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1. INTRODUCAO

Os cédes assumiram um papel de grande importancia na sociedade com o
avancar dos anos, ressalta-se que humanos e cées se tornaram emocionalmente
proximos e esses animais de companhia costumam ser castrados antes da
puberdade. A castracdo precoce pode levar ao arrependimento do tutor, portanto, o
congelamento de tecido gonodal apés tais procedimentos pode ser uma alternativa
nesses casos (Abrishami et al., 2010).

Ademais, a criagdo de um banco criogénico possui extrema relevancia para
animais de alto valor zootécnico, visando o melhoramento genético de ragas (Cerdeira
et al.,, 2020), bem como seu transporte e utilizacdo independente das barreiras
geograficas (Mahiddine & Kim, 2021). Dessa forma, a preservacao do tecido gonadal
torna-se ideal, permitindo o cultivo in vitro de células espermaticas viaveis a partir de
amostras congeladas e descongeladas armazenadas no banco criogénico.

O congelamento lento e a vitrificacdo sao os métodos mais comumente utilizados
na criopreservacao de tecido testicular (Abrishami et al., 2010). A primeira técnica
baseia-se na reducao gradual da temperatura assim como baixas concentra¢cdes de
agentes crioprotetores, acarretando na diminuicdo da toxicidade celular, ndo obstante,
a vitrificacdo faz uso de altas concentracdes de crioprotetores e rapida diminuicao da
temperatura (Abrishami et al., 2010).

A aplicabilidade de ambas as técnicas de criopreservacao pode acarretar em
danos celulares resultando em queda da viabilidade celular (Carvalho et al., 2011).
Isto posto, o presente trabalho tem por objetivo identificar a técnica de criopreservacao
gue melhor se adequa para a espécie canina.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados testiculos de cées puberes obtidos através de uma parceria
com a Unidade Modvel de Castracdo do Municipio de Rio Grande -RS, apoés
orquiectomia bilateral de rotina. Os 0s complexos testiculos-epididimos
acondicionados em tubos contendo 30 ml de PBS (tampéao fosfato-salino), foram
transportados até o laboratdrio com temperatura aproximada de 4 °C.

Depois os testiculos foram dissecados (remocdo da tunica albuginea e
parénguima testicular) e seccionados ao meio em plano sagital para a confecgéo dos
fragmentos. Apos 3 lavagens PBS, os tecidos foram divididos em fragmentos obtidos
da porcdo mediastinica (Gartner & Hiatt, 2007) medindo 5x5x5mm - altura
aproximada de 1mm (Carvalho, 2016).

Os fragmentos foram classificados em trés grupos: controle (GC), vitrificacéo
em superficie solida (GVSS) e congelamento lento automatizado (GCLA).

2.1 Grupo controle
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Os fragmentos foram imediatamente preparados para avaliacao histolégica.

2.2 Grupo vitrificacdo em superficie sdlida (GVSS)

Os fragmentos foram alocados em pocos de placa de cultivo celular contendo
0,5mL das solugdes de equilibrio (DMEM acrescido 0,25M de sacarose, 10% de SFB,
1,4M de DMSO e 1,4M de etilenoglicol) durante 10 minutos e de vitrificacédo (2,8M de
DMSO, 2,8M de etilenoglicol, 0,50M de sacarose, DMEM e 10% de SFB) durante 5
minutos. Posteriormente alocados em superficie de aluminio e a mesma exposta ao
contato com o nitrogénio promovendo a vitrificagcdo, sendo transferidos imediatamente
para os criotubos e armazenados em botijdes criogénicos (Teixeira et. al, 2021).

Para o0 aguecimento, os criotubos foram retirados dos cilindros e mantidos a
temperatura ambiente (~22°C) por 1 minuto. Em seguida submetidos ao banho-maria
a 37°C por cerca de 30 segundos a 1 minuto (Carvalho,2016).

2.3 Grupo congelamento lento automatizado (GCLA)

Os fragmentos foram acondicionados em criotubos contendo 0,5ml do meio de
congelamento (10% de SFB, DMEM, 1,4M de DMSO e 1,4M de etilenoglicol). Utilizou-
se o protocolo de congelamento de embriées previsto no congelador automético com
curva referente a espécie bovina.

Quadro 1. Caracterizacao da curva de congelamento lento automatizada

Tode Seeding Tempo Taxa de Inicio Inicio T°de Tempo
Estab. de Estab. Cong. Cong. Cong. Estab. de Estab.
Negativ Negativa | Rampal Rampa2 Rampa2 | Negativa | Negativa
a Inicial Inicial Final Final
Curva -6°C 10 min. 2 min. -0,50°C/ -32°C -0,50°C/ -32°C 5 min.
1 min. min.

Para a descongelacgao, criotubos foram retirados dos cilindros e submetidos a
uma temperatura de 37°C por 1 minuto (Chatdarong et al., 2015).

Para andlise histomorfologica, os fragmentos frescos e descongelados foram
fixados em paraformoldeido 4% e transferidos para alcool 70°. Apés desidratados em
processadora automatica (Sakura®), através da imersdo das amostras em solucdes
de concentracédo crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%), finalizando com solucéo de
xilol. As amostras foram embebidas em parafina histolégica (64° Synth®) e
seccionadas (3-5um) e apés montagem das laminas, as mesmas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE).

Uma analise semi-quantitativa ndo computadorizada para integridade e
alteracOes estruturais foram avaliadas em microscopia de luz. Cinco areas de cada
seccao foram escolhidas aleatoriamente e classificadas de acordo com escores de
pontuacédo adaptado de Lima et al. (2017): Integridade do revestimento epitelial dos
tubulos seminiferos — (i) separacdo celular da membrana basal - sendo 1, sem
separacao, 2 com separacao <75% e escore 3 quando a separacao for >75%; (i)
Retracdo de membrana basal, sendo 1 equivalente a sem retracdo, 2 com pequena
retracdo e 3 com retracéo exacerbada; Integridade dos nucleos das espermatogodnias
- (iii) Distincdo de espermatogonias e células de Sertoli, classificado com escore 1
quando facil distingdo, 2 quando distingdo dificil e 3 quando impossivel; (iv)
Visualizagéo nuclear, classificada como 0 quando facil visualizag&o, escore 2 quando
dificil visualizacdo e 3 quando visualizacdo impossivel; (v) Condensacao nucelar,
classificada como 1 na auséncia de ndcleos picnéticos, 2 quando picnose <40% e
escore 3 quando picnose >40%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO



j 9! SEMANA

~ INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRQO DE POS-GRADUACAO
~y UFPEL 2023

Conforme a classificacdo adaptada de Lima et al. (2017), o GCLA apresentou
melhores resultados em comparacdo ao GV uma vez que obteve melhor distingdo
entre espermatogonias e células de Sertoli, melhor visualizacdo nuclear além de
picnose <40% ao que se refere a condensacao nuclear (tabela 2). Segundo Baert et.
al (2012) apesar da vitrificacao ser a técnica mais eficiente no que se refere a evitar a
cristalizacdo por seu congelamento ultrarrapido, as altas concentracdes de
crioprotetores se tornam bastante prejudiciais a manutencdo das caracteristicas
morfologicas e funcionais do tecido testicular, corroborando com os achados descritos
por Andrae e colaboradores em 2021.

Em relacdo aos demais quesitos avaliados, ambos os grupos obtiveram uma
pontuacdo 3. Sobre o item separacdo da membrana basal tal escore indica uma
separacao >75% além de uma retracdo exacerbada da membrana basal conforme
descrito na tabela 2. De acordo com Graham & Mocé (2005), a manutencdo da
integridade da membrana é de grande importancia uma vez que a mesma é
responsavel pela seletividade no transporte de moléculas, assim integridade funcional
da membrana relaciona-se diretamente com a viabilidade celular.

Tabela 1 — Classificacdo de integridade dos compartimentos celulares de fragmentos
testiculares

Parametros GC GV GCLA

Separagdo da membrana Escore 1 Escore 3 Escore 3
basal

Retracdo da membrana Escore 1 Escore 3 Escore 3
basal

Distingcéo Escore 1 Escore 3 Escore 1

espermatogonias/Sertoli
Visualiza¢do nuclear Escore 1 Escore 3 Escore 1
| Condensacdo nuclear | Escore 2 | Escore 3 | Escore 2

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o grupo congelamento lento automatizado obteve melhores
reusultados no processo de criopreservacdo de fragmentos gonodais caninos.
Contudo, apesar dos avanc¢os obtidos, ainda se faz necessario mais estudos para
determinacdo de protocolos padronizados permitindo assim a aplicacdo pratica da
criopreservacao testicular na reproducao artificial dos animais domeésticos.
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