Além disso, já foram demonstrados 

que vários tipos celulares derivados da pele 

podem ser usados como células doadoras 

de núcleo na TNCS, como o tecido 

cartilaginoso (CAPUTCU et al., 2013), 

tecido epitelial auricular (PEREIRA et al., 

2015), podendo resultar no nascimento de 

crias viáveis. Deste modo, os bancos de 

pele podem ser empregados como bancos 

para as células doadoras para TNCS, tendo 

a capacidade de ressurgir espécies 

ameaçadas (LI et al., 2009). Finalmente, 

esses criobancos não somente possuem a 

capacidade de conservar o material 

genético, mas de promover um recurso 

para pesquisas biológicas.  

Conclusões 

A criopreservação da pele pode ser 

considerada como uma fonte relevante na 

formação de criobancos de recursos 

biológicos, possuindo vantagens da 

facilidade de obtenção e de suas diversas 
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aplicações na recuperação de recursos 

genéticos, elucidações da diferenciação 

celular e sua capacidade de aplicação em 

clonagem. Contudo, ainda são necessários 

maiores esclarecimentos sobre todos os 

processos que a criopreservação engloba, 

bem como os mecanismos desencadeados 

devido à exposição a baixas temperaturas, 

além de serem necessários mais estudos 

objetivando compreender a ação dos 

crioprotetores, sendo um dos principais 

fatores que afetam a eficiência da 

criopreservação.  
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Tabela 1. Conservação de material genético usando diferentes técnicas de criopreservação da pele em mamíferos. 1 

     DMSO: dimetilsulfóxido. EG: etilenoglicol.   2 

 3 

Espécie Técnica  Tecido/Região  Crioprotetores Referência 

S. scrofa domesticus Congelação rápida Cartilaginoso/Articular 1, 3, 5, 6 ou 7 M DMSO  Jomha et al. (2004) 

S. scrofa domesticus Congelação lenta Epitelial/Auricular 1,41 M DMSO  Ge et al. (2010) 

S. scrofa domesticus Vitrificação Epitelial/Auricular 3,58 M EG e 2,82 M DMSO  Silvestre et al. (2002) 

O. aries Congelação lenta Cartilaginoso/Articular 10 ou 15 M DMSO  Wang et al. (2007) 

O. aries Vitrificação Epitelial/Auricular 3,58 M EG e 2,82 M DMSO  Silvestre et al. (2004) 

Bos taurus Congelação lenta Epitelial/Auricular 1,41 M DMSO  Cetinkaya; Arat (2011) 

P. tajacu Vitrificação Epitelial/Auricular 3 M DMSO, 3 M EG e 0,25 M 

sacarose  

Borges et al. (2017b) 

U. arctos Congelação lenta Epitelial/Auricular 1,41 M DMSO  Caamaño et al. (2008) 


