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Criopreservacgdo de tecido testicular canino: da fragmentagédo ao
processamento de amostras

A profunda conexdo entre humanos e cdes motiva o desenvolvimento de métodos inovadores para conservar atributos valiosos nas diversas ragas. Entre essas técnicas, a criopreservagdo do
tecido testicular desponta como uma alternativa promissora para apoiar a reprodugdo canina, especialmente quando métodos tradicionais de coleta de sémen sdo invidveis. Esta estratégia
permite ndo so a geragdo ilimitada de gametas masculinos, mas também a formagdo de bancos de germoplasma, fundamentais tanto para animais de relevante valor genético quanto para
a preservagdo de espécies ameagadas de extingdo. Este estudo centra-se na aprimoragdo da criopreservagdo de tecido testicular em cdes, um passo essencial para assegurar a fertilidade e a
diversidade genética desses animais. O processo envolve uma dissecgdo minuciosa dos testiculos, seguida pelo fracionamento do tecido e sua exposi¢do a métodos de congelamento lento
ou vitrificagdo, utilizando crioprotetores para reduzir os danos celulares. Especificamente, a vitrificagdo em superficie sélida (VSS) é ressaltada pela sua eficiéncia e menor custo. Apds a
criopreservagdo, o tecido é cuidadosamente reaquecido, observando-se rigorosamente o controle de tempo e temperatura para evitar danos as células. A analise da viabilidade, integridade
e funcionalidade metabdlica dos tecidos é realizada através de técnicas avangadas, como a microscopia confocal a laser e avaliagdes histomorfoldgicas. Contribuindo significativamente para
0 avango nesta area de pesquisa, este estudo fornece dados cruciais para o embasamento de futuros trabalhos e para a aplicagdo pratica dessas descobertas em contextos clinicos, abrindo
novas perspectivas para a reprodugdo canina e a conservagdo de espécies ameagadas.

Palavras-chave: Criopreservagdo; Tecido Testicular; Cdes; Microscopia Confocal; Histomorfologia.

Cryopreservation of canine testicular tissue: from fragmentation to
sample processing

The deep bond between humans and dogs drives the pursuit of innovative methods to preserve valuable traits across different breeds. Among these techniques, testicular tissue
cryopreservation emerges as a promising alternative to support canine reproduction, especially when traditional semen collection methods are impractical. This strategy not only enables the
unlimited generation of male gametes but also facilitates the establishment of germplasm banks, which are crucial for both animals of significant genetic value and the conservation of
endangered species. This study focuses on refining the cryopreservation of testicular tissue in dogs, a critical step in ensuring the fertility and genetic diversity of these animals. The process
involves meticulous dissection of the testicles, followed by tissue segmentation and exposure to slow freezing or vitrification methods, using cryoprotectants to minimize cellular damage.
Specifically, solid surface vitrification (SSV) is highlighted for its efficiency and lower cost. After cryopreservation, the tissue is carefully reheated, with strict control over time and temperature
to prevent cellular damage. The analysis of viability, integrity, and metabolic functionality of the tissues is conducted using advanced techniques, such as laser confocal microscopy and
histomorphological evaluations. Contributing significantly to advancements in this research area, this study provides crucial data for grounding future work and the practical application of
these findings in clinical contexts, opening new perspectives for canine reproduction and the conservation of endangered species.

Keywords: Cryopreservation; Testicular Tissue; Dogs; Confocal Microscopy; Histomorphology.
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Criopreservagdo de tecido testicular canino: da fragmentagéo ao processamento de amostras
LUZ, I. D.; VARELA JUNIOR, A. S.; PINTO, C. V.; MENDONCA, F. R.; CORCINI, C. D.

INTRODUGAO

Os cdes tém um papel indispensavel na vida humana, muitas vezes vistos como membros essenciais
da familia. A trajetdria cultural e psicoldgica dos seres humanos é intricadamente vinculada a companhia dos
cdes, uma relagdo amplamente reconhecida por seus beneficios tanto para a saude fisica quanto mental
(KITAGAWA et al., 2004). Essa profunda conexdo entre humanos e seus companheiros caninos tém
estimulado esforgos direcionados aos aspectos reprodutivos dos cdes, com o intuito de preservar e realgar
caracteristicas valorizadas nas diferentes ragas. Consequentemente, isso desencadeou uma busca continua
por técnicas avanc¢adas de melhoramento genético (MESADRI, 2017).

A criopreservacao de fragmentos de tecido testicular tem se estabelecido firmemente como uma
técnica inovadora e promissora na area de reproducdo assistida. Essa abordagem ndo sé possibilita a geragdo
ilimitada de gametas masculinos, mas também facilita a formacdo de bancos de germoplasma. Este avanco
é particularmente significativo nos ultimos anos, onde o interesse pela criopreservacao testicular tem sido
impulsionado pelos éxitos obtidos em pesquisas que incluem a producdo de gametas in vitro e o transplante
espermatogénico, destacando-se pela sua contribui¢do valiosa ao campo (HONARAMOO?Z, 2012).

Conforme mencionado por Santos (2018), a preservacado de tecido testicular oferece teoricamente
uma alternativa pratica quando outras técnicas ndo sdo vidveis, como a criopreservacdo de esperma
ejaculado. Tal técnica tem sido aplicada em uma variedade de espécies, sendo especialmente Util em animais
de alto valor zootécnico como: bovinos (BARBOSA et al., 2011), suinos (ABRISHAMI et al., 2010) e ovinos
(PUKAZHENTHI et al., 2015), onde é fundamental preservar linhagens genéticas valiosas para programas de
melhoramento genético. Ademais, a criopreservacao de tecido testicular é utilizada em espécies ameagadas
com a extingdo para ajudar na conservacdo da diversidade genética e na preservacdo das populacGes em
cativeiro.

Em humanos sua aplicacdo tem o intuito de preservar a fertilidade em individuos que enfrentam
tratamentos médicos que podem afetar sua capacidade reprodutiva (CURABA et al.,, 2011). Em suma, a
criopreservacdo de tecido testicular é uma ferramenta versatil e valiosa podendo ser aplicada em uma ampla
gama de espécies para os mais diversos fins, ressaltando a importancia de pesquisas relacionadas a essa
tematica.

O presente artigo tem como objetivo descrever a metodologia utilizada no processo de fragmentagao
do tecido testicular, bem como nos métodos de congelacdo e descongelacdo, até a avaliagao dos tecidos
resultantes. Serdao abordados os procedimentos especificos adotados em cada etapa do processo, visando
fornecer uma compreensao abrangente das técnicas empregadas. O artigo visa contribuir para o avango do
conhecimento nesta area, fornecendo informactes que possam ser aplicadas em pesquisas futuras e na

pratica clinica.
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MATERIAIS E METODOS
Transporte de amostras e confec¢ao de fragmentos de tecido testicular

Os complexos testiculos-epididimos caninos foram acondicionados em tubos plasticos (50 ml)
contendo 30 ml de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e refrigerados em temperatura aproximada
de 4 °C sendo processados no maximo em 24 horas.

Os testiculos foram cuidadosamente dissecados para a remoc¢do da tunica albuginea e do
parénquima testicular subjacente, seccionados ao meio em plano sagital para a confeccdo dos fragmentos
testiculares (Figura 1). Realizou-se de 2 a 3 lavagens dos testiculos em solugdo PBS para remover sujidades e

vestigios de sangue.

b

Figura 1: Dissecacdo e fragmentagdo do tecido testicular de cdes domésticos. (a) identificacdo das estruturas
testiculares; (b) dissecagdo e remogao da tunica albuginea e do parénquima testicular; (c) fragmentos testiculares.

Para a fragmentagdo, os testiculos foram seccionados com o auxilio de um modelo de grade,
utilizando bisturi e pingas de dissec¢ao a temperatura ambiente. Preconizou-se criopreservar os fragmentos

da por¢do mediastinica dos testiculos.

Meios

Como meio de transporte foi utilizado PBS. Para a vitrificacdo em superficie sdlida (VSS) utilizou-se
uma solugdo de equilibrio composta por meio essencial minimo (DMEM) acrescido de 0,25 M de sacarose,
10% de soro fetal bovino (SFB) e 1,4 M de dimetilsuféxido (DMSO) e 1,4 M de etilenoglicol.

O meio de vitrificacdo tem em sua composicdo 2,8 M de cada um dos agentes crioprotetores DMSO
e etilenoglicol, 0,50 M de sacarose, DMEM e 10% de SFB .

O meio de congelamento lento automatizado (CLA) tem em sua composi¢dao 10% de SFB, DMEM, 1,4

M de DMSO e 1,4 M de etilenoglicol.

Métodos de criopreservagao

A vitrificacdo e o congelamento lento sdo as técnicas de criopreservacdo mais amplamente
difundidas, ambas tendo suas vantagens e limita¢des, sendo empregados dependendo das caracteristicas do
tecido a ser preservado. A vista disso, estudos recentes tém abordado adaptac¢des dessas técnicas, buscando

op¢des que acarretem menos crioinjurias teciduais.
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Congelamento lento

No método de congelamento lento ou convencional, o tecido é gradualmente resfriado a uma taxa
controlada antes de ser armazenado em nitrogénio liquido. Isso é realizado utilizando baixas concentragdes
de agentes crioprotetores (ACPs) e um equipamento com temperatura ajustdvel dentro de um freezer -80
°C.

Para a congelagdo lenta, coloca-se os fragmentos em criotubos contendo ACPs e posteriormente no
equipamento de congelagcdo até atingir a temperatura de -80 °C, as amostras devem entdo ser armazenadas

em nitrogénio liquido até o posterior aguecimento.

Congelamento lento automatizado (CLA)

Para realizar o processo de congelamento, os fragmentos testiculares passam por trés lavagens em
PBS para eliminar possiveis impurezas. Em seguida, colocados em frascos criogénicos de 2 mL contendo 0,5
mL do meio de congelamento.

Apds preparados, os frascos contendo o meio e o fragmento sdo alocados em racks do congelador
para iniciar o processo, seguindo o protocolo escolhido. Apés o congelamento adequado, os frascos sdo
transferidos para botijées de nitrogénio liquido para armazenamento a longo prazo até o momento do

descongelamento.
Vitrificacao
No processo de vitrificacdo, sdo utilizadas altas concentragGes de crioprotetores, e o resfriamento

ocorre de forma extremamente rapida. Nessa técnica, dispende-se de menos tempo e gastos na execugdo

uma vez que ndo necessita de equipamentos especificos para sua aplicagdo.

Vitrificacdo em superficie solida (VSS)

Os fragmentos testiculares sdao alocados em pocos de placa de cultivo celular contendo 2mL das
solucgGes de equilibrio (durante 10 minutos em temperatura ambiente) e de vitrificacdo (durante 5 minutos
em temperatura ambiente).

Apds os fragmentos sdo transferidos para uma superficie de metal (confeccionada com papel
aluminio no tamanho de 10x10x10 cm) e a mesma colocada em contato com o nitrogénio promovendo a
vitrificacdo dos fragmentos, sendo transferidos imediatamente para os criotubos que serdo armazenados em

botijées criogénicos.

Aquecimento

Apds o periodo de criopreservacdo do tecido testicular, os fragmentos sdo submetidos ao
procedimento de banho-maria, onde os criotubos contendo as amostras sao retirados dos botijdes com

nitrogénio e expostos a uma temperatura de 37 °C durante 1 minuto.
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Microscopia confocal de varredura a laser

Fragmentos de tecido testicular sdo avaliados por meio de sondas fluorescentes para lipoperoxidagao
lipidica, espécies reativas ao oxigénio e potencial de membrana mitocondrial. Pardmetros relacionados a
intensidade de fluorescéncia, como energia do laser, detec¢do de sinal e tamanho do orificio, devem ser
mantidos em valores constantes para todas as medi¢des. Os fragmentos serdo observados com ampliacdo
objetiva de 630x sob imersdo em éleo, e cada fragmento analisado tera trés regides de interesse selecionadas
aleatoriamente.

O laser de 405 nm foi empregado para excitar a sonda Hoechst 33342, com a faixa de emissao
utilizada entre 420e480 nm. Para a sonda JC-1, dois lasers diferentes foram utilizados: o laser de 488 nm,
com intervalo de emissdo de 505-555 nm para mitocondrias altamente funcionais e de 565-615 nm para
mitocondrias com baixa atividade mitocondrial. O mesmo laser de 405 nm, em outros contextos, foi
empregado para quantificar a emissao da sonda H2DCFDA no intervalo de 500-570 nm. O laser de 552 nm
foi utilizado para excitar o iodeto de propidio, cuja deteccdo ocorreu no intervalo de 590-660 nm. No caso
do Bodipy C11, o laser de 488 nm foi utilizado para a excitacdo, com a fluorescéncia sendo quantificada nos

intervalos de 500-550 nm para lipidios peroxidados e de 551-620 nm para lipidios ndo peroxidados.

Lipoperoxidagdo Lipidica (LPO)

Os fragmentos sdo alocados em microtubos contendo 4 uL da sonda Bodipy C11 juntamente com
996 pL de BPS, mantidos afastados da incidéncia luminosa por 30 minutos e incubados a 37 °C. Apds o tempo
de coloragdo, os fragmentos sdao realocados em microtubos contendo 20 pL de Hoechst e 980 ulL de PBS e
incubados por 5 minutos a 37 °C, protegidos da luminosidade.

Apods os fragmentos sdo fixados 1000 uL de paraformoldeido a 4% por 15 minutos em temperatura
ambiente, transferidos para microtubos contendo 1000 uL de PBS durante 1 hora em temperatura ambiente,

envoltos por papel aluminio.

Potencial de Membrana Mitocondrial (JC-1)

Os fragmentos sdo alocados em microtubos contendo 4 plL da sonda JC-1 juntamente com 996 L de
BPS, mantidos afastados da incidéncia luminosa por 30 minutos e incubados a 37 °C. Apds o tempo de
coloracdo, sdo entdo realocados em microtubos contendo 20 pL de Hoechst e 980 puL de PBS, mantendo os
mesmos no escuro durante 5 minutos a 37 °C para incubacgao.

Em seguida, sdo fixados em paraformaldeido a 4% em temperatura ambiente durante 15 minutos,

transferidos para solugdo de PBS por 1 hora a temperatura ambiente, protegido da luminosidade.

Espécies Reativas ao Oxigénio (ROS)

Os fragmentos sdo alocados em microtubos contendo 20 pL da sonda H2DCFDA e 980 pL/mL de PBS

30 minutos, mantidos fora do alcance da luz e incubados a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, os fragmentos
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sao transferidos para outro microtubo contendo 40 uL de iodeto de propidio e 20 uL de Hoechst em 940 uL
de PBS durante 5 minutos a 37 °C protegidos da luminosidade.

Posteriormente fixados em paraformoldeido a 4% em temperatura ambiente durante 15 minutos,
sendo transferidos logo apds para solugdo de PBS durante 1 hora em temperatura ambiente protegidos da
luminosidade. Todas as amostras devem ser mantidas refrigeradas e protegidas da luz até o momento da
confec¢do das imagens no microscépio. Apds a avaliagdo das amostras, as imagens obtidas (Figura 2) foram

avaliadas no software Imagel® resultando em valores associados a emissao das fluorescéncias.

Figura 2: Imagens de fluorescéncia obtidas através da avaliacdo de tubulos seminiferos de cdes domésticos em
microscopia confocal de varredura a laser referente ao estudo de espécies reativas ao oxigénio. (a) identificacdo da
sonda Hoestcht 33342; (b) identificagdo da sonda H2DCFDA; (c) identificacdo da sonda iodeto de propidio.

Histomorfologia tecidual

Para a analise histomorfoldgica do tecido confecciona-se laminas dos fragmentos testiculares, o
processamento realizado para histologia cldssica consiste em: desidratacdo, diafanizacao, impregnac¢do com
parafina, blocagem, microtomia (5um), desparafinizacdo e coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) para

serem analisadas por microscopia dptica (Figura 3).

(A - ) ! B g "t Ml <]
Figura 3: Fotomicrografias da avaliagdo histomorfoldgica do tecido testicular de cdes domésticos. (a) grupo controle
(HE, x10); (b) grupo VSS (HE, x10); (c) grupo CLA curva 1 (HE, x10); (d) grupo CLA curva 3 (HE, x10); grupo CLA curva 6

(HE, x10).

s S oW

Para avaliacdo histomorfoldgica preconiza-se a classificacdo de escores adaptada (LIMA et al.,2017)

onde foram avaliados cinco parametros: separagao celular da membrana basal, retracdo da membrana basal,
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distingdo espermatogénias/Sertoli, visualizagdo nuclear e condensacdo nuclear (Quadro 1).

Quadro 1: Classificagdo da integridade dos compartimentos celulares de testiculos de cdes (adaptado de Lima et al.

2017).
Parametros | Caracteristicas | Escore
Integridade do revestimento epitelial dos tubulos seminiferos
Sem separagao 1
Separagdo celular da membrana basal Separagdo <75% 2
Separagao >75% 3
Sem retragao 1
Retragdo da membrana basal Pequena retragdo 2
Retragdo exacerbada 3
Integridade dos nucleos das espermatogonias
Facil distingdo 1
Distingdo espermatogénias / Sertoli Dificil distingdo 2
Impossivel distingdo 3
Facil visualizagdo 1
Visualizagdo nuclear Dificil visualizagdo 2
Impossivel visualizagdo 3
Sem nucleos picndticos 1
Condensagao nuclear Picnose <40% 2
Picnose >40% 3

DISCUSSAO TEORICA

Segundo Picazo et al. (2022), os complexos testiculos-epididimos caninos devem ser acondicionados
em tubos plasticos (50 ml) contendo 30 ml de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e refrigerados em
temperatura aproximada de 4 °C sendo manipuladas em tempo médio de 2-3 horas. A temperatura e o
tempo sdo fatores criticos no processamento de amostras uma vez que influenciam diretamente na
preservacao integridade do material bioldgico, metabolismo celular e em possiveis contaminagdes
microbioldgicas alterando as caracteristicas da amostra.

Outro fator importante a ser destacado é a escolha dos componentes dos meios de preservacao,
geralmente sdo compostos por uma solugdo rica em nutrientes, fatores de crescimento, horménios e
proteinas, o que é ideal para manter a viabilidade dos tecidos. Além disso, 0 meio possui propriedades
tamponantes e estabilizadoras que ajudam a manter o pH e a osmolaridade adequados. Também sdo
adicionados ACPs e aglcares para proteger as células durante o processo de criopreservacgao.

Sabe-se que, durante esse processo altera¢cdes de membrana celular sdo responsaveis por parte da
perda na qualidade das células espermaticas apds descongelacdo (KIM et al., 2021) e com o intuito de
amenizar tais efeitos deletérios, faz-se necessaria a diminui¢cdo da quantidade de dgua no interior da célula
(DALCIN et al., 2010). A inclusdo de crioprotetores no processo de congelagdo é crucial para garantir a
preservacao da qualidade celular apds a descongelacdo. Existem duas categorias principais de crioprotetores:
os intracelulares e os extracelulares, cada um com fung¢Ges especificas para proteger as células durante o
processo de congelagao.

Os intracelulares tém a capacidade de penetrar nas células removendo a dgua intracelular, ao se
ligarem as moléculas de dgua aumentam a viscosidade do liquido intracelular, reduzindo a formacédo de
cristais de gelo durante a criopreservacdo (LENZ et al., 2018). Glicerol, dimetilsulféxido (DMSO) e etilenoglicol

sdo exemplos dessa categoria. Ja os extracelulares atuam fora das células, aumentando a osmolaridade do
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meio extracelular, o que facilita a saida de dgua das células, diminuindo assim a formagao de cristais de gelo
no interior das mesmas (SIEWERT et al., 2018). Como exemplo podemos citar: sacarose, trealose e
polietilenoglicol.

Com a associa¢do adequada de crioprotetores intracelulares e extracelulares é possivel minimizar os
danos celulares durante o processo de congela¢do e descongelagao, garantindo a integridade e a viabilidade
das células apds o procedimento. Esses agentes desempenham um papel fundamental em varias aplica¢oes,
incluindo a criopreservagao de células espermadticas e outros tipos celulares e teciduais.

Ademais, estudo realizado por Honaramooz (2012) evidenciou que a acdo dos agentes
crioprotetores durante o processo de criopreservacdo esta diretamente relacionada ao tamanho dos
fragmentos testiculares. O tamanho normalmente varia de 0,3 mm3 (THUWANUT et al., 2013) a 3 mm?3(SILVA
et al., 2017).

Em estudo realizado por Carvalho (2016) sobre criopreservacao de tecido testicular canino, foram
usados fragmentos de 3 a 5 mm3, enquanto Santos e colaboradores optaram por fragmentos de 4 mm?3 em
sua pesquisa. Assim, os estudos diferem tanto em relacdo as espécies quanto aos protocolos de
criopreservacdao empregados (SANTOS et al., 2018).

Em consonancia com Santos et al. (2018), a maioria dos estudos recentes sobre preservacao em caes
tem adotado o intervalo de 3 a 5 mm?3. Essa observacdo pode ser atribuida ao fato de que fragmentos com
essas dimensdes favorecem uma melhor penetragao dos agentes crioprotetores (ANTONIO et al., 1998).

A regido testicular utilizada para a confec¢do dos fragmentos tambem deve ser considerada, uma vez
que é na por¢dao mediastinica do testiculo que as células reprodutoras masculinas sdo produzidas. Essas
células estdo organizadas em alcas, formando os tubulos retos que conectam os tubulos seminiferos a canais
em forma de rede (“Rete testis”). Essa rede, revestida por um epitélio simples pavimentoso ou cubico,
constitui a rede testicular no mediastino testicular (GARTNER et al., 2007) e sua integridade assegura a
preservacdo das células germinativa e consequente funcionalidade reprodutiva do tecido.

Sobre as técnicas de criopreservacdo, a vitrificacdo e o congelamento lento sdo as mais
amplamente difundidas, sendo ambos os métodos testados em mamiferos de diferentes espécies (WYNS et
al., 2013).

No congelamento lento ou convencional, o tecido é gradualmente resfriado a uma taxa controlada
antes de ser armazenado em nitrogénio liquido. Isso é realizado utilizando baixas concentra¢des de ACPs
objetivando diminuir a toxicidade causada por eles. Durante essa etapa, ocorre a formacdo de grande
quantidade de cristais de gelo intracelulares, o que pode acarretar perda da funcionalidade do tecido apds
aquecimento (WYNS et al., 2013).

Para a utilizacdo deste método, é necessario o uso de um equipamento com temperatura ajustavel
(TRAVERS et al., 2011), ou container especifico, dentro de um freezer -80 °C (PUKAZHENTHI et al., 2015). A
congelacgdo lenta é considerada uma técnica demorada, podendo levar mais de 24 h (POTHANA et al., 2015).

Como variagdo dessa técnica, o CLA apresenta vantagens uma vez que o processo é simplificado e

automatico, reduzindo tempo necessario além do fator “erro humano” durante todas as etapas do
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congelamento lento. Projetada para oferecer controle preciso de temperatura, monitoramento e alarmes, a
congeladora portatil automatica também possui capacidade para armazenar multiplas amostras, além de
disponibilizar programas de congelamento personalizados para diferentes tipos de material bioldgico. Essa
tecnologia proporciona maior eficiéncia e seguranca nos procedimentos de preservacao de material
genético.

Em contrapartida, no processo de vitrificacdo, sdo utilizadas altas concentra¢des de crioprotetores,
e o resfriamento ocorre de forma extremamente rdpida, resultando na formac¢do de um estado vitreo tanto
dentro quanto fora da célula (SANTOS et al., 2018). No entanto, conforme destacado por Lima et al. (2018),
esse método pode potencialmente causar danos estruturais ao tecido testicular. Assim, os crioprotetores sdo
empregados para mitigar os efeitos adversos da criopreservac¢do nos tecidos.

Contrastando com os achados de Lima et al. (2011) explicitaram em sua pesquisa que o método de
vitrificagcdo é superior ao congelamento lento na preservacao de tecido testicular imaturo de camundongos.
Eles observaram que a vitrificacdo manteve a estrutura e a integridade celular dos fragmentos testiculares.
Além disso, essa técnica foi considerada mais eficiente devido a sua rapidez e menor custo.

A técnica de VSS esta se tornando cada vez mais prevalente em diversas areas, como medicina
reprodutiva, pesquisa biomédica e conservacdo de tecidos bioldgicos. Comparada as técnicas tradicionais de
congelamento, como o congelamento lento, a VSS oferece numerosas vantagens, especialmente na
preservacao de tecidos delicados.

Entre os inUmeros métodos de criopreservacdo descritos para tecido testicular canino, a VSS se
destaca tanto em animais adultos (CARVALHO, 2016) quanto de animais pré puberes (TEIXEIRA et al., 2021).
Contudo, apesar das numerosas vantagens apresentadas pela VSS, como preservacao da viabilidade dos
tecidos e a alta taxa de recuperacgao celular, ainda existem desafios a serem superados na implementacao
dela. Destaca-se a necessidade de estabelecer protocolos de criopreservacao padronizados e a otimizacao
de solucgdes de vitrificagao para os diferentes tipos de tecidos.

Outro aspecto relevante a ser ressaltado é o processo de aquecimento dos tecidos, este deve ser
realizado de forma controlada afim de evitar danos celulares decorrentes de mudancas abruptas de
temperatura. O método de aquecimento mais utilizado para tecido testicular é o banho-maria, assim, os
criotubos contendo as amostras devem ser retirados dos botijdes com nitrogénio e submetidos a 37 °C
durante 1 minuto (CARVALHO, 2016). Apdés o aquecimento, a remoc¢do dos agentes crioprotetores
objetivando evitar alteragdes osméticas que acarretam danos celulares deve ser realizada. Para isso, os
fragmentos devem ser submetidos a lavagens com solugBes compostas pelos agentes crioprotetores
utilizados no processo de congelacdo em decrescentes concentra¢des (CARVALHO, 2016).

Silva e colaboradores (2019) observaram resultados promissores ao empregar um protocolo de
aquecimento para amostras testiculares de catetos. O protocolo consistiu em aquecer as amostras a 37 °C
por 1 minuto, seguido pela remocdo dos crioprotetores em trés lavagens de 5 minutos cada, utilizando o
mesmo meio de vitrificagdo suplementado com 10% de SFB e concentragdes decrescentes de sacarose (0,50

M, 0,25 M e 0 M). Essa abordagem demonstrou eficacia na preservagdo da viabilidade do tecido testicular de
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catetos apds a criopreservagao.

Com a conclusdo das etapas de transporte, fragmentacao, criopreservagao e aquecimento diversas
sdo as avaliagdes teciduais possiveis. A anadlise histomorfoldgica do tecido através da colora¢do de HE é a
mais comumente empregada, sendo amplamente utilizada em laboratérios de patologia e pesquisa
avaliando de forma aleatdria tubulos seminiferos de diferentes campos da lamina histoldgica.

Outra coloragdo que pode ser realizada é a de AgNOR (Argyrophilic Nucleolar Organizer Regions)
utilizada para identificar regides organizadoras nucleolares (NORs) em células. A coloragdo pela prata das
regides NORs é caracterizada por marcar proteinas ligadas ao acido ribonucleico ribossémico, avaliando a
proliferacdo em células normais ou neoplasicas.

Ao utilizar tal coloragdo em tecido testicular visa-se identificar as NORs em células saudaveis da
linhagem espermatogénica e obtencdo da taxa de proliferacdo celular inferindo sobre a preservacgédo da
capacidade metabdlica do tecido criopreservado (LINDNER, 1993). Nessa coloragdo os tecidos sdo
submetidos a uma série de reacGes quimicas para revelar as NORs, primeiramente realiza-se um tratamento
com solucdo de prata (Ag) que se liga as proteinas associadas ao RNA ribossdomico presente nas NORs,
seguidamente para contrastar o tecido circundante deve-se submeter as amostras a coloragdo geralmente
hematoxilina ou Giemsa.

A microscopia confocal de varredura a laser é uma técnica avancada de imagem amplamente
utilizada em diversas areas, incluindo medicina, biologia, neurociéncia, ciéncias dos materiais, entre outras.
Ela oferece vdrias vantagens em relagdo a microscopia convencional, incluindo a capacidade de gerar
imagens de alta resolugdo e profundidade dptica aumentada.

Nesta técnica, um feixe de laser é usado para iluminar uma pequena area da amostra em um plano
focal especifico. A fluorescéncia gerada nesta area é entdo detectada por um fotomultiplicador e uma
imagem tridimensional de alta resolucdo é construida através do movimento controlado do feixe de laser
pela amostra, ponto a ponto.

Para o preparo dos fragmentos, é essencial seguir um protocolo adequado, dependendo da analise
a ser realizada. No contexto de avaliacdo da viabilidade tecidual antes e depois dos processos de
criopreservacdo, as amostras sdo coradas com sondas fluorescentes, o que permite a visualizagao e andlise
das caracteristicas celulares e estruturais dos tecidos em um nivel microscépico.

Apesar da microscopia confocal de varredura a laser ser uma ferramenta poderosa para a
visualizacdo e andlise de tecidos, ainda ha uma escassez de estudos que explorem sua aplicabilidade nesta
area especifica. Portanto, é necessario realizar mais pesquisas para entender completamente o potencial
dessa técnica na avaliagdao dos tecidos testiculares e sua aplicacdo em estudos relacionados a reproducao e

a criopreservacgado de células germinativas.

CONCLUSOES

Em suma, o processamento adequado de complexos testiculos-epididimos caninos para

criopreservagdo envolve uma série de etapas criticas, desde o acondicionamento dos fragmentos até a
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escolha dos crioprotetores e métodos de preservacao. A temperatura e o tempo desempenham papéis
fundamentais na preservacao da integridade do material biolégico, enquanto a selecdo adequada dos
crioprotetores e o tamanho dos fragmentos sdo aspectos essenciais para garantir a viabilidade celular
durante o processo de criopreservagao.

Além disso, a escolha dos métodos de criopreservagao, como o congelamento lento ou a vitrificagado,
requer consideracdes, levando em conta a eficiéncia e os possiveis danos estruturais aos tecidos. Apds o
processo de criopreservacgao, técnicas de avaliagdo tecidual, como analise histomorfoldgica e microscopia
confocal de varredura a laser, sdo de grande importancia para verificar a viabilidade e a integridade dos
tecidos.

Embora a microscopia confocal de varredura a laser ofereca vantagens significativas na visualizagao
e analise de tecidos, hd uma necessidade continua de mais pesquisas para explorar sua aplicabilidade
especifica na avaliacdo de tecidos testiculares. Assim, a otimizacdo dos protocolos de criopreservacdo e a
aplicacdo adequada das técnicas de avaliacdo tecidual sdo essenciais para avangar no campo da preservacao
de tecidos testiculares. Com esforgos continuos de pesquisa, podemos melhorar nossa compreensdo e

capacidade de preservar com sucesso a viabilidade e funcionalidade dos fragmentos testiculares,

contribuindo para aplicagGes clinicas e de pesquisa nesta area.
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