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QUALIDADE DAS CELULAS ESPERMATICAS CRIOPRESERVADAS OBTIDAS DE
TECIDO TESTICULAR DE GATOS DOME§TICOS: INFLUENCIA DO TAMANHO DOS
FRAGMENTOS E AVALIACAO DOS CRIOPROTETORES

RESUMO - Esta pesquisa teve por justificativa ampliar os estudos acerca da
criopreservacdo de tecido gonadal e células espermaticas de gatos domeésticos,
podendo servir de modelo experimental para felinos selvagens. Objetivou-se comparar
os efeitos da criopreservacdo sobre diferentes tamanhos de fragmentos testiculares,
empregando dois crioprotetores. Utilizaram-se os testiculos de 31 gatos domeésticos,
submetidos a orquiectomia eletiva. Os testiculos foram pesados e apenas 0s que
apresentarem pesos entre 1 e 2 g foram empregados. O tecido testicular foi dissecado e
cortado em fragmentos de tamanhos pré-determinados (0,3cm® e 0,5cm®). Uma amostra
foi direcionada para as avaliacbes a fresco: integridade de membrana e do DNA,
histopatologia; incidéncia de apoptoses por imuno-histoquimica; e indice de peroxidacéo
lipidica - TBARS. A criopreservacdo foi feita em meio Tris-gema Equex STM
suplementado com 3% de crioprotetores (glicerol e propanediol) através da técnica
congelacao rapida. Apds a descongelacdo, foram realizados os mesmos testes iniciais.
Os primeiros resultados obtidos com os 12 gatos iniciais apontaram na avaliacdo
histomorfoldgica e pelo teste de lipoperoxidacao lipidica que o glicerol foi mais eficiente
gue o propanediol na criopreservacdo de fragmentos testiculares de gatos domeésticos
de 0,5cm® (Capitulo 2). No experimento seguinte, avaliaram-se os fragmentos
testiculares de outros 31 gatos domeésticos, seccionados nos mesmos tamanhos e
criopreservados nas mesmas condigcbes do experimento anterior, empregando-se 3%
glicerol ou 3% propanediol no meio diluente Tris-gema Equex STM, utilizando a técnica
de congelamento rapido, seguindo das avaliagBes pelos testes para dano ao DNA dos
espermatozoides por meio da acridina laranja; e analise dos fragmentos teciduais semi-
guantitativamente por histomorfologia e imuno-histoquimica. A avaliacdo imuno-
histoquimica foi mais eficiente em verificar os danos as células tubulares seminiferas,
sendo possivel observar a marcacao diferenciada da caspase presente no citoplasma e
ndcleo das células espermaticas, bem como na cabeca dos espermatozoides. Por meio
da caspase foram verificado que os fragmentos frescos ja apresentavam danos
consideraveis as células teciduais e que nao diferiram dos achados para os fragmentos
criopreservados, demonstrando a eficiéncia do protocolo de congelacdo adotado, sem a
observacdo de superioridade entre os dois tamanhos de fragmentos ou entre 0s
crioprotetores. Contudo, a avaliagcdo apenas do espermatozoides tanto pela técnica de
acridina laranja, como pela imuno-histoquimica, pode-se verificar a inferioridade do
propanediol em relacdo ao glicerol para fragmentos de 0,5 cm3 (Capitulo 3). Novas
pesquisas que possam complementar os testes realizados neste estudo, como o cultivo
dos fragmentos, a fertilizac&o in vitro por meio de ICSI, ou ainda, o uso dos fragmentos
para xenotrasnplantes poderiam avaliar com maior acuracia os achados das pesquisas
reportadas nesta tese.

Palavras-chave: felino, criopreservacéo, crioprotetor



QUALITY OF CRYPRESERVED SPERM CELLS OF DOMESTIC CATS TESTICULAR
TISSUE: IMPORTANCE OF FRAGMENT SIZE AND EVALUATION OF
CRIOPROTECTANTS ACTION.

ABSTRACT - This research had the justification to broaden the studies about the
cryopreservation of gonadal tissue and sperm cells of domestic cats, and could serve as
an experimental model for wild cats. The objective of this study was to compare the
effects of cryopreservation on different sizes of testicular fragments using two
cryoprotectants. The testicles of 31 domestic cats submitted to elective orchiectomy were
used. The testes were weighed and only those weighing between 1 and 2 g were used.
The testicular tissue was dissected and cut into fragments of predetermined sizes
(0.3cm® and 0.5cm®). A sample was directed to fresh evaluations: membrane integrity
and DNA,; histopathology; incidence of apoptosis by immunohistochemistry; and lipid
peroxidation index - TBARS. Cryopreservation was done on Tris-egg yolk Equex STM
medium supplemented with 3% cryoprotectants (glycerol and propanediol) by the rapid
freezing technique. After thawing, the same initial tests were performed. The first results
obtained with the 12 initial cats showed that glycerol was more efficient than propanediol
in the cryopreservation of testicular fragments of domestic cats of 0.5 cm® (Chapter 2). In
the following experiment, the testicular fragments from 31 other domestic cats, sectioned
in the same sizes and cryopreserved under the same conditions as in the previous
experiment, were evaluated using 3% glycerol or 3% propanediol in the Tris- egg yolk
Equex STM medium, using rapid freezing technique, followed by evaluations for DNA
damage of the spermatozoa by acridine orange; and analysis of the tissue fragments
semi-quantitatively by histomorphology and immunohistochemistry. The
immunohistochemical evaluation was more efficient in verifying the damage to the
seminiferous tubular cells, being possible to observe the differentiated marking of the
caspase present in the cytoplasm and nucleus of the sperm cells, as well as in the
spermatozoa head. By caspase, it was verified that the fresh fragments already
presented considerable damage to the tissue cells and did not differ from the findings for
the cryopreserved fragments, demonstrating the efficiency of the adopted freezing
protocol, without the observation of superiority between the two sizes of fragments or
between the cryoprotectants. However, the evaluation of spermatozoa by both acridine
orange and immunohistochemistry, the inferiority of propanediol to glycerol can be
verified for fragments of 0.5 cm3 (Chapter 3). New research that could complement the
tests performed in this study, such as the culture of fragments, in vitro fertilization using
ICSI, or the use of fragments for xenotransplantation could more accurately assess the
findings of the research reported in this thesis.

Keywords: feline, cryopreservation, cryoprotector



CAPITULO 1 - Consideragdes Gerais

Introducao

Muitas espécies de felinos estdo ameacadas de extingdo, como consequéncia da
mortalidade pela caca predatoria, destruicdo dos seus habitats e também pelo trafico
ilegal (PRIMACK; RODRIGUES, 2000). Os grandes felinos, necessitam ocupar extensas
areas para atender suas necessidades, sendo animais vulneraveis a fragmentacdo e
degradacédo ambiental (SUTHERLAND, 2000). Entre estas, estdo 36 espécies de felinos
selvagens, como o leopardo-nebuloso (Neofelis nebulosa) e o Lince-ibérico (Lynx
pardinus), segundo dados do IUCN (2009). No Brasil, as oito espécies de felinos
selvagens que compdem a fauna estdo em risco de extincdo, tal como a onca-pintada
(Panthera onca) (OLIVEIRA; CASSARO, 2005; IBAMA, 2016).

Em consequéncia, h4 a reducéo na variabilidade genética, resultando em queda
da fertilidade (WILDT et al., 2010). Neste prisma, as tecnologias da reproducéo assistida
sdo uma excelente forma de solucionar problemas como disturbios fisicos e
comportamentais que impecam a reproducdo natural e descarta a necessidade de
transportar os animais; ainda, estas tecnologias possibilitam a conservacao de material
genético das espécies ameacadas (PUKAZHENTHI; WILDT, 2004; ZENG et al., 2006;
WILDT et al., 2010).

Entretanto, a manipulacdo e obtencdo de exemplares de felinos selvagens séo
fatores limitantes para o desenvolvimento de pesquisas. Por isso, a utilizacdo dos gatos
domésticos como modelos experimentais € uma excelente opcao, pois além de ser mais
facil a obtencdo de material biolégico dos mesmos, ha crescente interesse de criadores
nos avancos da reproducado assistida, decorrentes do aumento do mercado pet mundial
e, ainda, de maneira ampla, servindo como modelo de estudo para alteracbes humanas
(LUVONI, 2006; PUKAZHENTI et al., 2006).

A criopreservacdo do sémen traz amplos beneficios, pois possibilita o
armazenamento dos gametas masculinos por tempo indeterminado e o transporte de
material genético por longas distancias. Porém, o decréscimo na qualidade do sémen,
observados apés a descongelacdo, reduzem a sua capacidade fertilizante. Este fato,
somado as altas taxas de teratospermia (>60% de espermatozoides defeituosos)
observadas nos espermatozoides dos felideos (PUKAZHENTHI et al., 2006), dificulta o



seu sucesso na aplicacdo de biotecnologia e reforgca a necessidade de buscar outras
formas de processamento.

Novas possibilidades de criopreservacdo do material genético masculino ja foram
estudadas, como o uso de espermatozoides recuperados de epididimo. Recentemente,
a criopreservacdo do tecido testicular tem se mostrado uma alternativa plausivel e
inovadora, possibilitando a preservacdo do material genético masculino de qualquer
espécie animal que venha a sofrer orquiectomia terapéutica, ou morra inesperadamente
(BUARPUNG et al., 2012). Na medicina, a criopreservacéo do tecido testicular tem sido
estudada para uso em técnicas de xenotransplante, principalmente para preservacao
das células espermaticas em casos de doencgas oncoldgicas que necessitam de
tratamento quimioterapico (SINOHARA et al., 2002) e, em algumas espécies, 0 sucesso
da técnica foi comprovado pelo desenvolvimento de embrides e nascimento de
descendentes viaveis (MARKS et al.,, 1994, HORI et al.,, 2004; HORI et al.,, 2011;
THARASANIT, et al., 2012; THUWANUT, et al., 2013; BUARPUNG et al., 2013).

Independente da técnica de coleta dos espermatozoides, os danos ocorridos
durante a criopreservacdo podem prejudicar sua viabilidade. A adicdo de crioprotetores
aos meios diluentes garante a nutricdo das células e evita danos morfolégicos
decorrentes do choque térmico e osmético (WATSON, 2000). Entretanto, o tipo, a
concentracéo e/ou associagao de crioprotetores depende do tecido a ser congelado, do
tamanho do fragmento e da espécie animal.

Neste sentido, esta pesquisa se justifica por ampliar os estudos acerca da
criopreservacdo de tecido gonadal e células esperméticas, por meio da congelacdo de
fragmentos testiculares, técnica que permite ndo apenas a conservacao do material
genético dos espermatozéides, mas também seu emprego em técnicas de
xenotransplante em diferentes espécies. Aventou-se a hipotese de que o tamanho do
fragmento poderia interferir na qualidade tecidual e espermética apdés a descongelacgéo,
uma vez que o0s crioprotetores glicerol e propanediol a 3% apresentariam eficiéncia
diferente.

A escolha pelos crioprotetores glicerol e propanediol foi baseada nos ultimos
trabalhos para a espécie felina (COMIZZOLI et al., 2006; BUARPUNG et al., 2012;
THARASANIT, et al., 2012; THUWANUT, et al., 2013; BUARPUNG et al., 2013;
THUWANUT,; CHATDARONG, 2012; ALl et al., 2016), na tentativa de obter um



crioprotetor que fosse adequado para a criopreservagao tanto do tecido testicular quanto
especificamente das células esperméticas. A concentracdo de 3% foi baseada nas

observacdes de rotina do Laboratério de Reproducdo da FCAV — Unesp, Jaboticabal.

Objetivos

Geral: Avaliar os efeitos de dois crioprotetores na preservacao de tecido testicular
de gatos domésticos e na qualidade de seus espermatozoides recuperados.

Especifico:

- Avaliar se ha diferenca na qualidade de preservacdo entre o glicerol e o
propanediol a 3% sobre tecidos testiculares de gatos domeésticos criopreservados,
comparando dois tamanhos de fragmentos.

- Avaliar se ha diferenca na qualidade de preservacdo entre o glicerol e o
propanediol sobre a qualidade de espermatozoides recuperados (dano ao material
genético) de tecidos testiculares de gatos domésticos criopreservados, comparando dois

tamanhos de fragmentos.



Reviséo de literatura

Na tentativa de preservar o potencial genético, a associacdo das técnicas de
preservacdo de gametas e reproducdo assistida esta sendo aprimorada nos felinos
domésticos e selvagens (WILDT et al., 2010). Entre elas, a criopreservacdo de gametas
€ importante para a preservagdo genética e manutencdo das espécies ameacadas de
extingao por tempo indeterminado (PUKAZHENTHI et al., 2006).

Durante muito tempo, para os felinos, os esforcos foram direcionados para a
criopreservacdo de espermatozoides ejaculados obtidos por eletroestimulacédo, vagina
artificial ou por cateterizacdo uretral. Contudo, estes procedimentos foram inuteis se o
macho viesse a Obito. Para estes casos, 0 aproveitamento dos espermatozoides
presentes no tecido testicular e no epididimo é uma importante ferramenta na producéo
de embribes, além da possibilidade de associar outras técnicas reprodutivas, como a
fertilizac&o in vitro ou a injecado intracitoplasmética de espermatozoide (ICSI) (COCCHIA
et al., 2010). Esta ultima, caracteriza-se pela insercdo de um espermatozoide no
ooplasma do gameta feminino. Este processo favorece o sucesso no processo de
fertilizacdo, pois elimina os passos de penetracéo nas células do cumulus, a ligacdo com
a zona pelucida e a fusdo com o oolema (PALERMO et al.,, 1992), descartando a
necessidade de motilidade do espermatozoide.

Nos dUltimos anos, muitas pesquisas tém sido voltadas para técnicas de
conservacdo, manipulacdo e propagacdo das células germinativas masculinas. As
pesquisas visam a criopreservacdo ndo apenas dos espermatozoides, mas de todo o
tecido testicular, possibilitando além do aproveitamento do material genético dos
gametas, a preservacdo da producdo das células espermaticas in vitro ou in vivo
(xenotransplantes) (SHINOHARA et al., 2002; THUAWANUT, et al., 2012).

A criopreservacao de tecidos testiculares ja € uma realidade na medicina, na
tentativa de conservar a fertilidade de homens que necessitem passar por tratamentos
quimioterapicos gonadotoxicos (KEROS et al., 2007). Muitos estudos estdo descritos na
literatura empregando-se o tecido testicular em primatas (SCHLATT et al.,, 2002;
JAHNUKAINEN et al., 2007), porcos (ABRISHAMI et al., 2010), roedores (SCHLATT et
al., 2002; SHINOHARA et al., 2002; MILAZZO, et al., 2008; MILAZZO et al., 2010) e
peixes (BONO-MESTRE et al.,, 2009). Wu et al. (2011) iniciaram o uso da técnica de

criopreservacdo de tecido testicular na espécie bovina, objetivando obter mais



informagdes quanto aos melhores crioprotetores e 0s protocolos de descongelacao
extrapolando as informacdes obtidas para outras espécies.

Recentemente, estudos estdo sendo feitos com felinos, com resultados
satisfatorios utilizando espermatozoides testiculares refrigerados (testiculos inteiros
mantidos 4°C em meio Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS), COMIZZOLI et al.,
2006; BUARPUNG et al.,, 2012) ou criopreservados de gatos domésticos para
fertilizaces in vitro (fragmentos de 0,3 cm? criopreservados glicerol 5%, THARASANIT
et al., 2012). Thuwanut e Chatdarong (2012) atestaram a viabilidade da criopreservacao
(fragmentos de 0,3 cm® com DMSO 11 a 15% e Etilenoglicol 15%) do tecido testicular
com posterior recuperacdo de espermatozoides de qualidade para técnicas de
reproducao assistida em felinos selvagens (Felis Chaus e Panthera leo), mesmo quando
recolhidos de 2 a 24 horas post-mortem. No entanto, a metodologia e os protocolos da
criopreservacao do tecido testicular, como também sucessos na producéo de embrifes e
0 nascimento de descendentes férteis viaveis, ainda ndo estdo bem estabelecidos, seja
para felinos domésticos ou selvagens, necessitando-se da extrapolacdo de dados de
outras espécies ou de protocolos para outros tipos celulares (COMIZZOLI; WILDT,
2012).

Entre os fatores que precisam ser mais pesquisados para a espécie felina na
criopreservacao de tecido testicular estdo as substancias crioprotetoras, as quais sao
empregadas como forma de proteger o tecido das injurias durante o processo de
congelacdo. Estas substancias podem penetrar ou ndo, na membrana plasmatica,
prevenindo a formacéao de cristais de gelo dentro das células (CABODELAVIA; TERUEL,
2001). Os crioprotetores penetrantes sdo o glicerol, o dimetilsulfoxido (DMSO), o
propanediol (PrOH) e o etilenoglicol. Ja, entre os ndo penetrantes encontram-se
sacarideos, tais como, trealose, glicose e macromoléculas como a polivinilpirrolidona e o
hialuronato de sédio (ENGLAND, 1993; GIL-SALOM et al., 1996; JEZEK et al., 2001;
KEROS et al., 2005). Contudo, a eficacia dos crioprotetores depende de fatores como
concentracdo empregada, tipo de célula ou tecido, taxa de congelacdo e a espécie
estudada.

Em um anico fragmento de tecido testicular pode ser encontrada uma grande
variedade de células, desde as estruturais do tecido (Células de Leyding, Células de

Sértoli e midcitos) como as germinativas (espermatogdnias, espermatocitos 1 e 2 e
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espermatozoides) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Autores relatam que h& uma
diferenca na criopreservacdo entre estes diferentes tipos celulares quando estéo
isoladas ou em suspensdes, em relacédo a criopreservacao do tecido testicular como um
todo, principalmente no que diz respeito ao crioprotetor utilizado (HOVATTA, 2000;
CRABBE et al., 1999). O grau de crioprotecdo sobre um determinado tipo de célula
depende muito das propriedades dos crioprotetores, tanto pela sua capacidade de
penetracdo na membrana celular de cada célula como pela sua capacidade de difusao
pelo tecido (FULLER; PAYNTER, 2004). Os crioprotetores, quando expostos em
excesso as células podem ser citotoxicos (PEGG, 2002).

Desta forma, outros fatores podem afetar a qualidade das células testiculares e
espermaticas: a técnica de congelacdo (KEROS et al., 2007) e o tamanho do tecido a
ser congelado (CRABBE et al., 1999). Ha dois protocolos de congelacdo comumente
utilizados para a criopreservacao de tecido testicular: congelacao lenta e a congelacao
rapida. Congelacdo lenta € considerado o método convencional, no qual o0s
crioprotetores sdo empregados em baixas concentracdes para minimizar os danos
celulares e a toxicidade. Ja o método de congelacédo rapida expde as células a uma alta
concentracdo de crioprotetores com taxas de congelacdo ultrarrdpidas, impedindo assim
a formacédo de cristais de gelo (FULLER, 2004; PEGG, 2007). Esta ultima foi adaptada
para emprego em gatos para a técnica denominada Congelacéo rapida em 2 passos por
Thuwanut e Chatdarong (2012).

Para serem efetivos, os crioprotetores precisam ter uma adequada e rapida
difusdo por todo o tecido a ser criopreservado. Logo, o tamanho das amostras € um
importante fator a ser considerado. Em um estudo humano, a criopreservagdo de
testiculos criptorquidicos de garotos pré-puberes, fragmentados em tamanhos de 2-
9mm? ocorreu com sucesso (WYNS et al., 2007). Até o presente momento ndo ha
pesquisas que avaliaram o tamanho ideal do fragmento de tecido testicular a ser
congelado para a espécie felina. Buarpung et al. (2012) e Tharasanit et al. (2012)
obtiveram sucesso ao utilizarem fragmentos de tecido testicular de gatos domésticos de

aproximadamente 0,3 cm?.
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CAPITULO 3 — Avaliagio da fragmentacdo do DNA espermatico e das células tubulares
seminiferas obtidas de tecido testicular criopreservado de gatos domésticos: influéncia dos
crioprotetores e tamanho do fragmento
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Resumo

Este estudo objetivou avaliar os danos genéticos e moleculares ao tecido e espermatozoides
testiculares de gatos domésticos, seccionados em fragmentos de 0,3 cm® e 0,5 cm® e submetidos a
diferentes crioprotetores, propanediol ou glicerol. Os testiculos obtidos de 31 gatos domésticos
foram seccionados nos tamanhos desejados e imediatamente avaliados para dano ao DNA por
meio da acridina laranja e semi-quantitativamente por histomorfologia e imuno-histoquimica. Os
fragmentos restantes foram acondicionados em criotubos com 1 mL do diluente Tris-gema Equex
STM 3% glicerol ou 3% propanediol criopreservadas pela técnica de congelamento rapido. Os
fragmentos descongelados foram avaliados pelos mesmos testes iniciais. Na avaliacdo do dano ao

DNA das celulas espermaticas avaliadas pela coloragdo acridina laranja, foi verificado que o
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propanediol foi menos efetivo em relacdo ao glicerol, para criopreservacdo de fragmentos de 0,5
cm®. Nas avaliacdes histomorfoldgicas, foi verificada a superioridade da qualidade das células
espermaticas frescas em relacdo as criopreservadas para os critérios avaliados (destacamento das
células da membrana basal, retracdo do epitélio dos tabulos seminiferos, visibilidade do nucléolo
das espermatogonias e condensacdo nuclear das espermatogonias), para os dois tamanhos de
fragmentos. Apos a criopreservacdo foi verificada a perda da qualidade nestes parametros, sem
diferenca relevante entre os tamanhos de fragmentos ou entre os crioprotetores. Na identificacdo
das caspases 3 para verificacdo de apoptose celular, foram obtidas marcacGes diferenciadas para
citoplasma, nacleo e espermatozoides. Porém, ao se avaliar as marcacfes no citoplasma e nucleo
das células tubulo seminiferas, foi possivel observar que os fragmentos frescos ja apresentavam
danos celulares consideraveis e que ndo diferiram dos achados para os fragmentos
criopreservados, demonstrando a eficiéncia do protocolo de congelacdo adotado, sem a observacédo
de superioridade entre os dois tamanhos de fragmentos ou entre os crioprotetores. Contudo, a
marcacgdo da cabeca dos espermatozoides demonstrou sensibilidade destas células ao crioestresse

quando recuperadas de fragmentos de 0,5 cm3, criopreservados com propanediol.

Palavras-chaves: biotecnologia, reproducéo, felinos, acridina laranja, imuno-histoquimica
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1. Introducéo

Na busca pela preservacdo das espécies, a conservacdo do material genético
criopreservado, seja ele gametas ou embrides, € um recurso que ha muito tempo vem sendo
pesquisado em associacdo com as técnicas de reproducdo assistida (Pukazhenthi et al., 2006;
Buarpung et al., 2013). Ao se considerar um testiculo, temos uma grande fonte de material
genético que pode ser aproveitado, mesmo nos casos em que 0 macho apresenta oligozoospermia
Ou azospermia obstrutiva, ou mesmo que foram submetidos a orquiectomia terapéutica ou post-
mortem (Wyns et al., 2008; Buarpung et al., 2012). Muitos trabalhos nas ultimas décadas tem
demonstrado que os espermatozoides obtidos de tecido testicular podem ser criopreservados e
utilizados posteriormente em técnicas como a injecdo espermatica intracitoplasmatica (ICSI),
resultando no desenvolvimento de embrides e 0 nascimento de descendentes viaveis (Marks et al.,
1994; Schlatt et al., 2002; Shinohara et al., 2002; Hori et al., 2004; Jahnukainen et al., 2007;
Milazzo et al., 2008; Bono-Mestre et al., 2009; Abrishami et al., 2010; Milazzo et al., 2010; Wu et
al., 2011; Hori et al., 2011; Thuwanut et al., 2013; Buarpung et al., 2013).

Muitas espécies animais, entre elas os felinos selvagens, estdo ameacadas de extingcdo
(Primack e Rodrigues, 2000). O gato doméstico configura um importante modelo para o
desenvolvimento de estudos e elaboracdo de técnicas que possam vir a ser empregadas nos felinos
selvagens (Luvoni, 2006; Tharasanit et al., 2012). Neste sentido, recentes estudos obtiveram
importantes resultados com o uso de espermatozoides testiculares obtidos de tecidos
criopreservados (Comizzoli et al., 2006; Buarpung et al., 2012). O nascimento de filhotes de gatos
saudaveis foi o resultado mais expressivo para comprovar a manutencdo da habilidade de
fertilizacdo de oocitos pos ICSI, dos espermatozodides testiculares de tecidos criopreservados

(Tharasanit et al.,, 2012). Contudo, estes mesmos autores apontaram baixos indices de
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desenvolvimento embrionario e este fato pode ser decorrente de problemas na criopreservacao,
seja de espermatozoides testiculares quanto de embrides.

Esses resultados demonstram a necessidade de novas pesquisas que melhorem a eficiéncia
da técnica de criopreservacao e determinem as particularidades para a espécie felina. Entre outros
fatores que precisam ser melhor investigados estdo os crioprotetores mais adequados para a
preservacdo da qualidade do tecido e dos espermatozoides testiculares da espécie felina,
garantindo a nutricdo das celulas e prevencdo de danos morfoldgicos causados pelo choque
térmico e osmotico (Watson, 2000).

Considerando-se ainda a eficiéncia do crioprotetor, outro fator com importante participacdo
na qualidade do tecido ap6s descongelacdo é o tamanho do fragmento a ser criopreservado
(Crabbé et al., 1999), uma vez que cada crioprotetor apresenta uma diferente penetracdo no tecido,
dependendo e muito da sua densidade e peso molecular (Abrishami et al., 2010).

O presente estudo teve por objetivo comparar a eficiéncia de dois crioprotetores
(Propanediol 3% e Glicerol 3%) na criopreservacio de fragmentos (0,3cm® e 0,5cm°) de tecido
testicular de gatos domésticos, por meio da avaliacdo da qualidade dos espermatozoides

recuperados e dos tabulos seminiferos.

2. Material e Métodos

Este estudo foi desenvolvido de acordo com os Principios Eticos na Experimentaco
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho” — Campus de Jaboticabal (Protocolo n® 013583/14).
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2.1 Coleta dos testiculos, criopreservacéo e descongelacdo

Os testiculos foram obtidos de 31 gatos domésticos (sem raca definida, 1 a 5 anos)
submetidos a orquiectomia eletiva no Centro de Esterilizacdo de Cées e Gatos da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Campus de Jaboticabal, Brasil. Os testiculos foram transportados
dentro de tubos tipo Falcon de 50mL contendo NaCl 0,9% , acondicionados dentro de uma caixa
de isopor (18°C), iniciando o processamento em no maximo 1 h. Para cada testiculo, tecido
testicular interno (tubulos seminiferos e tecido intersticial) foi separado dos vasos, tunica
albuginea e epididimo, sendo entdo lavados 3 vezes em NaCl 0,9% suplementado com
estreptomicina (100 ug/mL) + penicilina (100 Ul/mL). Cada gato representou uma unidade
experimental, sendo estabelecidos pools de fragmentos com os tamanhos desejados obtidos de
ambos os testiculos de um mesmo animal. O corte dos fragmentos procedeu-se com 0 a sec¢do por
meio de lamina de bisturi (n° 15), no plano mediano e transverso dos testiculos e o descarte das
regides periféricas (proxima a tdnica albuginea e a regido de mediastino), obtendo-se tiras no
tamanho de largura desejados (0,3cm x 0,3 cm e 0,5 cm x 0,5 cm), obtendo-se assim as regides de
maior concentracao de tubulos seminiferos. Estas por¢des foram entdo seccionadas em fragmentos
de 0,3 cm®(0,3x 0,3 x 0,3 cm) e 0,5 cm*(0,5 x 0,5 x 0,5cm), medidos com paquimetro digital. Ao
todos foram seccionados 9 fragmentos para cada tamanho pesquisado.

Para cada unidade experimental, um fragmento de cada tamanho (0,3 e 0,5 cm?®) foi
imediatamente avaliado para fragmentacdo do DNA dos espermatozoides. Outros dois fragmentos
foram armazenado em solucdo fixadora para analise semi-quantitativa por histomorfologia e
imuno-histoquimica. Dos fragmentos restantes, foram estabelecidos criotubos, dois com 3
fragmentos de 0,3 cm® e outros dois com 3 fragmentos de 0,5 cm®, contendo cada um, 1 mL do
diluente Tris-gema Equex STM contendo glicerol a 3% ou propanediol a 3%. Eles foram mantidos

por 10 min a temperatura ambiente e em seguida, colocados em refrigerador a 4°C por 10 min.
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Finalmente os criotubos foram deitados horizontalmente em uma rack a 4 cm sobre a coluna de
nitrogénio liquido, reduzindo a temperatura com o vapor a -90°C for 30 min, sendo imersa em
seguida no nitrogénio liquido (-196°C) para congelacdo. Apos, as amostras foram armazenadas em
botijao criogénico.

Na descongelacéo, as amostras foram expostas ao ar por 10 segundos e submergidas dentro
do banho-maria a 37°C por 30 segundos. Os tecidos testiculares foram colocados no meio diluente
TRIS a 37°C por 5 min. Os fragmentos descongelados foram entdo avaliados novamente para 0s

mesmos testes citados anteriormente.

2.2 Fragmentacdo de DNA das células espermaticas

Os espermatozdides foram recuperados apOs fatiamentos sucessivos do fragmento
testicular com lamina de bisturi em placa de petri (35 x 10 mm) contendo ringer simples, seguido
da agita¢do por meio de pipetagem (pipeta de 100uL). A solucdo obtida foi filtrada em malha de
nylon 40pm (Falcon cell strainer BD®) para melhor individualizacdo dos espermatozoides
recuperados.

A avaliagdo da fragmentacdo do DNA dos espermatozoides recuperados dos tecidos foi
realizada por microscopia de fluorescéncia, seguindo o protocolo de Unanian, (2000): 10uL do
recuperado espermatico foi utilizado para fazer um esfregaco em uma lamina de vidro. Apds o
esfregaco, as laminas foram secas ao ar e fixadas em solucdo de acido acético glacial-metanol
(1:3) (Solucéo de Carnoy), overnight a temperatura ambiente. A seguir, as laminas foram secas ao
ar e coradas com solucdo de acridina laranja a 1% com pH 2,5 (10mL da acridina laranja a
10mg/mL, 40mL de solucdo &cido citrico 0,1M e 2,5mL da solu¢do de Na,HPO, 0,3M) por 5
minutos e lavadas com agua destilada. As amostras foram avaliadas em microscopia de

epifluorescéncia. As fluorescéncias observadas foram classificadas: DNA integro (DNA nativo —
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dupla fita) fluorescendo em verde; e DNA desnaturado fluorescendo em laranja, amarelo ou

vermelho.

2.3 Avaliacao Histomorfologica

Os fragmentos testiculares frescos e descongelados foram preparados para avaliacdo
histologica de acordo com protocolo de rotina empregado no laboratério anatomia patoldgica da
Universidade de Franca (UNIFRAN/SP): os mesmos foram fixados em Solucéo de Bouin por 6-10
h a 48°C. Apos este periodo eles foram lavados com banhos em etanol 70% trocado a cada 48 h
por 4 vezes, para remocdo do excesso de pigmento amarelo da Solucdo do Bouin. Em seguida, 0s
fragmentos foram acondicionados em cassetes devidamente identificados e prosseguiu-se com o
processo de desidratacdo, banhando as amostras durante 10 min em solugbes de concentracao
crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%, 3 x em cada concentracao), finalizando com a imersédo das
mesmas em solucdo de xilol em dois banhos de 10 minutos cada. Para finalizar as amostras foram
embebidas em parafina histolégica (56-58° Synth®).

As amostras foram seccionadas em (5-6um) e, ap6s montagem das laminas, as mesmas
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Uma analise semi-quantitativa ndo
computadorizada para integridade e alteracGes estruturais foram avaliadas em microscopia de luz.
Cinco éareas de cada seccdo foram escolhidas aleatoriamente e classificadas de acordo com
adaptacdo de Milazzo et al. (2008): Avaliacdo da integridade do revestimento epitelial dos tubulos
seminiferos - (i) destacamento das células da membrana basal, classificadas como 0, se ausente, 1
<75% e 2 > 75% da circunferéncia; (ii) retracdo do epitélio como 0 se ausente, 1 se ligeira e 2 se
Obvia; Avaliacdo da integridade do nucleo das espermatogonias - (iv) visibilidade do nucléolo da

espermatogonia classificada em 0 se facil (visivel em 40% das células) e 1 se indistinguivel; (V)
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visibilidade de condensacdo nuclear nas espermatogonias classificada como 0 se ausente, 1 se

<40% e 2 se >40% picndticas.

2.4 Avaliacdo Imuno-histoquimica

A avaliacdo imuno-histoquimica foi realizada para verificar a apoptose das células
(Fragmentacio de DNA) pelo sistema de deteccdo por antigeno livre de biotina (Reveal®).

Depois da separacdo dos cortes histologicos, seccdes dos fragmentos com 4 pm de
espessura foram usadas apds serem desparafinizadas e reidratadas. Em seguida, realizou-se a
recuperacdo antigénica com imersao em solucdo citrato 10 mM (pH 6) em panela de presséo (Elite
Platium) por 30 minutos. Apos, as amostras foram resfriadas em banho-maria com agua e gelo por
20 minutos e lavadas com agua deionizada. Conseguinte as amostras foram para a fase de
bloqueio de peroxidase enddgena com o Bloqueador de Peroxidase (reagentes do kit Reveal
Spring), sequido do bloqueio de proteinas inespecificas (Reveal Spring cod. SPD-125) e incubadas
a 27°C por 30 minutos. Em seguida as amostras foram marcadas com anticorpo primario (1:300,
Caspase 3, Cell Insight®) e armazenadas em refrigerador 4°C por 18 h . Passo seguinte, as
amostras foram lavadas com solucdo tampé&o Tris (pH 7,4) e marcadas com o anticorpo secundario
(Polymers Reveal HRP, kit Spring— C6d. SPD -125), sendo incubadas novamente a 27°C por 1
hora em camara escura. As laminas foram entdo, lavadas novamente com solucdo tampéo Tris e
iniciou-se a reacdo de revelacdo com o substrato cromégeno diaminobenzidine (DAB chromogen,
kit Reveal Spring — Cdd. SPD -125). Seguinte, a reacao foi parada com agua destilada e as laminas
contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1-2 minutos, sendo lavadas em seguida em agua
corrente. Logo em seguida, as amostras foram hidratadas com banhos em etanol em concentracéo

crescente e xilol.
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Na finalizacéo, retirou-se o excesso de agua por baixo das laminas, seguido da cobertura
das amostras com resina Entelan e sobrepostas com laminula, sendo mantidas sobre uma
superficie horizontal para secar. Para leitura das laminas, foi utilizada microscopia de luz (Leica
DM 2500), sendo avaliadas em objetivas de 20x e quantificadas em objetivas de 40x. A
intensidade de expressdo da caspase 3 nas amostras foi semi-quantificada de acordo com Walker
(2006) modificado, sendo diferenciada a marcacdo do citoplasma, nucleo e espermatozoides, e
cada uma classificada em: 0 — negativo, 1 <10% de células coradas, 2- 10 a 50% de células

coradas e 3 >50% de células coradas.

2.4 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando o Statistical Analysis Systems software
package (Version 9.4; SAS Institute Inc., 2014, NC, USA). Para as analises semi-quantitativas foi
empregado a ferramenta Proc-freq para obtencdo das frequéncias, sendo testada a probabilidade e
associacao das caracteristicas pelo Teste Chi-quadrado e Teste Exato de Fischer. As diferengas
estatisticas para medidas repetidas foram avaliadas pelo One-way ANOVA. O teste Student-
Newmann-Keuls post hoc foi usado para avaliar aos valores encontrados para as amostras frescas
e criopreservadas dos espermatozoides recuperados e tecido testicular. P foi considerado

estatisticamente significante quando p< 0.05.

Resultados

Em relacdo ao dano do DNA das células espermaticas recuperadas dos tecidos testiculares
(n=16) e coradas pela acridina laranja, ndo foi verificada diferenca estatistica significativa entre os
fragmentos frescos nos dois tamanhos avaliados (0,22 +0,03 para 0.3cm® e 0,30 +0,05 para

0,5cm®, média +SEM) ou entre as amostras criopreservadas com glicerol (0,27 +0,05 0,3cm® e
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0,31 +0,05 0,5cm®) ou propanediol (0,35 +0,09 0,3cm® e 0,47 +0,07 0,5cm°). Contudo, diferenca
significativa foi observada entre propanediol (0,47 +0,07) e os grupos fresco (0,30 £0,05) e o

glicerol (0,31 +0,05) para o tamanho 0,5 cm® (Tabela 1).

Tabela 1. Avaliacdo dos espermatozoides recuperados do tecido testicular de gatos domésticos
para dano ao DNA, antes e apds a criopreservacdo, usando coloracdo de acridina
laranja. Jaboticabal, 2017.

Tamanho dos fragmentos

Grupos 0.3cm® 0.5cm’
Fresco (controle) 0,22+0,03" 0,30+0,05"
Glicerol 3% 0,27+0,05" 0,31+0,05"
PrOH* 3% 0,35+0,09” 0,47+0,07°

*PrOH= propanediol.
Médias na mesma coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maiuscula) diferem significativamente pelo teste Student-Newman-
Keuls (p<0,05). n=16.

Foram verificadas muito poucas alteracdes no destacamento das células da membrana
basal para os fragmentos frescos durante a avaliagdo histomorfologica da integridade do
revestimento epitelial dos tGbulos seminiferos, em ambos os tamanhos. Ao todo, 16,3% das
amostras estavam sem estas alteracdes (Tabela 2; Figura 1 A e B). Quanto as amostras
criopreservadas, foi verificado que o tamanho de 0,5cm® apresentou alta frequéncia (13,04%) em
grau 1, tanto para o glicerol quanto para o propanediol, com presenca de destacamento de
membrana, mas acometendo menos que 75% da circunferéncia tubular (Tabela 2; Figura 3 A e B).

No critério de retracdo do epitélio, os melhores resultados foram para as amostras frescas
com a maioria das amostras sem alteracdo visivel em ambos os tamanhos (17,39% - 0,3cm® e
16,30% - 0,5cm®). Contudo, foi verificado que os fragmentos de 0,5cm?® criopreservadas, tanto

com glicerol, quanto com propanediol, apresentaram a maioria das amostras classificadas em grau

1 com ligeira retragéo (11,96% - 0,3cm?® e 10,87% - 0,5cm°) (Tabela 3; Figura 3 A e B).
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Tabela 2. Avaliacdo histomorfologica do tecido testicular de gatos domeésticos para destacamento
das células da membrana basal. Jaboticabal, 2017.

Classificacao
0-ndoha 1<75% 2>75%
Fresca (controle) ~ 16,30™? 1,095¢ 0,00¢

Tamanho do fragmento Grupos

0,3cm’ Glicerol 3% 3,26°° 8,70~ 43582
PrOH* 3% 6,525° 8,70"" 1.09%¢

0.5¢m Fresca (controle)  16,30**  1,09%2 0,00¢°
’ Glicerol 3% 1,09%¢ 13,04%%  217BP
PrOH* 3% 2,17° 13,04%¢  1,09%¢

*PrOH= propanediol.

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maidscula/minascula) diferem significativamente pelo teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05). n=31.

Tabela 3. Avaliacdo histomorfologica do tecido testicular de gatos domésticos para retracdo do
epitélio dos tubulos seminiferos. Jaboticabal, 2017.

Classificacao

Tamanho do fragmento Grupos 0-ndohd 1-ligeira 2-6bvia
Fresca (controle) ~ 17.39%2 0.008 0.008¢
0,3cm’ Glicerol 3% 3.2684 65220 5277
PrOH* 3% 7.61°° 7.61°° 1.098¢
Fresca (controle) ~ 16.30"° 1.095¢ 0.00%*
0,5cm® Glicerol 3% 1.09%¢ 11.96"*  3.26°%°¢
PrOH* 3% 1.09%¢ 10.87°° 43580

*PrOH= propanediol.

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maidscula/minuscula) diferem significativamente pelo teste Student-
Newman-Keuls (p<0.05). n=31.

Quanto a avaliacdo da integridade do nucleo das espermatog6nias foi verificado que a
visibilidade do nucléolo apresentou grande diferenca entre as amostras frescas e as
criopreservadas, para ambos os tamanhos e crioprotetores. Todas as mostras a fresco
apresentaram-se classificadas de facil visibilidade do nucléolo em mais de 40% em cada corte. Ja

as amostras criopreservadas apresentaram quase que sua totalidade com nucléolo indistinguivel

como pode ser visto na Tabela 4. Com relacdo a presenca de condensacdo nuclear das
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espermatogonias, onde o nucleo é visto picndtico, foi verificado que as amostras frescas
apresentaram-se, em sua maioria, classificadas como grau 1 (11,96%; <40% das células com
nucleo picndtico) para ambos crioprotetores. Quanto as amostras criopreservadas, em todas foi
apresentaram esta alteracdo, sendo que a maioria foi classificada em grau 2, com mais de 40% das

células com nucleo picnotico (Tabela 5).

Tabela 4. Avaliacdo histomorfologica do tecido testicular de gatos domésticos para visibilidade
do nucléolo das espermatog0nias. Jaboticabal, 2017.

Classificacao

Tamanho do fragmento Grupos 1-
0 - facil (>40%) indistinguivel
Fresca (controle) 17,3972 0,00B¢
0,3 cm’ Glicerol 3% 0,008 16,307
PrOH* 3% 2,178° 14,13°°
Fresca (controle) 17,3972 0,008¢
0,5¢cm’ Glicerol 3% 0,008 16,307
PrOH* 3% 0,00°¢ 16,30™°

*PrOH= propanediol.

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maidscula/minascula) diferem significativamente pelo teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05). n=31.

Tabela 5. Avaliacdo histomorfologica do tecido testicular de gatos domésticos para condensacao
nuclear das espermatogdnias. Jaboticabal, 2017.
Classificacdo
Tamanho Grupos 0-néo 1<40%  2->40%
picnético  picndtico  picnoético
Fresca (controle)  4,3522 11,962 1,09%¢

0,3cm®  Glicerol 3% 0,000 1,008%  1520Ab
PrOH* 3% 0,00 1.098° 15,2270
Fresca (controle) 0,00°° 11,962 5,435°¢
0,5cm®  Glicerol 3% 0,008 0,00%¢ 16,30%2
PrOH* 3% 0,008° 0,008¢ 16,30

*PrOH= propanediol.

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maitscula/minuscula) diferem significativamente pelo teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05). n=31.
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A andlise de imuno-histoquimica para verificacdo de apoptose pela caspase 3 permitiu uma

diferenciacdo de marcacéo entre o citoplasma e nucleo das células tubulares, além da marcacgédo da

cabeca dos espermatozoides, em diferentes intensidades (Figuras 4-6). Na avaliacdo do

citoplasma, os melhores resultados foram verificados para as amostras frescas de 0,3cm?, onde

7,88% ndo apresentaram marcacdo. Para as amostras frescas de 0,5cm°, a maioria das amostras

(8,48%) apresentou a0 menos uma leve marcacdo (grau 1 <10%) (Figura 4). ApoOs a

criopreservacao, os dois tamanhos de fragmentos apresentaram-se semelhantes na porcentagem

das amostras com marcacgdo para caspase 3. Ao menos 10% das células visualizadas nos campos

avaliados (Tabela 6), foram coradas, sem destaque para nenhum crioprotetor (Figuras 5 e 6).

Tabela 6. Avaliacdo imuno-histoquimica com caspase 3 do tecido testicular de gatos domésticos
com marcacdo do citoplasma das células tubulo-seminiferas. Jaboticabal, 2017.

Caspase+ Citoplasma

Tamanho Grupos

0-nao ha 1 <10% 2-10a50% 3>50%

Fresca (controle) 7,882 3,645¢ 3,645¢ 3,034

03cm®  Glicerol 3% 1,21P4 3,64°° 4,858° 6,672
PrOH* 3% 1,21¢4 5,450 5,452 4,248°¢

Fresca (controle) 5,455° 8,482 2,42¢¢ 2,42¢¢

0,5cm®  Glicerol 3% 1,21P4 1,82¢¢ 5,4552 6,06™"
PrOH* 3% 2,42°°¢ 3,034 3,645°¢ 6,67

*PrOH= propanediol.

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maidscula/minascula) diferem significativamente pelo teste Student-

Newman-Keuls (p<0,05). n=31.

A presenca de marcacdo de caspase 3 no nucleo das células tubulares foi verificada na

maioria das amostras, com a maior frequéncia classificada como grau 2 (10 a 50% dos nucleos

marcados), tanto para os fragmentos frescos, quanto para os congelados, independente do tamanho

e crioprotetor empregado (Tabela 7).
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Tabela 7. Avaliagdo imuno-histoquimica com caspase 3 do tecido testicular de gatos domésticos
com marcacgdo do nucleo das células tubulo-seminiferas. Jaboticabal, 2017.

Caspase+ Nucleo
0-ndoha 1<10% 2-10a50% 3>50%

Fresca (controle) 1,212 4,248° 12,734P 1,214

Tamanho Grupos

0,3cm®  Glicerol 3% 0,61°° 3,038° 10,30"° 2,42°°
PrOH* 3% 0,61P° 4,248° 10,30"° 1,21%¢
Fresca (controle)  0,61¢° 1,828¢ 13,332 1,828¢
0,5cm®  Glicerol 3% 0,00°°¢ 3,038¢ 9,704 1,82¢¢
PrOH* 3% 1,21P2 4,852 6,67 3,03%°

*PrOH= propanediol.

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maidscula/minuscula) diferem significativamente pelo teste Student-
Newman-Keuls (p<0,05). n=31.

Os espermatozoides presentes nos cortes histolégicos também apresentaram marcacao
significativa pela caspase 3 (Tabela 8). Para o tamanho de fragmento de 0,3cm3, tanto as amostras
frescas (8,54%) como as criopreservadas (9,15%) foram classificadas em grau 1 (<10% das
amostras coradas). De modo semelhante, o tamanho de 0,5 cm3 de fragmento, foi verificado que as
amostras frescas apresentaram maior frequéncia também classificada em grau 1 (9,15%). No

entanto, entre as amostras criopreservadas, a maior frequéncia foi observada em grau 2 (entre 10 a

50% dos espermatozoides corados), sendo 7,32% para o glicerol e 7,93% para o propanediol.
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Tabela 8. Avaliacdo imuno-histoquimica com caspase 3 do tecido testicular de gatos domésticos
com marcagdo nos espermatozoides. Jaboticabal, 2017.

Caspase+ Espermatozoides

Tamanho  Grupos 0-nfoha 1<10% 2-10a50% 3 >50%
Fresca (controle)  5,495° 8,54"" 3,05%¢ 0,61°2

0,3cm®  Glicerol 3% 1,22¢¢ 9,15"2 5,495° 0,61P2
PrOH* 3% 0,00°¢ 9,1582 6,10"° 0,612

Fresca (controle)  6,10%2 9,152 4,27%1 0,00°®

0,5cm®  Glicerol 3% 1,200¢ 6,718¢ 7,327 0,00°P
PrOH* 3% 1,22¢¢ 5,498 7,937 0,61P2

*PrOH= propanediol.

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas
(maidscula/minuscula) diferem significativamente pelo teste Student-

Newman-Keuls (p<0,05). n=31.
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testicular fresco cortado em 0,3 e 0,5 cm3, respectivamente, onde é possivel verificar a qualidade das células tubulo-

seminiferas, com auséncia de destacamento das células da membrana basal e picnose nuclear das espermatogonias.

Hematoxilina-eosina, 40X.
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Figura 2 - Fragmentos testiculares de 0,3 cm?®, criopreservados com propanediol (A) e glicerol (B). Nestes cortes é possivel
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observar facilmente os danos de picnose das espermatogdnias (cabega de setas) e retracdo do epitélio tecidual (setas).

Hematoxilina-eosina, 40x.
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Figura 3 - Fragmentos testiculares de 0,5 cm®, criopreservados com propanediol (A) e glicerol (B). Nestes cortes é possivel
observar facilmente os danos de picnose das espermatogbnias (cabeca de setas) e retracdo do epitélio tecidual (setas).

Hematoxilina-eosina, objetiva 40x.
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Figura 4 - Fotomicrografia do corte para imuno-histoquimica, do fragmento testicular fresco de gatos domésticos, cortado
em 0,5 cm®, onde é possivel verificar a marcacdo de caspase 3 apenas no citoplasma das células tGbulo-seminiferas.
Hematoxilina-eosina, 20x.
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Figura 5 - Fotomicrografia dos cortes para imuno-histoquimica, de fragmentos testiculares de gatos domeésticos.
Fragmentos testiculares de 0,3cm?®, criopreservado com propanediol onde é possivel observar a marcacéo da caspase 3 com
predominio no citoplasma e espermatozoides, mas pouca marcagdo nuclear. Hematoxilina-eosina, 20x.
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Figura 6 - Fotomicrografia dos cortes para imuno-histoquimica, de fragmentos testiculares de gatos domésticos. Fragmento
testicular de 0,5cm?, criopreservado com propanediol. E possivel observar a marcagéo da caspase 3, em todas as estruturas
(citoplasma, nucleo e espermatozoides). Hematoxilina-eosina, 20x.
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Discussao

A criopreservacdo de tecido testicular € uma ferramenta muito importante de preservagédo
de material genético (Wyns et al., 2008; Buarpung et al., 2012). Contudo, para que os fragmentos
possam ser utilizados apds a descongelacdo, é necessario que os protocolos de criopreservacao
preservem a integridade do DNA das células espermaticas e/ou a qualidade estrutural do tecido
(Thuwanut et al., 2013). Neste presente estudo, um 6timo crioprotetor, assim como o tamanho do
fragmento, foram avaliados para a eficiéncia de criopreservacdo do tecido testicular e
espermatozoides testiculares recuperados de gatos domésticos.

A ocorréncia de fragmentacdo do DNA nas células espermaéticas avaliadas pela coloracéo
de acridina laranja demonstrou que os fragmentos de 0,5 cm?® criopreservadas com propanediol
apresentaram o pior resultado (47% das células com dano no DNA), diferindo significativamente
do glicerol (31% das células com dano no DNA) e das amostras frescas (30% das células com
dano no DNA), nas mesmas condicGes. Esses achados podem indicar a ineficiéncia do propanediol
em relacdo ao glicerol, na protecdo dos espermatozoides presentes em fragmentos de 0,5cm3,
assim como observado em estudos prévios (Macente et al., 2016).

Autores ao comparar o glicerol com a combinacdo do Etilenoglicol com DMSO, néo
observaram diferenca entre estes para dano ao DNA das células espermaticas de fragmentos
testiculares de gato doméstico (0,3 cm3) (Chatdarong et al., 2016). As diferencas de atuacdo dos
crioprotetores podem ser justificadas por suas propriedades, como o tamanho e peso molecular
que podem afetar a velocidade de penetracdo e saida no tecido testicular (Abrishami et al., 2010)
ou sobre a penetracdo nas membranas plasmaticas entre os diferentes tipos celulares (Pegg, 2000).

Na histomorfologia, podemos inferir que as amostras frescas apresentavam preservacao do

revestimento epitelial no momento da coleta, mas essa qualidade regrediu ap0s 0s processos de
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criopreservacao, demonstrando que a qualidade tecidual sofre queda independente da metodologia
utilizada (Ball e Vo, 2001).

Entre as amostras criopreservadas, a avaliacdo da integridade do revestimento epitelial do
tecido testicular apresentou as piores classificacdes para os fragmentos de 0,5 cm3, tanto para o
glicerol quanto para o propanediol. Ja na avaliacdo da integridade do ndcleo das espermatogénias
pode ser verificado que as amostras criopreservadas sofreram graves alteracGes, independente do
tamanho do fragmento e tipo de crioprotetor. Em ratos, a criopreservacdo do tecido testicular
(testiculo inteiro) com DMSO demonstrou-se mais eficiente que o glicerol e o propanediol nas
avaliacBes histomorfologicas e ultraestrutural (Ali et al., 2016). Wu et al. (2011) observaram
maior eficiéncia do DMSO na criopreservacao de tecido testicular de bovinos fragmentados em
0,3 e 0,5 cm3, ao compara-lo ao propanediol e o etilenoglicol. Contudo, a avaliacdo entre as
associacfes do DMSO com o glicerol, o DMSO com Etilenoglicol e Glicerol com Etilenoglicol
para criopreservar fragmentos de 0,1cm3 de gatos domésticos apontou a eficiéncia apenas dos
grupos que continham glicerol (Lima et al., 2016). Pode-se verificar que 0 DMSO e o glicerol se
sobressaem aos demais crioprotetores citados na protecdo estrutural dos tecidos testiculares. No
entanto, ainda ndo foi estabelecido qual o melhor crioprotetor para a espécie felina, sendo
extrapolados dados destas outras espécies ou, ainda, de sucessos obtidos na criopreservacao de
tecidos ovarianos.

Sobre a avaliagdo imuno-histoquimica, a caspase 3 € uma proteina que participa da cascata
de apoptose celular. Sua sinalizacdo citoplasmatica indica que a célula iniciou processo de
degeneracdo celular, mas € a marcacdo nuclear que atesta a morte celular (Earnshaw et al., 1999).

No presente estudo, foram observadas marcacbes bem evidentes e distintas para
citoplasma, nucleo e espermatozoides. Neste sentido verificamos que os achados para a caspase 3

citoplasmatica apresentaram uma distribuicdo semelhante na classificagdo das amostras
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criopreservadas, independente do tamanho ou crioprotetor. Toda via, a marcacdo para caspase 3
nuclear foi evidente entre 10 a 50% das amostras, independente do tamanho e grupo avaliado,
mesmo para as amostras frescas. A avaliacdo das amostras por meio da imuno-histoquimica
mostrou-se mais precisa na determinacdo dos efeitos deletérios da criopreservacdo em relacdo a
avaliacdo histoldgica basica, assim como observado para a técnica TUNEL (Negoescu et al.,
1996). Este é o primeiro estudo a empregar a caspase 3 na avaliacdo de apoptose celular em tecido
testicular de felinos. Por meio dela foi possivel verificar, a semelhanca das observacbes de
Thuwanut et al. (2013), a fragilidade do tecido testicular, sendo necessaria adequada refrigeracéo
durante o transporte do material logo ap6s a coleta, bem como agilidade no inicio do
processamento das amostras. Os achados deste estudo demonstram que 1 h entre a coleta apos a
cirurgia de orquiectomia eletiva até o inicio do processamento pode comprometer ao menos 50%
das células espermaticas.

Os valores observados para a marcacdo de caspase 3 nos espermatozoides também
demonstraram danos nas amostras frescas. Estas foram semelhantes aos achados para as amostras
criopreservadas em 0,3 cm3, independente do crioprotetor. Entretanto, para o tamanho de
fragmento de 0,5 cms3, as amostras criopreservadas apresentaram-se com até 5 vezes mais
espermatozoides marcados com caspase 3, sendo o pior resultado observado para o crioprotetor
propanediol. Estes resultados demonstram que o propanediol é menos efetivo na protecdo de
espermatozoides testiculares criopreservados dentro do tecido testicular.

Os achados de marcacdo da caspase 3 para espermatozoides reforcam e ampliam 0s
resultados para danos ao DNA pela acridina laranja, deste e de estudos anteriores (Macente et al.,
2016), onde os fragmentos de 0,5 cm3 ndo sdo adequadamente crioprotegidos pelo propanediol em
relacdo ao glicerol. Resultados semelhantes foram observados ao avaliarem o efeito do glicerol,

etilenoglicol, propanediol e DMSO, para criopreservar tecido testicular de gatos domesticos
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adultos, objetivando espermatozoides vidveis para realizacdo de ICSI. Neste caso, os resultados
foram superiores com o glicerol a 10% (Buarpung et al., 2013).

Com base nos resultados, podemos observar a diferenca na atuacéo dos crioprotetores, com
relacdo a protecdo que oferecem ao tecido testicular ou aos espermatozoides. Muitos estudos ja
apontam a superioridade do glicerol para algumas espécies na criopreservacdo das células
espermaticas de ejaculados, recuperados epididimarios e suspensGes de células obtidas de
fragmentos testiculares, mesmo para a especie felina (Crabbé et al., 1999; Axnér et al., 2004;
Chatdarog et al., 2016). Em nossos estudos, podemos concluir por meio da imuno-histoquimica
que tanto o glicerol quanto o propanediol na concentracdo de 3% proporcionaram protecdo aos
danos causados pela criopreservacdo para ambos os tamanhos de fragmentos pesquisados,
podendo prevenir até 50% das células teciduais testiculares. Contudo, 0s espermatozoides obtidos
de fragmentos de 0,5 cm3, demostraram-se mais sensiveis ao crioestresse quando na utilizacdo do
propanediol.

Novas pesquisas que possam complementar os testes realizados neste estudo, como o
cultivo dos fragmentos, a fertilizagdo in vitro por meio de ICSI, ou ainda, 0 uso dos fragmentos
para xenotrasnplantes poderiam ampliar os conhecimentos a cerca dos crioprotetores e tamanhos

dos fragmentos pesquisados.
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Consideracdes finais

Através de nossos estudos foi possivel verificar que a criopreservacao de tecidos
testiculares possibilita a conservacdo de toda gama de células presentes em um
pequeno fragmento tecidual. Contudo, essa variabilidade de células em varios estagios
de desenvolvimento e com caracteristicas muito especificas, como as células estruturais
e as células germinativas dos tubulos seminiferos, torna-se um desafio na busca por um
crioprotetor que atue de forma eficiente para todas, necessitando-se ainda, considerar
as particularidades entre cada espécie. O foco em determinada linhagem de células ou a
combinacdo de crioprotetores pode ser uma alternativa para maior efetividade na
criopreservacao.

Os resultados encontrados em nossos estudos servirdo para otimizar futuras
pesquisas sobre a criopreservacao de tecido testicular na espécie felina. Entretanto, a
complementacdo do estudo com a realizacéo de fertilizacdo in vitro por meio de ICSI
utilizando os espermatozoides recuperados dos tecidos criopreservados ou o cultivo in
vitro das células tubulares seminiferas; ou ainda o uso dos fragmentos para realizacéo
de xenotransplantes; poderiam servir como perspectivas futuras como uma melhor forma

de determinar a acuracia destes achados.



