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RESUMO

Entre os canideos, ha muitas espécies ameacadas de extin¢gdo, sendo sugestiva a formacéo de
bancos de germoplasma para auxiliar na conservacgdo de seu valioso material genético. Neste
sentido, 0o cdo doméstico tem servido como um importante modelo experimental para o
aperfeicoamento de biotecnologias reprodutivas. Em casos de animais pré-puberes ou
naqueles que morreram subitamente, uma das principais opc¢les disponiveis para a
preservacdo do material genético masculino é a criopreservacdo do tecido gonadal. Dessa
forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos de diferentes métodos de
vitrificacdo sobre a conservacdo do tecido testicular de cédes pré-puberes. Foram utilizados
cinco caes machos com idade entre 3 e 6 meses, dos quais foram coletadas cirurgicamente as
gbnadas. Os testiculos foram fragmentados, separando-se um fragmento para controle a
fresco. Os demais fragmentos foram criopreservados por diferentes métodos de vitrificag&o:
em superficie solida (VSS), imersdo em agulhas (VIA), em criotubos e com Ovarian Tissue
Cryosystem (OTC). As amostras a fresco ou vitrificadas foram processadas e coradas em
Hematoxilina-Eosina para analise morfoldgica dos tubulos seminiferos. Para analise da
viabilidade, as células do tecido testicular foram marcadas com as sondas fluorescentes iodeto
de propidio e Hoechst, e analisadas em microscopia de epifluorescéncia. Para a avaliacdo do
potencial proliferativo, os fragmentos foram fixados em paraformaldeido e corados em uma
solucdo de nitrato de prata, sendo contadas as regides organizadoras de nucléolos (RONS).
Apos reaquecimento, verificou-se que todos os métodos de vitrificagdo foram eficientes na
preservacdo da integridade da membrana basal. No tocante a distincdo celular, houve uma
reducdo significativa no grupo vitrificado, quando comparado ao fresco. No entanto, as
amostras submetidas a vitrificacgdo em criotubos apresentaram resultados superiores de
distingdo celular (2,10 = 0,04) e visualizacdo nuclear (2,11 + 0,04) quando comparados aos
métodos de VSS (1,77 £ 0,04 e 1,76 + 0,05) e VIA (1,75 £ 0,04 e 1,90 % 0,03), diferindo da
vitrificacdo em OTC apenas na distincdo celular (1,99 + 0,05). Em relagdo a viabilidade, todas
as amostras submetidas ao procedimento de vitrificacdo sofreram uma reducao da viabilidade,
qguando comparadas ao grupo fresco (83 + 3,27%). As amostras criopreservadas por VSS
(51,8 + 3,80%), VIA (52,3 + 4,13%) e vitrificacdo em criotubos (41,8 + 5,42%) apresentaram
viabilidade superior as vitrificadas em OTC (35,5 + 7,47%). A quantificacdo de RONs das
espermatogdnias mostrou que 0s grupos submetidos a VSS (3,79 £ 0,04), criotubos (3,78 *
0,04) e OTC (3,87 + 0,04) foram semelhantes ao grupo fresco (3,77 + 0,03), enquanto na VIA
(3,97 = 0,05) o nuamero foi superior (P < 0.05). Em relacdo as células de Sertoli, a
quantificacdo das RONSs nos grupos vitrificados em criotubos (3,51 + 0,05) e em OTC (3,41 =
0,04) foi semelhante ao grupo fresco (3,45 = 0,03); no entanto, houve um aumento
significativo do nimero de RONs das amostras submetidas a VSS (3,62 + 0,04) e VIA (3,88 +
0,05). Dessa forma, sugere-se 0 uso da vitrificacdo em criotubos para a preservacdo da
morfologia, viabilidade e potencial proliferativo celular no tecido testicular de cdes pré-
pUberes. Além disso, o0 OTC também pode ser utilizado, possibilitando a manutencéo das
caracteristicas morfologicas e capacidade de multiplicacdo das células germinativas.

Palavras-chave: biotecnologia; canideos; criopreservacao; histomorfologia.



ABSTRACT

Among the canids, there are many species threatened with extinction, being suggestive the
formation of germplasm banks to help in the conservation of their valuable genetic material.
In this sense, the domestic dog has served as an important experimental model for the
improvement of reproductive biotechnologies. In cases of prepubescent animals or those that
died suddenly, one of the main options available for the preservation of male genetic material
is the cryopreservation of gonadal tissue. Thus, the aim of the present study was to evaluate
the effects of different vitrification methods on the conservation of testicular tissue in
prepubertal dogs. Five male dogs aged between 3 and 6 months were used, from which the
gonads were surgically collected. The testes were fragmented, separating a fragment for fresh
control. The remaining fragments were cryopreserved by different vitrification methods: on
solid surface (VSS), immersion in needles (VIA), in cryotubes and with Ovarian Tissue
Cryosystem (OTC). Fresh or vitrified samples were processed and stained in Hematoxylin-
Eosin for morphological analysis of the seminiferous tubules. For viability analysis, testicular
tissue cells were labeled with the fluorescent probes propidium iodide and Hoechst and
analyzed by epifluorescence microscopy. To assess the proliferative potential, the fragments
were fixed in paraformaldehyde and stained in a silver nitrate solution, and the nucleolar
organizer regions (NORs) were counted. After rewarming, it was found that all vitrification
methods were efficient in preserving the integrity of the basement membrane. Regarding cell
distinction, there was a significant reduction in the vitrified group when compared to the fresh
one. However, samples submitted to vitrification in cryotubes showed superior results for cell
distinction (2.10 £ 0.04) and nuclear visualization (2.11 + 0.04) when compared to VSS
methods (1.77 + 0.04). 04 and 1.76 + 0.05) and VIA (1.75 £ 0.04 and 1.90 + 0.03), differing
from OTC vitrification only in cellular distinction (1.99 + 0.05). Regarding viability, all
samples submitted to the vitrification procedure suffered a reduction in viability when
compared to the fresh group (83 = 3.27%). The samples cryopreserved by VSS (51.8 *
3.80%), VIA (52.3 + 4.13%) and vitrified in cryotubes (41.8 + 5.42%) showed higher
viability than those vitrified in OTC (35 .5 + 7.47%). The quantification of NORs of
spermatogonia showed that the groups submitted to VSS (3.79 £ 0.04), cryotubes (3.78 +
0.04) and OTC (3.87 + 0.04) were similar to the fresh group (3.77 £ 0.03), while in VIA (3.97
+ 0.05) the number was higher (P < 0.05). Regarding Sertoli cells, the quantification of NORs
in the vitrified groups in cryovials (3.51 £ 0.05) and in OTC (3.41 £ 0.04) was similar to the
fresh group (3.45 + 0.03); however, there was a significant increase in the number of NORs of
samples submitted to VSS (3.62 + 0.04) and VIA (3.88 £ 0.05). Thus, we suggest the use of
vitrification in cryotubes for the preservation of morphology, viability and cell proliferative
potential in the testicular tissue of prepubertal dogs. In addition, OTC can also be used,
allowing the maintenance of morphological characteristics and the ability to multiply germ
cells.

Keywords: biotechnology; canids; cryopreservation; histomorphology.
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1. INTRODUCAO

Os cdes sdo partes importantes na sociedade, gracas aos seus sentidos agucados e
aptiddes raciais, auxiliam o ser humano em diversas atividades e, por vezes, sdo considerados
membros das familias humanas (Lopes et al., 2012). O mercado de cdes estd em constante
ascensdo. De acordo com o IBGE e o Instituto Pet (2020), houve aumento de 30% no nimero

de pets em lares brasileiros durante o isolamento social. Dentre esses animais, 75% s&o caes.

Com a domesticacdo dos cdes, 0 homem passou a intervir na sua reproducao,
selecionando individuos com caracteristicas desejaveis e, por meio dessa selecdo e
cruzamentos sucessivos, deu origem a diversas racas (Mesadri, 2017). As exposicOes de cdes
visam avaliar os exemplares de cada raca, dentro dos critérios do padrdo estabelecido. Diante
disso, os animais que se destacam dentro do padrdo racial possuem alto valor genético e

econdmico.

Varias biotecnologias reprodutivas, como a inseminacéo artificial, fertilizacdo in vitro
e injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides vém sendo aplicadas na reproducdo canina.
(Oliveira et al., 2003). No entanto, em animais pré-puberes que venham a morrer subitamente,
ou tenham que ser submetidos a tratamentos gonadotdéxicos, ndo é possivel a obtencdo de
espermatozoides, sendo a criopreservacao de tecido gonadal Unica forma de preservar a sua
fertilidade (Pukazhenthi et al., 2015).

O tecido testicular pré-pubere contém espermatogébnias, células primarias que darao
origem aos espermatozoides por meio do processo de espermatogénese com o inicio da
puberdade. Esse tecido pode ser criopreservado e cultivado, no intuito de se estimular a
espermatogénese para a obtencdo de espermatozoides. A criopreservacdo permite o
restabelecimento da funcdo reprodutiva e enddcrina ap6s o aquecimento do tecido (Gosden,
2002), e possibilita salvaguardar o material genético proveniente de animais em qualquer
estagio reprodutivo, ou que tenham morrido subitamente, tornando-se uma importante

ferramenta para a conservacao de espécies de alto valor genético (Thuwanut et al., 2013).

A conservacdo do tecido testicular pode ser realizada por diversos métodos de
criopreservagao, como por exemplo a vitrificagdo. No entanto, xistem poucos estudos acerca

da aplicacdo dessa técnica no tecido testicular canino, sendo que o primeiro trabalho data de
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2016 (Carvalho). Dentre os métodos de vitrificagdo ja descritos para a criopreservacdo de
tecido testicular canino tanto de adulto (Carvalho, 2016), quanto de individuo pré-pubere
(Teixeira et al., 2021), destaca-se a vitrificacdo em superficie solida (VSS). Neste método, os
fragmentos do tecido sdo expostos a uma solucdo de vitrificacdo (SV) com crioprotetores,
colocados sob uma superficie metalica em contato com o nitrogénio liquido, onde sdo
imediatamente vitrificados, em seguida sdo acondicionados em criotubos e armazenados em

botijoes com nitrogénio liquido (Teixeira et al., 2021).

A vitrificacdo por imersdo em agulhas (VIA) é um método recente para a conservagao
de tecido testicular, mas que ja foi testado em cées domésticos (Picazo et al., 2022) e
selvagens, como o lobo cinzento (Andrae et al., 2021). Os fragmentos do tecido sdo
transpassados por uma agulha, que é, entdo, imersa em uma SV e, em seguida, colocada no
nitrogénio liquido. As agulhas contendo os fragmentos vitrificados sdo armazenadas em

criotubos (Picazo et al., 2022).

Dentre os métodos ainda ndo testados para o cdo, pode-se citar a vitrificacdo em
criotubos, na qual, apds os fragmentos serem retirados da SV, sdo enxutos e colocados em
criotubos, que serdo fechados e armazenados em nitrogénio liquido (Lima et. al., 2018a). Essa
técnica se mostrou eficaz na criopreservacao de tecido testicular de gatos pré puberes,
mantendo as caracteristicas histomorfolégicas, bem como a viabilidade e o potencial

proliferativo das células germinativas (Lima et. al., 2018a).

Outra alternativa seria 0 uso do Ovarian Tissue Cryosystem (OTC), um dispositivo
fechado, feito por aco inoxidavel, que pode suportar temperaturas mais baixas que -196°C,
como a do nitrogénio liquido. Também ¢é resistente a temperaturas superiores a 200 °C, o que
permite a sua esterilizacdo e reutilizacdo. E bastante utilizado na vitrificacio de tecido
ovariano, tendo sido eficiente na preservacdo da densidade folicular e morfologia dos
foliculos pré-antrais de cadelas (Branddo et al., 2021). Seu uso na criopreservacao de tecido

testicular canino ainda nao foi testado.

Neste sentido, a vitrificagdo do tecido testicular se apresenta como uma boa alternativa
para o estabelecimento de protocolos de conservacdo do germoplasma de canideos
ameacados. No intuito de se aprimorar 0s protocolos para a conservagao do tecido testicular
em caes, justifica-se a tentativa de comparar diferentes métodos de vitrificacdo, a fim de se

determinar a metodologia mais eficiente para os individuos pré-puberes desta espécie.

15



2. A IMPORTANCIA DO CAES

Os cées e os lobos apresentam uma grande semelhanca morfoldgica e fisioldgica. Em
virtude disso, sdo considerados parentes (Lopes et al., 2012). Ap6s a mapeacdo do DNA das
duas espécies, notou-se que ha apenas 0,2% de diferenciacdo entre eles. (Leonard et al.,
2002), sendo motivo para a reclassificagdo taxondmica em 1997, proposta pelo Smithsonian
Institute e pela American Society of Mammalogists, alterando a 0 nome cientifico do céo de
Canis familiaris para Canis lupus familiaris, ou seja, o cdo doméstico é classificado como
sub-espécie dos lobos cinzentos (Wilson & Reeder, 2005). Esta proximidade bioldgica reforca
a teoria de que os cdes domeésticos sejam descendentes dos lobos, e que isso se deu através da
acdo do homem, a partir da selecdo, treinamento e domesticacdo dos lobos, que apds

sequéncias de acasalamentos, geraram os cdes (Serpel, 1995).

A partir da insercdo do cdo no convivio humano, este animal passou a ser treinado
para aproveitar suas aptiddes na execucdo de atividades que pudessem auxiliar o homem. Em
virtude disso, ha uma grande variedade de racgas, que foram melhoradas ao longo dos anos
para exercer sua funcdo dentro da sociedade humana. Cada uma delas foi obtida por meio do
controle e manipulacéo genética por selecdo de individuos e cruzamentos programados para
obter destaque em caracteristicas que se desejava enaltecer (Wilsson & Sundgren, 1997).
Apesar da domesticacdo e da realizacdo de cruzamentos seletivos os cées mantiveram
habilidades sensoriais, como o olfato e audi¢do agucados. O comportamento do animal é uma
caracteristica herdada, que se reflete em habilidades, de acordo com a funcédo de cada raca. Os
cdes foram condicionados a auxiliar o homem, exercendo funcGes de caca, pastoreio de

rebanhos e protecdo de territdrios (Luz e Silva, 2019).

J& se tem conhecimento que a relacdo homem-animal, principalmente com os caes, é
benéfica para a salde fisica e mental do ser humano e do cdo. A presenca do animal em casa
proporciona relaxamento, atuando como uma forma de zooterapia, que tem sido de grande
importancia para a recuperacdo de pacientes com limitagcdes fisicas, bem como auxilia na

terapia com criancas atipicas (Kitagawa & Coutinho, 2004).

O mercado de cdes esta em constante ascensdo, com isso a criacdo de cdes ganhou
importancia econdmica e uma atencdo especial para a saude desses animais, bem como a

genética e os padrdes raciais, que sdo avaliados nas exposi¢Oes (Mesadri, 2017). As
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exposicdes de cdes de raca servem como estimulo desse mercado na medida em que séo
eventos competitivos e que visam avaliar os exemplares de cada raca, dentro dos critérios do
padrdo estabelecido. Ocorrem em diferentes lugares do mundo, no Brasil sdo organizadas por
associacOes filiadas a Confederacdo Brasileira de Cinofilia (CBKC), filiada a Federagédo
Cinolégica Internacional (FCI), considerada a maior organizacao cinéfila do mundo (Luz e
Silva, 2019).

Com a valorizacdo desse mercado, a reproducdo de cdes ganhou destaque. O estudo da
fisiologia reprodutiva, bem como a aplicacdo de biotecnologias como a criopreservacao de
sémen e a inseminacédo artificial contribuem para o melhoramento genético das ragas. No
entanto, em animais pré puberes ndo € possivel a obtencdo de espermatozoides e ndo ha
estudos que viabilizem a utilizacdo do tecido testicular canino para a preservacdo da

fertilidade desses individuos.

3. MORFOFIOSIOLOGIA REPRODUTIVA DO CAO
3.1 Estrutura Testicular

Os testiculos sdo 6rgdos duplos, elipsoides, divididos pelo septo mediano, localizados
no escroto, exercem fungdes de gametogénese e produgdo de horménios masculinos (Sanches
et al., 2017). Estdo situados no abdémen durante a fase embrionaria € migram para o escroto
entre o oitavo e décimo dia apds nascimento (Domingos e Salomdo, 2011). Apos esse periodo

localizam-se entre a regido inguinal e o anus (Popesko, 1997).

Nos mamiferos os testiculos sdo localizados fora da cavidade abdominal, em uma
prega cutanea denominada escroto. Essa localizagdo testicular é importante na maioria das
espécies de devido a necessidade de uma temperatura inferior a temperatura abdominal para a
manutencdo das funces testiculares (Jungueira e Carneiro, 2013).

Os testiculos estdo envoltos por algumas camadas de tecidos, a primeira delas,
denominada de escroto, é constituida por tecido cutaneo dividido em dois compartimentos de
musculatura lisa, que auxilia na termorregulacdo testicular (Budras et al., 1994). A regulacéo
da temperatura se da pela acdo do plexo pampiniforme, do escroto, da tunica dartos e do
musculo cremaster (Wanke e Gobello, 2006). A segunda camada de tecido € a tunica dartos,

que € uma camada muscular aderida a pele do escroto, responsavel por ajudar regular a
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temperatura dos testiculos por expansdo ou contracdo da pele do escroto (Budras et al., 1994).
As proximas duas camadas sdo chamadas de tUnicas vaginais, essas duas camadas sdo
separadas pela cavidade visceral. A primeira € tdnica parietal e a segunda € a tunica visceral
(Domingos e Salomédo, 2011). Por fim, o revestimento dos testiculos se da por uma firme
capsula de fibras colagenas chamada de tunica albuginea, que esta intimamente ligada ao
parénquima testicular (Carvalho, 2016).

No paréngquima tem-se 0 mediastino testicular, que é bem desenvolvido e emite septos
de tecido conjuntivo que dividem o testiculo em I6bulos (Gongalves, 2015). Nestes I6bulos
estdo os tdbulos seminiferos, nos quais 0s espermatozoides sdo produzidos através da
espermatogénese (Stanbenfeld e Edqvist, 1996). Os tubulos sdo compostos por células
germinativas ou espermatogénicas (espermatogbnia, espermatocitos e espermatides)

entremeadas pelas células de Sertoli (Dadoune e Demoulin, 1993).

O espaco entre os tubulos seminiferos contém tecido conjuntivo frouxo com vasos
sanguineos e linfaticos, (Dadoune e Demoulin, 1993). O tipo celular mais presente no
intersticio é a célula de Leydig, que estd envolvida na secrecdo de andrégenos, como a

testosterona, assim como outros esteroides, incluindo o estrégeno (O’donnel et al, 2001).

No tecido testicular de animais pré puberes, uma vez que a espermatogénese ainda nao
é ativa, ha apenas trés tipos celulares: espermatogonias, células de Sertoli e de Leydig. O
epitélio germinativo é pouco desenvolvido e ha pouco ou nenhum limen no interior dos

tubulos seminiferos (Teixeira et al., 2021).

De cada I6bulo saem ductos que se unem no mediastino testicular formando a rete
testis, que sai do testiculo como ductos eferentes e depois se juntam formando o ducto

epididimario que, apos sair do epididimo, se torna o ducto deferente (Budras et al., 1994).

Ap0s a descida dos testiculos da cavidade abdominal para o escroto, fica evidente o
cordédo espermatico, que é composto pela veia testicular, artéria testicular, masculo cremaster,

ducto deferente e nervos (Brito, 2000).

O epididimo é uma estrutura extra testicular, responsavel por fornecer o ambiente
necessario para maturacdo dos espermatozoides que, embora sejam produzidos nos testiculos

ndo estdo completamente formados e viaveis para que ocorra a fecundacdo (Nascimento e
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Santos, 1997). Os epididimos ligam os testiculos aos ductos deferentes e sdo formados por:
cabeca, corpo e cauda.

3.2 Descenso Testicular

Na maioria dos mamiferos, incluindo o céo, os testiculos estdo localizados
inicialmente no pélo caudal dos rins. Durante a primeira fase do processo de migracdo do
testiculo para o interior do escroto, denominado descenso testicular, ha a retracdo do
gubernaculo no canal inguinal em direcdo ao escroto, e simultaneamente os testiculos sdo
conduzidos para esse canal. Na segunda fase, os testiculos passam pelo canal inguinal e
descem para a posicao escrotal (Baumans et al., 1985).

Durante a fase embrionaria os testiculos dos cées se localizam na cavidade abdominal,
proximo aos rins, e passam a se fixar na bolsa escrotal entre 10 e 40 dias ap6s 0 nascimento.
Esse processo de migracao se d& por meio da tragdo do gubernaculo, que puxa o testiculo para
a bolsa conforme o crescimento do animal e é guiado por horménios (andrégenos fetais). O
gubernaculo regride e o cordao espermatico se alonga, permitindo, assim, que os testiculos

passem pelo anel inguinal e migrem até o escroto, onde permanecem (Schiabel, 2018).

Na fase de descida inguinal, a producdo hormonal de andrégenos gonadais pelo eixo
hipotdlamo-hipofisario parece ser o fator determinante. O processo de descida testicular
comeca cinco dias apds o nascimento e deve completar-se até os seis meses de idade, quando,
na maioria dos cdes, o anel inguinal se fecha. Entretanto os testiculos podem ser palpéveis no
interior do escroto ja aos 10 a 42 dias de idade (Nascimento et al., 2011).

3.3 Espermatogénese

A espermatogénese € um processo no qual as células germinativas entram em diviséo,
diferenciacéo, e meiose para dar origem a espermatides haploides (O’donnel et al, 2001). Esse
processo € desencadeado nos tabulos seminiferos a partir do inicio da puberdade do macho
(Gonsalves & Figueiredo, 2008). Segundo Allen (1992), a espermatogénese inicia-se aos 6
meses de idade na espéecie canina, embora ejaculados contendo espermatozoides s6 sejam

verificados a partir dos 10 — 12 meses de idade.
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Durante a espermatogénese, ocorrem divisdes mitoticas das espermatogonias tipo A,
dando origem a outras espermatogonias, que ainda ndo estdo envolvidas no processo de
producdo dos espermatozoides, mas que sdo importantes para manter uma populacdo de
células tronco, as quais serdo responsaveis pela producdo continua de espermatozoides
durante a vida adulta do animal. Posteriormente, as espermatogbnias tipo A tornam-se
espermatogonias tipo B, que se dividem por mitose para produzir espermatdcitos primarios.
Os espermatdcitos primarios atuam como um conjunto de células que se dividem por meiose

e, por fim, produzem os espermatozoides (Cunningham, 2011).

A maturacdo espermatica € o processo pelo qual o espermatozoide sofre diversas
modificacdes funcionais, tais como o desenvolvimento potencial da motilidade progressiva,
mudanca nos padrGes metabdlicos e estruturais das organelas do flagelo, modificacbes na
cromatina nuclear e membrana plasméatica, movimentacdo e perda da gota protoplasmatica
(Hafez, 2004). Na espécie canina, a espermatogénese apresenta duracdo aproximada de 62
dias, enquanto a maturacao espermatica perdura por 12 dias nos mamiferos em geral (Gloria
et al.,, 2020), totalizando aproximadamente 74 dias para a completa formacdo de
espermatozoides potencialmente aptos a fecundacao.

4. CRIOPRESERVACAO DE TECIDO TESTICULAR

A criopreservacdo de tecido testicular tem sido utilizada como uma alternativa para
preservacao da fertilidade, principalmente em animais pré-puberes (Goossens et al., 2008),
permitindo a viabilidade do material genético desses animais por tempo indeterminado. A
conservacao desse tecido em nitrogénio liquido possibilita que posteriormente esse material

possa ser utilizado em programas de reproducao artificial (Poels et al., 2012).

Os dois métodos mais utilizados na criopreservacdo de tecido testicular sédo a
congelacao lenta e a vitrificacdo (Abrishami et al., 2010; Curaba et al., 2011). A congelagéo
lenta tem sido mais utilizada que a vitrificagdo, embora, ambos os métodos ja tenham sido
testados em diferentes espécies mamiferas (Wyns et al., 2013). Além disso, uma outra
alternativa para este propoésito seria tambeém a congelacédo rapida do tecido testicular (Gouk et
al., 2011; Buarpung et al., 2013).
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A técnica de congelacdo lenta se baseia na reducéo gradual de temperatura, bem como
a utilizacdo de baixas concentragdes de Agentes Crioprotetores (ACPs), diminuindo os efeitos
de toxicidade dessas substancias nas células do tecido testicular. No entanto, a capacidade de
prevenir a formacdo de cristais de gelo nestas concentracdes é limitada (Massip et al., 1995;
Dobrinsky, 1996). Para a utilizacdo deste método, é necessario 0 uso de um equipamento com
temperatura ajustavel (Travers et al., 2011), ou container especifico, como o Mrfroster®,
dentro de um freezer -80°C (Pukazhenthi et al., 2015). A congelacao lenta é considerada uma
técnica demorada, podendo levar mais de 24h (Pothana et al., 2015). Para a criopreservacao
de tecido testicular por congelacdo lenta, os fragmentos séo incubados em um meio de
congelagdo, contendo os ACPs, em seguida sdo colocados no equipamento de congelacdo até
atingir a temperatura de -80°C, as amostras sdo entdo armazenadas em nitrogénio liquido até
0 posterior aquecimento (Schlatt et al., 2002). Este método permite que o tecido sofra menos
com os efeitos deletérios dos crioprotetores. No entanto, a possibilidade de formacdo de
cristais de gelo durante o processo de criopreservacao por congelacdo lenta é alta, o que pode
impedir o uso do tecido ap6s o aquecimento, devido a perda de viabilidade (Wyns et al.,
2013). Silva et al (2021), compararando o uso da congelacdo lenta vs vitrificacdo na
criopreservacdo de tecido testicular de catetos (Pecari tajacu), relataram que as amostras
criopreservadas por congelacédo lenta apresentaram maior incidéncia de retragdo da membrana
basal, 0 que pode estar relacionado ao maior estresse osmotico e a formacdo de cristais de

gelo nesse método.

Na congelacdo rapida, os fragmentos também sdo expostos a solucdo contendo os
ACPs, mas por um periodo superior a 30 minutos. Os fragmentos sdao mantidos em vapor de
nitrogénio a 4-5 c¢cm acima do liquido por cerca de 10 minutos, apds esse periodo sdo
acondicionados em criotubos e imersos em nitrogénio liquido (Thuwanut et al., 2013). Essa
técnica ja foi utilizada por Thuwanut et al (2013) na criopreservacao de tecido testicular de
gato da selva (Felis chaus), ledo (Panthera leo), pantera (Panthera pardus), cervo-de-timor
(Rusa timorenses), muntiaco-de-fea (Muntiacus feae) e serow de Sumatra (Capricornis
sumatraensis), comparando os métodos de congelacdo lenta e répida, onde as amostras
criopreservadas por congelacdo rapida apresentaram maior indice de apoptose celular. Evitar
a criopreservacdo antecipada € o maior desafio enfrentado na utilizacdo desta tecnica
(Buarpung et al., 2013).
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A vitrificacdo é uma técnica promissora, pois impede a formacdo de cristais de gelo
pelo uso de altas concentracbes de ACPs, alem de uma velocidade de resfriamento
ultrarrapida, o que pode minimizar os danos celulares a medida que proporciona viscosidade a
solucéo de vitrificagdo (Carvalho, 2011; Baert et al., 2013). Esta técnica tem como vantagens
0 baixo custo, facil execucdo e possibilidade de utilizacdo em campo, sendo uma alternativa
para a preservacdo do material genético de espécies que venham a morrer subitamente. A
vitrificacdo ja foi evidenciada como uma forma natural de crioprotecdo em algumas plantas
articas (Hirsh, 1987).

O uso de qualquer técnica de criopreservacdo apresenta o risco de causar danos
celulares, resultando na diminuigdo da viabilidade (Carvalho et al., 2011). Além disso, apesar
dos avancos na reproducdo artificial com essas técnicas, ainda falta a padronizacdo de
protocolos que sejam eficientes para a criopreservacdo testicular em diferentes espécies.
Portanto, estudos sS40 necessarios para permitir a aplicacdo pratica da criopreservacao
testicular na reproducdo artificial de animais domésticos e selvagens usando diferentes
métodos de criopreservacao para avaliar a criosensibilidade do tecido testicular e determinar

quais protocolos de criopreservacdo sao eficazes em diferentes espécies.

4.1 Métodos de vitrificacao

O uso da técnica de vitrificacdo foi descrito pela primeira vez na década de 40 por
Luyet e Gehenio na preservacao de sémen de sapo (Luyet e Gehenio, 1940). Desde aquela
época, varios pesquisadores vém relatando diferentes protocolos com a utilizagdo da

vitrificacdo de células e tecidos em inumeras espécies (Carvalho et al., 2011).

Diferentes técnicas de vitrificacdo ja foram testadas em tecidos, mas a maioria foi
realizada em tecido ovariano (Arav & Patrizio, 2019). O método mais utilizado na vitrificacdo
de tecido testicular ¢ a vitrificacdo em superficie sélida, no qual os fragmentos do tecido sdo
imersos numa solucdo de vitrificagdo, em seguida sdo retirados e colocados sobre uma
superficie metalica em contato com o nitrogénio liquido, sendo entdo imediatamente
vitrificados, as amostras sdo transferidas para criotubos e armazenadas em nitrogénio liquido
(Silva et al., 2019). Essa técnica ja foi testada na criopreservacgdo de tecido testicular de cées

adultos (Carvalho, 2016) e pré puberes (Teixeira et al., 2021), onde foram testadas diversas
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associac0es de crioprotetores (DMSO/EG, EG/GLI e DMSO/GLI) na preservagdo da
morfologia dos tubulos seminiferos, sendo a associagdo de DMSO/EG a que melhor
preservou a integridade testicular pos criopreservacao. Teixeira et al. (2021) também relatou
que o testiculo de cées pré-puberes é constituido de células ainda indiferenciadas, o que
promove um padrdo mais homogéneo quando comparado com a heterogeneidade da

arquitetura testicular de um animal pubere.

Lima et al. (2018b) descreveram um método de vitrificacdo de tecido testicular de
gatos domésticos por imersdo em agulhas, em que os fragmentos testiculares foram inseridos
em uma agulha de 30 G e imersos em uma solucdo de equilibrio contendo ACPs em baixas
concentracdes (2,8M) por 10 minutos em temperatura ambiente (~ 22 °C). Em seguida, 0s
fragmentos foram expostos a uma solucéo de vitrificagdo contendo uma concentragdo maior
de ACPs (5,6M) por 5 minutos em temperatura ambiente. Depois foram mergulhadas
diretamente em nitrogénio liquido e armazenados em criotubos por pelo menos uma semana.
Apesar de ser um método recente, a vitrificacdo por imersdo em agulhas ja foi testada na
criopreservacao de tecido testicular de cdes domésticos adultos (Picazo et al., 2022), onde a
andlise histoldgica revelou que esse tipo de vitrificacdo afetou a integridade estrutural dos
tubulos, com incidéncia de vacuolizacdo e necrose celular registradas em todos os tipos de
células germinativas. Em um estudo comparando a congelacdo lenta vs vitrificacdo por
imersdo em agulhas na criopreservacdo de tecido testicular de lobos (Andrae et al., 2021),
verificou-se que a vitrificagdo por imersdo em agulhas foi inferior na preservacdo da

morfologia dos tdbulos, apresentando um maior grau de descolamento da membrana basal.

No método de vitrificacdo em criotubos, os fragmentos de tecido sdo imersos em uma
solucdo de vitrificagdo contendo ACPs por alguns minutos, em seguida sdo retirados dessa
solucdo, enxutos e acondicionados em criotubos e depois armazenados em nitrogénio liquido
(Silva et al., 2021). Isso permite pouca manipulagdo mecanica do tecido e pode contribuir
para diminuir o dano tecidual durante o processo de vitrificacdo. No entanto, esta técnica foi
pouco relatada em estudos envolvendo a criopreservacdo de tecido testicular, sendo relatada
pela primeira vez apenas em 2018 durante a criopreservacao de tecido testicular de gatos pré
puberes (Lima et al., 2018a), onde obtiveram resultados satisfatorios com o uso dessa técnica
na preservagdo da morfologia dos tubulos seminiferos e viabilidade celular ap6s o
aquecimento. Ja foi feita a comparacdo da vitrificacdo em criotubos com a vitrificacdo em

superficie solida e congelagdo lenta na criopreservacdo de tecido testicular de catetos (Pecari
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tajacu), onde Silva et al. (2021) obtiveram resultados que evidenciam a vantagem da
vitrificagdo em criotubos sobre as demais técnicas, devido a sua facil execucdo e a

possibilidade do seu uso em campo.

Um método bastante utilizado na vitrificacdo de tecido ovariano € o uso do Ovarian
Tissue Cryosystem (OTC), um dispositivo fechado, feito por aco inoxidavel, que pode
suportar temperaturas mais baixas que -196°C, como a do nitrogénio liquido. Também ¢é
resistente a temperaturas superiores a 200 °C, o que permite a sua esterilizacao e reutilizacdo.
Com a utilizacdo desse dispositivo é possivel evitar a formag&o de cristais de gelo hexagonais
(Carvalho et al., 2013). Todos os métodos de vitrificacdo anteriormente citados utilizam
criotubos plasticos para o armazenamento das amostras, com 0 uso do OTC h& uma maior
condutividade da temperatura do nitrogénio liquido para o tecido, maximizando as taxas de
resfriamento. Como tentativa de aumentar essa taxa, técnicas como a vitrificacao de superficie
solida tém sido aplicadas na criopreservacdo de tecido testicular (Teixeira et al., 2021; Andrae
et al., 2021; Carvalho, 2016). No entanto, a utilizacdo de um sistema aberto expde as amostras
ao vapor de nitrogénio, podendo permitir a exposicao a patdgenos resistentes a temperaturas
criogénicas (Grout e Morris, 2009). Dessa forma, o OTC poderia ser uma alternativa
promissora para a criopreservacao de tecido testicular. Contudo, seu uso para esta finalidade
ainda ndo foi estabelecido, sendo necessarios estudos que evidenciem a aplicabilidade dessa

técnica no tecido gonadal masculino.

4.2 Fatores que interferem na criopreservacao do tecido testicular
4.2.1 Idade do Animal

O tecido testicular criopreservado pode ser utilizado em biotécnicas como o
xenotransplante, que consiste na transferéncia de tecido entre diferentes espécies de animais e
tem como objetivo promover nos receptores respostas que promovam a recuperacdo da
atividade gametogénica (Conera, 2014). A capacidade do tecido enxertado de formar
pequenos vasos tem sido relatada como essencial para a sobrevivéncia desse enxerto. A baixa
atividade espermatogénica do tecido testicular pré pubere tem sido evidenciada como um
fator que contribui para o sucesso da sobrevivéncia desse tecido no xenotransplante. O

crescimento dos tubulos seminiferos no periodo pré pubere é dependente da capacidade de
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divisdo das células de Sertoli e espermatogonias. Ja o tecido testicular adulto tem como
caracteristica um maior numero de células diferenciadas e perda da capacidade de divisdo das

células de Sertoli, dificultando sua utilizacdo na técnica de xenotransplante.

Ja em relacdo a criopreservacdo, Unni et al. (2012), durante a criopreservacao de
tecido testicular de ratos, relataram que o tecido de animais pré puberes sofreu duas vezes
mais crioinjurias que o de animais adultos. Segundo Carvalho (2016) as espermatogonias,
células de Sertoli e Leydig possuem citoplasma rico e, consequentemente, mais vulneravel ao
processo de vitrificagdo e aquecimento. Essas celulas sdo mais abundantes no tecido pré

pubere.
4.2.2 Crioprotetores

A preservacdo e armazenamento a longo prazo de amostras biologicas fora do
organismo Vivo é realizada por meio da criopreservacdo (Carvalho, 2016). O metabolismo
celular diminui drasticamente em condi¢des de baixas temperaturas, 0 que interrompe as
reacOes metabdlicas que mantém as atividades celulares (Khalifeh et al., 1997). Para melhorar
a sobrevivéncia celular durante a criopreservacdo e o aquecimento, € necessario evitar lesdes
criogénicas provocadas pela formacdo de cristais de gelo intracelular. A adicdo de agentes
crioprotetores (ACPs) e o controle das taxas de congelacédo e descongelagdo visam diminuir
0s danos durante a criopreservacédo (Nikiforov et al., 2018).

Existem duas classes de ACPs utilizados em protocolos de criopreservagdo em virtude
do seu peso molecular e mecanismo de acéo (Silva et al., 2019b). Os internos ou penetrantes,
como o glicerol (GLI: 92,10 g/mol), etilenoglicol (EG: 62,07 g/mol), Dimetilsulféxido
(DMSO 78g/mol), e propanodiol (76,9 g/mol). E 0s externos ou ndo penetrantes, como 0S
acucares (sacarose, trealose, dextrano, lactose e d-manitol) e compostos de alto peso
molecular (polietileno glicol e hidroxietil amido) (Lee et al., 2014). Estudos evidenciaram que
as lipoproteinas de baixa densidade sdo as responsaveis pela resisténcia contra o choque

térmico, promovendo resultados positivos sobre a qualidade espermatica (Silva et al., 2000).

Nos métodos de de vitrificagdo sdo utilizadas altas concentracGes de ACPs para obter
uma criopreservacdo bem-sucedida. No entanto, as células sdo muito sensiveis a toxicidade
dos ACPs. Sabe-se que a associacdo de crioprotetores permite reduzir os efeitos toxicos
desses agentes sobre as celulas do tecido testicular (Silva et al., 2021). No entanto, ainda se
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faz necessario estudos mais aprofundados em relacdo as concentracBes de crioprotetores
seguras para a vitrificacdo de tecido testicular em diversas espécies. O uso da técnica de
vitrificacdo por imersdo em agulhas apresentou bons resultados na criopreservagdo de tecido
ovarino humano sob baixas concentracfes de ACPs, apresentando-se como uma técnica

promissora na criopreservacao de tecido gonadal (Wang et al., 2008).
4.2.3 Tamanho dos Fragmentos

O tamanho e a espessura dos fragmentos podem influenciar na viabilidade do tecido
apos a criopreservacado (Honaramooz, 2012). Estudos (Milazzo et al., 2008, Gouk et al. 2011)
evidenciam que o tamanho do fragmento esté relacionado com a espécie e com os protocolos
de criopreservacdo utilizados. Assim, o tamanho e a espessura do fragmento podem
influenciar na manutencdo da qualidade pos-criopreservacdo e esse resultado esta
intimamente relacionado com a espécie doadora do testiculo, bem como os protocolos de
criopreservacao utilizados. (Comizzolli et al., 2012; Portela et al., 2019).

Carvalho (2016), apos criopreservar fragmentos de testiculos de cdes puberes com
dimensdes de 3 mm® e 5 mm?® utilizando duas técnicas diferentes: congelagio lenta e
vitrificacdo em superficie sélida, ndo avaliou se as dimensdes dos fragmentos influenciaram

nos resultados.
4.2.4 Agquecimento

Os processos de aguecimento e remoc¢do de ACPs em testiculos vitrificados séo etapas
fundamentais para manutencdo da qualidade p6s-criopreservagdo (Bagchi et al., 2008). Pecg
(2007) descreve que é necessaria a remo¢do dos ACPs durante o aquecimento, para se evitar

alteracBes osmaticas que provocam danos celulares devido a hidratacdo demasiada.

O método de aquecimento do tecido testicular criopreservado mais utilizado é feito em
banho-maria a 37°C por cerca de 30 segundos a 1 minuto e, logo apds essa etapa, ha a
incubacdo em solucdes de concentragdo decrescentes dos mesmos crioprotetores utilizados na
vitrificacdo (Carvalho, 2016).

Danos celulares tais como: citotoxicidade causada pelos ACPs ou recristalizacdo
podem ocorrer durante o aquecimento devido a limitacdo de transferéncia de calor

caracteristico do testiculo de cada espécie (Rall et al., 1983; Karlsson e Toner, 1996).
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Portanto, sdo necessarios estudos que possam estabelecer protocolos de aquecimento e
remocdo de ACPs eficientes que assegurem a viabilidade celular ap6s a criopreservagéo.

Silva et al. (2019a) relataram bons resultados com um protocolo de aquecimento testicular de
catetos em que as amostras foram aquecidas a 37 °C por 1 minuto e os criproterores foram
removidos através de 3 lavagens por 5 min com o mesmo meio utilizado na vitrificacdo,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e adicionando concentra¢Ges decrescentes
de sacarose (0,50M, 0,25M e OM). Outros pesquisadores obtiveram bons resultados com
protocolos de aquecimento semelhantes (Jahnukainen et al., 2007; Milazzo et al., 2008).

4.3 Analise do tecido testicular vitrificado

Para se obter sucesso na criopreservacdo de uma amostra vascularizada, como o tecido
testicular, é imprescindivel que a maioria das células permanecam viaveis apos o
aquecimento, bem como exercam sua funcdo normal de forma a garantir a viabilidade de todo
0 material criopreservado (Carvalho, 2016). Dessa forma, ao se avaliar a eficiéncia de um
método de criopreservacdo de tecido testicular, é necessario realizar testes que avaliem a
capacidade das células de se proliferarem e diferenciarem, bem como a estrutura morfoldgica
das células individuais e da arquitetura dos tbulos seminiferos. Também pode-se avaliar a
atividade do DNA, o indice de apoptose celular, dentre outras analises que podem inferir se as
células criopreservadas tém a capacidade de retomar a espermatogénese apds 0 aquecimento
(Teixeira, 2021). A maioria das andlises feitas no tecido testicular contam com o uso de
avaliacdes histoldgicas, técnicas morfométricas quantitativas, técnicas imuno-histoquimicas,
extracdo de espermatozoide testicular, cultivo in vitro ou transplante de fragmento testicular
visando a retomada da espermatogénese e reestabelecimento da funcgéo testicular. (Lima et al.,
2018b).

Para a analise das caracteristicas morfolégicas do tecido fresco e criopreservado, as
amostras devem ser preparadas de modo a preservar sua estrutura original 0 maximo possivel.
A coloracéo utilizando os corantes de hematoxilina (H) e eosina (E) é a mais utilizada para a
coloracéo de tecidos de origem animal. Esta coloragdo permite uma visdo de todo o tecido.
possibilitando uma identificacdo geral de todos os elementos teciduais. Nessa coloracdo, 0s
nucleos sdo corados pela hematoxilina, sendo evidenciados em roxo, engquanto o citoplasma e
0s espacos intercelulares sao corados pela eosina, sendo visualizados na cor rosa (Junqueira e

Carneiro, 1999). A coloracdo com HE permite a avaliacdo da morfologia do tecido testicular,
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pardmetros como a integridade de membrana, arquitetura dos tabulos seminiferos,
visualizacdo dos tipos celulares, presenca de vacuolizagdo no citoplasma e organizagéo
estrutural podem ser avaliados com o uso dessa coloracdo. Por meio dessa avaliacdo, é
possivel analisar os danos causados pelos métodos de criopreservacdo, que possam
comprometer a morfologia do tecido (Lima et al., 2018a). Para tanto, as amostras frescas e
criopreservadas devem ser coradas em HE e comparadas entre si.

A manutencdo da integridade da membrana plasmatica celular ap6s a criopreservacao
é importante, pois ela é responsavel pelo transporte seletivo de moléculas. A avaliacdo da
integridade funcional dessa membrana pode ser sinénimo de avaliacdo da viabilidade celular
(Graham e Mocé, 2005). Durante a criopreservacdo a membrana plasmatica sofre
desestabilizacdo e h4 uma transi¢do dos lipidios da fase fluida para gel, podendo haver a
formagdo de cristais de gelo e consequente rompimento da membrana, com perda de
componentes intracelulares e morte celular (Passos, 2007). Para se avaliar a integridade
funcional da membrana, pode-se utilizar sondas anfipaticas, que penetram a membrana

intacta, corando as células viaveis, tornando-as fluorescentes (Varner, 2008).

No processo de vitrificacdo, o tecido testicular pode sofrer injdrias, provocadas pela
mudanca brusca de temperatura. Alguns testes podem ser empregados para avaliar o grau de
apoptose celular, bem como a integridade do DNA. O terminal deoxynucleotidyl transferase
mediated dUTP nick end labeling assay (TUNEL) é um teste comercial, indicado para
deteccdo e quantificacdo de apoptose ao nivel celular, baseado na marcacdo de quebras de

cadeias de DNA, que sdo avaliadas por microscopia de fluorescéncia (Silva, 2019).

A coloracdo das proteinas argirofilicas, presentes nos cromossomos no estagio de
interfase, relacionadas as regides organizadoras de nucléolo (RONSs), pode ser obtida pela
técnica denominada de AgNOR, usada em preparagdes citolégicas ou histoldgicas para a
obtengdo da taxa de proliferacéo celular (Crocker et al., 1989; Lindner, 1993) onde, em
células normais, as RONs sdo usualmente organizadas de forma clara em numero igual ou
maior a um, restritas ao nucléolo, e, em células neoplasicas, as NORs se desagregam do
nucléolo e tendem a se dispersar pelo ndcleo (Ofner e Schmid, 1996). As RONSs sdo regides
do DNA, localizados nos nucléolos. Assim a denominacdo AgNOR significa areas de RONs
coradas pela prata, que ao microscépio Optico pode se observar como areas enegrecidas no

interior de ndcleo e nucléolos (Sanches, 2010). A coloracdo pela prata das regides
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organizadoras de nucléolos (RONSs) é caracterizada por marcar proteinas ligadas ao acido
ribonucleico ribossémico, avaliando a proliferacdo em células normais ou neoplasicas. Esta
pode ser uma forma de avaliar os efeitos deletérios do processo de vitrificacdo, que podem

induzir a degeneracao testicular (Chacur et al., 2015).

A analise ultraestrutural do tecido testicular pode ser realizada por meio de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), que possibilita a observacdo de caracteristicas
microtopograficas da superficie celular, bem como o detalhamento a arquitetura dos tubulos
seminiferos (Beu et al., 1998). A Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET) é uma
importante ferramenta para se analisar componentes celulares que sdo mais susceptiveis a
sofrerem injurias pelos métodos de criopreservacdo, incluindo a integridade do citoplasma,

membrana nuclear e diversas organelas (Keros et al., 2007; Wyns et al., 2007).

O cultivo in vitro do tecido testicular de mamiferos tem sido relatado como uma
ferramenta eficiente para avaliacdo e desenvolvimento do tecido criopreservado (Yokonishi et
al., 2014; Lee et al., 2016), sendo promissor no intuito de preservar a fertilidade do macho,
especialmente quando executado em associacdo com a criopreservacdo (Yokonishi et al.,
2014). Células imaturas de tecido testicular de camundongos cultivadas imediatamente ap6s o
processamento ou a criopreservacdo ja foram utilizadas para desenvolvimento in vitro,
seguido de inseminacdo artificial e obtencdo de proles saudaveis (Sato et al., 2011; Yokonishi
et al., 2014). Em cdes, o cultivo de fragmentos de tecido testicular de individuos pré puaberes
seguido do xenotransplante em camundongos levou a formacdo de novos tabulos seminiferos

com células germinativas viaveis.
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5. OBJETIVOS
Obijetivo geral:

e Comparar os efeitos de diferentes métodos de vitrificacdo sobre a preservacdo do

tecido testicular de cées pré puberes.
Obijetivos especificos:

e Evidenciar o protocolo de vitrificagdo mais adequado para a criopreservacao do tecido
testicular canino.

e Avaliar os efeitos da vitrificacdo sobre a manutencdo das caracteristicas
histomorfoldgicas, viabilidade e potencial proliferativo celular no tecido testicular de

caes pré puberes.
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6. MATERIAIS E METODOS
Bioética e animais experimentais

Foram coletados cinco pares de testiculos de cdes machos, de 3 a 5 meses de idade,
higidos e domiciliados e sem raca definida, provenientes de orquiectomias eletivas realizadas
em clinicas veterinarias da cidade Mossord, no estado do Rio Grande do Norte. Todos 0s

procedimentos realizados seguiram as regulamentacdes internacionais de bem-estar animal.
Delineamento experimental

Inicialmente, cada par de testiculos foi dividido em fragmentos de 1 a 3mms3, dos quais
trés fragmentos foram imediatamente fixados em Bouin, para analise morfol6gica por meio de
histologia classica e em paraformaldeido 4 %, para a quantificacdo das Regides
Organizadoras de Nucleolos (Lima et al., 2018a). Um fragmento foi destinado para a anélise
da viabilidade celular por meio de microscopia de fluorescéncia. Foram testados diferentes

métodos de vitrificacdo: em superficie sdlida, imersdo em agulhas, criotubos e OTC.
Vitrificacéo e aquecimento de fragmentos do tecido testicular

Os tecidos fragmentados foram imersos em duas solugdes contendo os crioprotetores
Dimetilsufoxido (DMSO) e Etilenoglicol (EG). A primeira solucdo, constituida de DMEM
acrescido de 0,25 M de sacarose, 10% de SFB e 1,4M de cada crioprotetor, foi considerada
uma solucéo de equilibrio. A solucéo de vitrificagdo continha DMEM acrescido de 0,5 M de
sacarose, 10% de SFB e 2,8M de cada crioprotetor. Os fragmentos foram imersos 10 minutos
em solucdo de equilibrio e 5 minutos na solucdo de vitrificacdo. Em seguida, foram enxutos

com gaze e submetidos a vitrificacdo. (Lima et al., 2018)

Na vitrificagdo em superficie solida foi colocada uma superficie metélica em contato
com nitrogénio liquido; ao entrar em contato com a superficie os fragmentos foram
vitrificados, transferidos para criotubos e armazenados em nitrogénio liquido. (Teixeira et al.,
2021). Para a vitrificagdo em agulhas, os fragmentos foram espetados em agulhas 30G que,
em seguida, foram colocadas nas solugbes de equilibrio e vitrificagdo pelo tempo
determinado. Apds serem enxutas, as agulhas contendo os fragmentos foram imersas em
nitrogénio liquido e transferidas para criotubos. (Lima et al., 2018b). Na vitrificacdo em

criotubos, os fragmentos apds serem retirados da solucdo de vitrificagcdo, foram enxutos com
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gaze e acondicionados em criotubos previamente identificados e, em seguida, imersos em
nitrogénio liquido (Lima et al., 2018a). Ja na vitrificacdo em OTC, os fragmentos foram
imersos na SV dentro do dispositivo, a solucdo de vitrificacdo foi retirada e 0 OTC fechado e
imerso em nitrogénio liquido. (Carvalho et al., 2013). Todas as amostras foram

acondicionadas em botijdes criobiolégicos por uma semana.

Apo6s uma semana de armazenamento, o material foi retirado dos botijdes, exposto a
temperatura ambiente durante 1 minuto e, entdo imerso em banho maria a 37°C até o
completo derretimento da solucdo de vitrificacdo. Os crioprotetores foram removidos do
tecido testicular através de banhos consecutivos, de 5 minutos de duracdo cada, utilizando
DMEM suplementado com SFB (10%) e concentracOes decrescentes de sacarose (0,5M,
0,25M e OM), de acordoo com Silva et al., 2019a. Apods este procedimento, as amostras foram

destinadas a andlise histologica.
Avaliacao morfoldgica do tecido testicular por histologia classica

As amostras do grupo controle fresco e da vitrificagdo foram analisadas quanto a
morfologia através da histologia classica. Para tanto, os fragmentos serdo fixados em Bouin
durante 12 h e inclusos em parafina histologica (Teixeira et al., 2021; Lima et al., 2018a;
Baert et al., 2012). As amostras foram seccionadas em cortes de 5um de espessura ¢ a cada 5*
seccdo as laminas foram montadas e coradas com hematoxilina-eosina para posterior

avaliagdo em microscopia de luz (400x).

Foram analisados 30 tabulos seminiferos de acordo com a integridade e o grau de
separacdo da membrana basal, distingdo entre espermatogbnias e células de Sertoli,
visualizacdo nuclear, condensacao nuclear e organizacao da estrutura tubular. A avaliagéo foi
feita por meio de escores de 1 a 3, utilizando um protocolo de avaliagdo proposto Thuwanut et
al. (2013), com algumas adaptagOes, conforme ilustrado no Quadro 1, onde o escore 3 indica
o melhor resultado, com a preservacéo de todas as estruturas analisadas e organizagao celular,

e 1 o comprometimento dos parametros avaliados.
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Quadro 1. Classificacdo da integridade dos parametros morfoldgicos do tecido testicular de

caes pré puberes.

Parametros

Caracteristicas

Escores

Separacdo da membrana basal

Sem separacao

w

<75% de separacéo

>75% de separacao

Ruptura da membrana basal

Totalmente integra

Parcialmente rompida

Totalmente rompida

Distincdo entre espermatogonias/Sertoli

Facil distingédo

Dificil distincao

Impossivel distincao

Visualizagdo Nuclear

Facil visualizacao

Dificil visualizacao

Impossivel visualizacao

Condensacdo Nuclear

Sem nucleos picnéticos

<40% de nucleos picndticos

>40% de nucleos picndticos

Estrutura

Células totalmente organizadas

Células parcialmente organizadas

Células totalmente desorganizadas

P N W P N WO P N WO P N WO P N WO DN

Fonte: Adaptado de Thuwanut et al., 2013.

Viabilidade celular

Para isolar as células do tecido, os fragmentos foram digeridos usando um protocolo

de digestdo enzimatica (Silva et al., 2019). Para tanto, foi utilizado 0,2% de colagenase tipo

IV a 37 ° C por 20 min sob agitacdo lenta e a reacdo foi interrompida pela adicdo de um

volume igual de SFB. Para a analise da viabilidade celular seguiu-se a metodologia descrita

por Campos (2019). 10 uL da solucdo contendo células isoladas foram incubadas em uma

solucdo constituida por uma mistura de 3 pL de iodeto de propidio (0,5 mg/mL em solucgdo
salina tamponada com fosfato e PBS) e 3 uL de Hoechst 33342 (40 mg/mL em PBS) durante

10 min a 37 ° C para detectar a viabilidade das células testiculares e permitir a contagem de
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ndcleos, respectivamente. Em seguida, um total de 100 células foram contadas e classificadas
como inviavel (fluorescéncia vermelha; iodeto de propidio) ou viadvel (fluorescéncia azul,
Hoechst 33342).

Avaliacédo da proliferacao celular por AQNOR

Os fragmentos de tecidos testicular foram fixados em paraformaldeido (4%), e ap6s o
processamento histologico foram seccionados (5 mm de espessura) e processados segundo
Sanches (2010).

A contagem das RONSs foi realizada observando os pontos de coloracdo enegrecida no
interior dos nucléolos em cada um dos tipos celulares: espermatogonias, células de Leydig e
Sertoli, por meio de microscopia Optica (magnitude de 1000x). O padrdo de contagem das
regibes foi realizado considerando-se 10 células/campo de cada tipo celular, repetindo-se em
10 campos microscépicos aleatorios, totalizando a contagem de 100 células de cada um dos

tipos celulares, conforme Lima et al (2018a)
Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. Para todas as analises, o
software Statview 5.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) foi utilizado. Para analise da
morfologia, os escores foram inicialmente comparados entre todos os tratamentos utilizando-
se 0 teste de Kruskal-Wallis para verificagdo de homogeneidade. Ao serem detectadas
diferencas, as amostras foram comparadas pareadamente utilizando-se o teste de Mann-
Whitney para amostras independentes. Os dados referentes a viabilidade celular e
quantificacdo das regides organizadoras de nucléolos foram analisados por meio de andlise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Fisher PLSD. Para todos os resultados, foi
considerado um valor de significancia de P < 0,05.
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7. RESULTADOS

A histomorfologia do tecido testicular no grupo fresco (Figura 1A) revelou tabulos
seminiferos com arquitetura normal, e com epitélio germinativo pouco desenvolvido, com
uma facil visualizacdo e distincdo entre espermatogdnias e células de Sertoli. O tecido
intersticial era escasso e preenchido com tecido conjuntivo, vasos sanguineos e células de
Leydig. Todas as amostras frescas apresentaram estrutura bem preservada em relagcdo aos
pardmetros avaliados. Em todos as amostras analisadas foi comprovada a auséncia de

espermatozoides, compativel com animais pre-puberes.

Figura 1. Avaliacdo morfoldgica do tecido testicular de cédes pré puberes (n=5). A- Fresco
(400x), B- Superficie Solida (400x), C- Imersdo em Agulhas (400x), D- Criotubos (x400),
E- Ovarian Tissue Cryosystem (400x).
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Na avaliacdo em escores dos parametros morfoldgicos (Tabela 1), todos os métodos de
vitrificacdo foram eficientes na preservacéo da integridade da membrana basal, apresentando
indices de retracdo e ruptura de membrana semelhantes ao grupo fresco (P>0,05). No tocante
a distincdo celular, visualizacdo nuclear, condensacdo nuclear e estrutura dos tubulos, houve
uma reducéo significativa no grupo vitrificado, quando comparado ao fresco. No entanto, as
amostras submetidas a vitrificacdo em criotubos (Figura 1D) apresentaram resultados
significativamente maiores de distin¢do celular, visualizacdo nuclear, condensacdo nuclear e
estrutura dos tabulos seminiferos, quando comparados aos métodos de vitrificacdo em
superficie solida (Figura 1B) e agulhas (Figura 1C), diferindo da vitrificacdo em OTC (Figura
1E) apenas na condensacao nuclear, onde o sistema fechado foi superior, apresentando menor

indice de nucleos picndticos.

Tabela 1. Avaliacdo morfoldgica em escores (3, normal a 1, degenerado) de tecido testicular

de cées pre-puberes (n=5) fresco vs criopreservado utilizando diferentes métodos de

vitrificacao.
Tratamento Retracdo de Ruptura de Distingéo Visualizagdo  Condensacdo Estrutura
Membrana Membrana Celular Nuclear Nuclear
Fresco 2,97+£0,01* 293+0,022 2,60+0,04% 2,78+0,03* 2,69+0,03* 2,94+0,012
VSS 2,98+0,012 2,97 +0,01? 1,77 £ 0,04° 1,76 + 0,05¢ 1,66 £ 0,05¢ 2,06 = 0,05°
Agulhas 2,99+0,01*° 291+0,0228 1,75+0,04° 1,90+0,03° 1,75+0,04 1,99+0,01¢
Criotubos 2,94+0,01* 292+0,022 2,10+0,04°> 2,11 +0,04° 1,86 £0,02¢ 2,28 +0,04°
oTC 2,95+0,018° 294+0,0228 1,99+0,05° 2,15+0,04> 2,06+0,04> 2,20+ 0,04

abedeNa mesma coluna, diferentes sobrescritos demonstram diferencas significativas (P<0,05).

Em relagdo a viabilidade (Figura 2), todas as amostras submetidas ao procedimento de

vitrificacdo sofreram uma reducéo significativa da viabilidade, quando comparadas ao grupo

fresco. As amostras criopreservadas por vitrificagdo em superficie sélida, imersdo em agulhas

e vitrificagdo em criotubos apresentaram viabilidade superior as vitrificadas em OTC.
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Figura 2. Avaliagdo da viabilidade de células do tecido testicular fresco vs criopreservado de
cies pré-puberes (n=5). ~ECDiferentes letras mailsculas acima das barras indicam diferencas

entre os tratamentos (P < 0,05).

A quantificacdo das regides organizadoras de nucléolos das espermatog6nias (Figura
4A) mostrou que os grupos submetidos a vitrificacdo em superficie sélida (Figura 3B),
vitrificacdo em criotubos (Figura 3D) e vitrificagdo em OTC (Figura 3E) foram semelhantes
ao grupo fresco, enquanto na vitrificacdo por imersdo em agulhas (Figura 3C) o nimero foi
maior. A preservacdo do potencial proliferativo das células de Leydig (Figura 4B) foi
semelhante ao grupo fresco nas amostras vitrificadas em superficie sélida, agulhas e OTC,
apresentando uma reducéo significativa (P<0,05) do nimero de RONs no grupo submetido a
vitrificacdo em criotubos. J& em relacdo as células de Sertoli (Figura 4C), a quantificacdo das
regibes organizadoras de nucléolos nos grupos vitrificados em criotubos e em OTC foi
semelhante ao grupo fresco; no entanto, houve um aumento significativo (P<0,05) do nimero
de RONs das amostras submetidas a vitrificacdo em superficie sélida e por imersdo em

agulhas.
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Figura 3. Imagem representativa do potencial proliferativo avaliado pela quantificacdo das
regides organizadoras de nucléolos em células testiculares de cdes pré puberes (n = 5). A-
Fresco (1000x), B- Superficie S6lida (1000x), C- Imersdo em Agulhas (1000x), D- Criotubos
(1000x), E- Ovarian Tissue Cryosystem (1000x).
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Figura 4. Avaliagdes da capacidade proliferativa com o nimero de RegiGes Organizadoras de
Nucléolos (média * erro padrdo) em espermatogénias (A), células de Leydig (B) e células de
Sertoli (C) no tecido testicular de cdes pré puberes (n=5) exposto a diferentes métodos de
vitrificagdo (Superficie Sdlida, Imersdo em Agulhas, Criotubos e OTC). AECDiferentes letras
maiusculas acima das barras indicam diferengas entre os tratamentos (P < 0,05).
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8. DISCUSSAO

Ao nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a comparar diferentes métodos de
vitrificacdo no tecido testicular de cées pré puberes, inclusive propondo o uso da vitrificacdo
em criotubo e em OTC como alternativas as previamente ja testadas VSS e VIA para essa
espécie. A associacdo dos crioprotetores DMSO/EG utilizada neste trabalho ja havia sido
estabelecida por Teixeira et al. (2021), demonstrando que essa associacdo foi capaz de

preservar os parametros morfologicos do tecido testicular de caes pré puberes pos vitrificacao.

A vitrificacdo se baseia no uso de uma taxa de resfriamento ultrarrapida, resultando
em menor formacao de cristais de gelo no interior das células e consequente reducdo de danos
estruturais e funcionais (Wyns et al., 2013). O principal objetivo da criopreservacao testicular
¢ obter células germinativas vidveis para a geracdo de futuros descendentes, seja por
fertilizacdo in vitro, que tem sido realizada com espermatozoides de animais adultos
(Buarpung et al., 2013), ou cultivo in vitro de células germinativas imaturas obtidas de
animais pre-puberes para a reativacdo da espermatogénese (Yokonishi et al., 2014). Nesse
contexto, os fragmentos testiculares de cées domésticos devem ser preservados
morfologicamente, com células viaveis e funcionais obtidas apos a vitrificagdo. A morfologia
testicular preservada fornece um ambiente funcional para o ciclo espermatico (Song et al.,
2010). Com as estruturas celulares intactas ap0s a criopreservacao, a espermatogénese pode
ser retomada e espermatozoides podem ser obtidos para uso futuro (Milazzo et al., 2008).
Essa relacdo entre a morfologia e a capacidade das células de retomar suas funcdes foi
evidenciada nesse estudo quando foi avaliado o potencial de proliferacdo celular dos tecidos
apo6s a vitrificacdo. Travers et al. (2011), avaliando o tecido testicular de ratos apOs
criopreservacao e cultivo in vitro descobriram que uma melhor preservacdo da arquitetura
tecidual se correlacionava com uma maior taxa de proliferacdo celular, com diferenciacéo
iniciada durante o cultivo. Em um estudo sobre fragmentos testiculares de uma espécie de
cervo indiano, Pothana et al. (2015) também verificaram a auséncia de células proliferativas

em tubulos seminiferos degenerados apos xenotransplante em camundongos.

A criopreservacdo de tecido testicular pré pubere tem como principal vantagem a
possibilidade de preservagdo da fertilidade em animais jovens, de alto valor genético, que
venham a morrer subitamente (Thuwanut et al., 2013). Alem disso, a baixa atividade
espermatogénica do tecido testicular pré puabere tem sido evidenciada como um fator que

40



contribui para o sucesso da sobrevivéncia desse tecido no xenotransplante. O crescimento dos
tubulos seminiferos no periodo pré plbere é dependente da capacidade de divisdo das células
de Sertoli e espermatogdnias. Ja o tecido testicular adulto tem como caracteristica um maior
numero de células diferenciadas e perda da capacidade de divisdo das células de Sertoli,

dificultando sua utilizacdo na técnica de xenotransplante (Lee et al., 2016).

Esta foi a primeira vez que a vtitrificagdo em criotubos foi utilizada na criopreservagédo
de tecido testicular de cdes pré puberes e se mostrou eficiente na preservacao dos parametros
morfologicos de integridade da membrana basal, distin¢do entre espermatogonias e células de
Sertoli, bem como a organizacdo estrutural dos tabulos seminiferos. As caracteristicas
morfologicas, proliferativas e de viabilidade das células germinativas foram mantidas apds o
aquecimento dos fragmentos. O uso dessa biotecnologia ja foi descrito para o tecido ovariano
de ovelhas, resultando no nascimento de uma prole normal apds o autotransplante de tecido
ovariano vitrificado (Bordes et al., 2005). Silva et al., (2021), comparando o0 uso da
vitrificacdo em criotubos e da superficie sélida na criopreservacdo de tecido testicular de
catetos (Pecari tajacu), obtiveram resultados positivos na conservacdo da morfologia do
tecido com a utilizacdo da vitrificacdo em criotubos, sugerindo que esta técnica permitiria
uma melhor adequacdo do tecido as mudancas de temperatura oriundas do processo de
vitrificacao.

O OTC também foi utilizado pela primeira vez na criopreservacdo de tecido testicular
de cdes neste trabalho, apresentando bons resultados no tocante a preservacdo da morfologia e
organizacdo celular nos tibulos seminiferos, sendo ainda superior a vitrificacdo em criotubos
na condensacdo nuclear, com menos indice de nlcleos picnéticos. Esses resultados podem ser
relacionados com as informagfes obtidas a partir da utilizagdo desse dispositivo na
criopreservacao de tecido ovariano, onde foi possivel evitar a formacdo de cristais de gelo
hexagonais (Carvalho et al., 2013). Com o uso do OTC h& uma maior condutividade da
temperatura do nitrogénio liquido para o tecido, maximizando as taxas de resfriamento. No
entanto, houve uma grande reducdo da viabilidade celular com o uso dessa técnica, 0 que
pode estar relacionado a uma maior exposicdo aos agentes crioprotetores, ja que na
vitrificagdo em OTC os fragmentos ndo sdo enxutos para retirar o excesso da solugdo de

vitrificagdo antes de serem criopreservados, como ocorre nos demais métodos.
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A vitrificagdo em superficie solida foi a que mais prejudicou a preservacdo da
morfologia do tecido, comprometendo a distin¢do entre espermatogonias e células de Sertoli,
a visualizacdo e condensacao nuclear, além de diminuir a organizacgéo estrutural. Estes efeitos
deletérios podem estar relacionados com o tempo de execucdo da técnica, uma vez que 0S
fragmentos precisam ser colocados sobre a superficie metalica e s6 depois transferidos para
criotubos com o auxilio de pingas (Silva et al., 2019a), o que dificulta a manipulacdo das
amostras e aumenta o tempo de exposicao do tecido ao vapor de nitrogénio. Em um estudo
utilizando esta técnica na criopreservacao de tecido testicular de cées pré puberes (Teixeira et
al., 2021), foi relatado que todas as amostras criopreservadas apresentaram um indice maior
de separacdo da membrana basal, o que pode prejudicar o aporte nutricional das células
germinativas. J& com a utilizacdo desse método na criopreservacao de tecido testicular de cées
adultos, Carvalho (2016) relatou que o grupo vitrificado apresentou degeneracéo e diminuicéo
do numero de células germinativas, formagdo de células gigantes multinucleadas,
vacuolizacdo de células tubulares e perda de espermatides alongadas em tabulos seminiferos
atrofiados, o que pode estar relacionado a uma degeneracdo lipidica. Também foram

encontrados grande nimero de vacuolos em algumas células de Sertoli.

A vitrificagdo em agulhas afetou consideravelmente a organizagéo estrutural do tecido,
com células bastante desorganizadas nos tubulos seminiferos, arquitetura testicular
prejudicada e grande incidéncia de condensacdo nuclear. Na criopreservacdo de tecido
testicular de cées adultos (Picazo et al., 2022), utilizando esta técnica, a analise histologica
revelou que esse tipo de vitrificacdo afetou a integridade estrutural dos tdbulos, com
incidéncia de vacuolizacdo e necrose celular registradas em todos os tipos de células
germinativas. Em um estudo comparando a congelacéo lenta vs vitrificagdo por imersao em
agulhas na criopreservacao de tecido testicular de lobos (Andrae et al., 2021), verificou-se
que a vitrificacdo por imersdo em agulhas foi inferior na preservacdo da morfologia dos

tubulos, apresentando um maior grau de descolamento da membrana basal.

No presente trabalho, os fragmentos vitrificados pelos métodos de vitrificacdo em
criotubos e em OTC mantiveram potencial proliferativo das células germinativas semelhante
ao fresco, correlacionando com a preservacdo da morfologia, que foi superior nesses dois

métodos, em comparacdo com a vitrificacdo em superficie solida e por imersdo em agulhas.
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As informacg0Oes obtidas nesse trabalho podem contribuir para o estabelecimento de
protocolos de vitrificacdo de tecido testicular cdes domésticos, possibilitando a preservacéo da
fertilidade de animais pré puberes de alto valor genético, que venham a morrer subitamente ou
que tenham que passar por tratamentos que prejudiqguem a espermatogénese, como as
quimioterapias. Além disso o cdo pode servir como modelo experimental para o
desenvolvimento de biotécnicas aplicadas a reproducdo de espécies filogeneticamente
préximas, que estejam ameacadas de extin¢do, permitindo salvaguardar o material genetico

dessas espécies mesmo apos a sua morte.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Sugere-se 0 uso da vitrificacdo em criotubos para a preservacdo da morfologia,
viabilidade e potencial proliferativo celular no tecido testicular de cdes pré-puberes. A
vitrificacdo em OTC também pode ser utilizada na criopreservacéao de tecido testicular canino,
possibilitando a manutencdo das caracteristicas morfologicas. Nesse contexto, o tecido
testicular canino pode ser criopreservado com o uso de técnicas de vitrificagdo em sistemas
fechados. Estas técnicas, aparentemente, possibilitam a manutencao da integridade e potencial
de multiplicacdo das células germinativas, como as espermatogonias, que Sao responsaveis
pela producdo de espermatozoides, contribuindo para a preservacdo de germoplasma

masculino de canideos.
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