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QUALIDADE DAS CÉLULAS ESPERMÁTICAS CRIOPRESERVADAS OBTIDAS DE 
TECIDO TESTICULAR DE GATOS DOMÉSTICOS: INFLUÊNCIA DO TAMANHO DOS 

FRAGMENTOS E AVALIAÇÃO DOS CRIOPROTETORES 

 

RESUMO – Esta pesquisa teve por justificativa ampliar os estudos acerca da 
criopreservação de tecido gonadal e células espermáticas de gatos domésticos, 
podendo servir de modelo experimental para felinos selvagens. Objetivou-se comparar 
os efeitos da criopreservação sobre diferentes tamanhos de fragmentos testiculares, 
empregando dois crioprotetores. Utilizaram-se os testículos de 31 gatos domésticos, 
submetidos à orquiectomia eletiva. Os testículos foram pesados e apenas os que 
apresentarem pesos entre 1 e 2 g foram empregados. O tecido testicular foi dissecado e 
cortado em fragmentos de tamanhos pré-determinados (0,3cm3 e 0,5cm3). Uma amostra 
foi direcionada para as avaliações a fresco: integridade de membrana e do DNA; 
histopatologia; incidência de apoptoses por imuno-histoquímica; e índice de peroxidação 
lipídica - TBARS. A criopreservação foi feita em meio Tris-gema Equex STM 
suplementado com 3% de crioprotetores (glicerol e propanediol) através da técnica 
congelação rápida. Após a descongelação, foram realizados os mesmos testes iniciais. 
Os primeiros resultados obtidos com os 12 gatos iniciais apontaram na avaliação 
histomorfológica e pelo teste de lipoperoxidação lipídica que o glicerol foi mais eficiente 
que o propanediol na criopreservação de fragmentos testiculares de gatos domésticos 
de 0,5cm3 (Capítulo 2). No experimento seguinte, avaliaram-se os fragmentos 
testiculares de outros 31 gatos domésticos, seccionados nos mesmos tamanhos e 
criopreservados nas mesmas condições do experimento anterior, empregando-se 3% 
glicerol ou 3% propanediol no meio diluente Tris-gema Equex STM, utilizando a técnica 
de congelamento rápido, seguindo das avaliações pelos testes para dano ao DNA dos 
espermatozoides por meio da acridina laranja; e análise dos fragmentos teciduais semi-
quantitativamente por histomorfologia e imuno-histoquímica. A avaliação imuno-
histoquímica foi mais eficiente em verificar os danos às células tubulares seminíferas, 
sendo possível observar a marcação diferenciada da caspase presente no citoplasma e 
núcleo das células espermáticas, bem como na cabeça dos espermatozoides. Por meio 
da caspase foram verificado que os fragmentos frescos já apresentavam danos 
consideráveis as células teciduais e que não diferiram dos achados para os fragmentos 
criopreservados, demonstrando a eficiência do protocolo de congelação adotado, sem a 
observação de superioridade entre os dois tamanhos de fragmentos ou entre os 
crioprotetores. Contudo, a avaliação apenas do espermatozoides tanto pela técnica de 
acridina laranja, como pela imuno-histoquímica, pode-se verificar a inferioridade do 
propanediol em relação ao glicerol para fragmentos de 0,5 cm³ (Capítulo 3). Novas 
pesquisas que possam complementar os testes realizados neste estudo, como o cultivo 
dos fragmentos, a fertilização in vitro por meio de ICSI, ou ainda, o uso dos fragmentos 
para xenotrasnplantes poderiam avaliar com maior acurácia os achados das pesquisas 
reportadas nesta tese.  
 

Palavras-chave: felino, criopreservação, crioprotetor 
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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 
(0.3cm3 and 0.5cm3). 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 cm3 (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 
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CAPÍTULO 1 – Considerações Gerais  

 

Introdução 

Muitas espécies de felinos estão ameaçadas de extinção, como consequência da 

mortalidade pela caça predatória, destruição dos seus habitats e também pelo tráfico 

ilegal (PRIMACK; RODRIGUES, 2000). Os grandes felinos, necessitam ocupar extensas 

áreas para atender suas necessidades, sendo animais vulneráveis a fragmentação e 

degradação ambiental (SUTHERLAND, 2000).  Entre estas, estão 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 compõem a fauna estão em risco de extinção, tal como a onça-pintada 

(Panthera onca) (OLIVEIRA; CASSARO, 2005; IBAMA, 2016).  

Em consequência, há a redução na variabilidade genética, resultando em queda 

da fertilidade (WILDT et al., 2010). Neste prisma, as tecnologias da reprodução assistida 

são uma excelente forma de solucionar problemas como distúrbios físicos e 

comportamentais que impeçam a reprodução natural e descarta a necessidade de 

transportar os animais; ainda, estas tecnologias possibilitam a conservação de material 

genético das espécies ameaçadas (PUKAZHENTHI; WILDT, 2004; ZENG et al., 2006; 

WILDT et al., 2010). 

Entretanto, a manipulação e obtenção de exemplares de felinos selvagens são 

fatores limitantes para o desenvolvimento de pesquisas. Por isso, a utilização dos gatos 

domésticos como modelos experimentais é uma excelente opção, pois além de ser mais 

fácil a obtenção de material biológico dos mesmos, há crescente interesse de criadores 

nos avanços da reprodução assistida, decorrentes do aumento do mercado pet mundial 

e, ainda, de maneira ampla, servindo como modelo de estudo para alterações humanas 

(LUVONI, 2006; PUKAZHENTI et al., 2006). 

A criopreservação do sêmen traz amplos benefícios, pois possibilita o 

armazenamento dos gametas masculinos por tempo indeterminado e o transporte de 

material genético por longas distâncias. Porém, o decréscimo na qualidade do sêmen, 

observados após a descongelação, reduzem a sua capacidade fertilizante. Este fato, 

somado as altas taxas de teratospermia (>60% de espermatozoides defeituosos) 

observadas nos espermatozoides dos felídeos (PUKAZHENTHI et al., 2006), dificulta o 
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seu sucesso na aplicação de biotecnologia e reforça a necessidade de buscar outras 

formas de processamento.  

Novas possibilidades de criopreservação do material genético masculino já foram 

estudadas, como o uso de espermatozoides recuperados de epidídimo. Recentemente, 

a criopreservação do tecido testicular tem se mostrado uma alternativa plausível e 

inovadora, possibilitando a preservação do material genético masculino de qualquer 

espécie animal que venha a sofrer orquiectomia terapêutica, ou morra inesperadamente 

(BUARPUNG et al., 2012). Na medicina, a criopreservação do tecido testicular tem sido 

estudada para uso em técnicas de xenotransplante, principalmente para preservação 

das células espermáticas em casos de doenças oncológicas que necessitam de 

tratamento quimioterápico (SINOHARA et al., 2002) e, em algumas espécies, o sucesso 

da técnica foi comprovado pelo desenvolvimento de embriões e nascimento de 

descendentes viáveis (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 criopreservação podem prejudicar sua viabilidade. A adição de crioprotetores 

aos meios diluentes garante a nutrição das células e evita danos morfológicos 

decorrentes do choque térmico e osmótico (WATSON, 2000). Entretanto, o tipo, a 

concentração e/ou associação 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 

criopreservação de tecido gonadal e células espermáticas, por meio da congelação de 

fragmentos testiculares, técnica que permite não apenas a conservação do material 

genético dos espermatozóides, mas também seu emprego em técnicas de 

xenotransplante em diferentes espécies. Aventou-se a hipótese de que o tamanho do 

fragmento poderia interferir na qualidade tecidual e espermática após a descongelação, 

uma vez que os crioprotetores glicerol e propanediol a 3% apresentariam eficiência 

diferente.  

A escolha pelos crioprotetores glicerol e propanediol foi baseada nos últimos 

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; ALI et al., 2016), na tentativa de obter um 
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crioprotetor que fosse adequado para a criopreservação tanto do tecido testicular quanto 

especificamente das células espermáticas. A concentração de 3% foi baseada nas 

observações de rotina do Laboratório de Reprodução da FCAV – Unesp, Jaboticabal.   

 

 

Objetivos 

Geral: Avaliar os efeitos de dois crioprotetores na preservação de tecido testicular 

de gatos domésticos e na qualidade de seus espermatozoides recuperados.   

Específico: 

- Avaliar se há diferença na qualidade de preservação entre o glicerol e o 

propanediol a 3% sobre tecidos testiculares de gatos domésticos criopreservados, 

comparando dois tamanhos de fragmentos. 

- Avaliar se há diferença na qualidade de preservação entre o glicerol e o 

propanediol sobre a qualidade de espermatozóides recuperados (dano ao material 

genético) de tecidos testiculares de gatos domésticos criopreservados, comparando dois 

tamanhos de fragmentos. 
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Revisão de literatura 

Na tentativa de preservar o potencial genético, a associação das técnicas de 

preservação de gametas e reprodução assistida está sendo aprimorada nos felinos 

domésticos e selvagens (WILDT et al., 2010). Entre elas, a criopreservação de gametas 

é importante para a preservação genética e manutenção das espécies ameaçadas de 

extinção por tempo indeterminado (PUKAZHENTHI et al., 2006).  

Durante muito tempo, para os felinos, os esforços foram direcionados para a 

criopreservação de espermatozoides ejaculados obtidos por eletroestimulação, vagina 

artificial ou por cateterização uretral. Contudo, estes procedimentos foram inúteis se o 

macho viesse a óbito. Para estes casos, o aproveitamento dos espermatozoides 

presentes no tecido testicular e no epidídimo é uma importante ferramenta na produção 

de embriões, além da possibilidade de associar outras técnicas reprodutivas, como a 

fertilização in vitro ou a injeção intracitoplasmática de espermatozoide (ICSI) (COCCHIA 

et al., 2010). Esta última, caracteriza-se pela inserção de um espermatozoide no 

ooplasma do gameta feminino. Este processo favorece o sucesso no processo de 

fertilização, pois elimina os passos de penetração nas células do cumulus, a ligação com 

a zona pelúcida e a fusão com o oolema (PALERMO et al., 1992), descartando a 

necessidade de motilidade do espermatozoide.    

 Nos últimos anos, muitas pesquisas têm sido voltadas para técnicas de 

conservação, manipulação e propagação das células germinativas masculinas. As 

pesquisas visam à criopreservação não apenas dos espermatozoides, mas de todo o 

tecido testicular, possibilitando além do aproveitamento do material genético dos 

gametas, a preservação da produção das células espermáticas in vitro ou in vivo 

(xenotransplantes) (SHINOHARA et al., 2002; THUAWANUT, et al., 2012). 

A criopreservação de tecidos testiculares já é uma realidade na medicina, na 

tentativa de conservar a fertilidade de homens que necessitem passar por tratamentos 

quimioterápicos gonadotóxicos (KEROS et al., 2007). Muitos estudos estão 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 

criopreservação de tecido testicular na espécie bovina, objetivando obter mais 
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informações quanto aos melhores crioprotetores e os protocolos de descongelação 

extrapolando as informações obtidas para outras espécies.  

Recentemente, estudos estão sendo feitos com felinos, com resultados 

satisfatórios utilizando espermatozoides testiculares refrigerados (testículos inteiros 

mantidos 4ºC em meio Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS), COMIZZOLI et al., 

2006; BUARPUNG et al., 2012) ou criopreservados de gatos domésticos para 

fertilizações in vitro (fragmentos de 0,3 cm3 criopreservados glicerol 5%, THARASANIT 

et al., 2012). Thuwanut e Chatdarong (2012) atestaram a viabilidade da criopreservação 

(fragmentos de 0,3 cm3 com DMSO 11 a 15% e Etilenoglicol 15%) do tecido testicular 

com posterior recuperação de espermatozoides de qualidade para técnicas de 

reprodução 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 

criopreservação do tecido testicular, como também sucessos na produção de embriões e 

o nascimento de descendentes férteis viáveis, ainda não estão bem estabelecidos, seja 

para felinos domésticos ou selvagens, necessitando-se da extrapolação 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 

criopreservação de tecido testicular estão as substâncias crioprotetoras, as quais são 

empregadas como forma de proteger o tecido das injúrias durante o processo de 

congelação. Estas substâncias podem penetrar ou não, na membrana plasmática, 

prevenindo a formação de cristais de gelo dentro das células (CABODELAVIA; TERUEL, 

2001). Os crioprotetores penetrantes são o glicerol, o dimetilsulfóxido (DMSO), o 

propanediol (PrOH) e o etilenoglicol. Já, entre os não penetrantes encontram-se 

sacarídeos, tais como, trealose, glicose e macromoléculas como a polivinilpirrolidona e o 

hialuronato de sódio (ENGLAND, 1993; GIL-SALOM et al., 1996; JEZEK et al., 2001; 

KEROS et al., 2005). Contudo, a eficácia dos crioprotetores depende de fatores como 

concentração empregada, tipo de célula ou tecido, taxa de congelação e a espécie 

estudada.  

Em um único fragmento de tecido testicular pode ser encontrada uma grande 

variedade de células, desde as estruturais do tecido (Células de Leyding, Células de 

Sértoli e miócitos) como as germinativas (espermatogônias, espermatócitos 1 e 2 e 
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espermatozoides) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Autores relatam que há uma 

diferença na criopreservação entre estes diferentes tipos celulares quando estão 

isoladas ou em suspensões, em relação à criopreservação do tecido testicular como um 

todo, principalmente no que diz respeito ao crioprotetor utilizado (HOVATTA, 2000; 

CRABBÉ et al., 1999). O grau de crioproteção sobre um determinado tipo de célula 

depende muito das propriedades dos crioprotetores, tanto pela sua capacidade de 

penetração na membrana celular de cada célula como pela sua capacidade de difusão 

pelo tecido (FULLER; PAYNTER, 2004). Os crioprotetores, quando expostos em 

excesso às células podem ser citotóxicos (PEGG, 2002).  

Desta forma, outros fatores podem afetar a qualidade das células testiculares e 

espermáticas: a técnica de congelação (KEROS et al., 2007) e o tamanho do tecido a 

ser congelado (CRABBÉ et al., 1999). Há dois protocolos de congelação comumente 

utilizados para a criopreservação de tecido testicular: congelação lenta e a congelação 

rápida. Congelação lenta é considerado o método convencional, no qual os 

crioprotetores são empregados em baixas concentrações para minimizar os danos 

celulares e a toxicidade. Já o método de congelação rápida expõe as células a uma alta 

concentração de crioprotetores com taxas de congelação ultrarrápidas, impedindo assim 

a formação de cristais de gelo (FULLER, 2004; PEGG, 2007). Esta última foi adaptada 

para emprego em gatos para a técnica denominada Congelação rápida em 2 passos por 

Thuwanut e Chatdarong (2012).  

Para serem efetivos, os crioprotetores precisam ter uma adequada e rápida 

difusão por todo o tecido a ser criopreservado. Logo, o tamanho das amostras é um 

importante fator a ser considerado. Em um estudo humano, a criopreservação de 

testículos criptorquídicos de garotos pré-púberes, fragmentados em tamanhos de 2-

9mm3 ocorreu com sucesso (WYNS et al., 2007). Até o presente momento não há 

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 cm3.  
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CAPÍTULO 3 – Avaliação da fragmentação do DNA espermático e das células tubulares 
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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
3
 e 0,5 cm

3
 e submetidos a 

diferentes crioprotetores, propanediol ou glicerol. Os testículos 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-histoquímica. 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 rápido. Os 

fragmentos descongelados foram avaliados pelos mesmos testes iniciais. Na avaliação do dano ao 

DNA das células espermáticas avaliadas pela coloração acridina laranja, foi verificado que o 

mailto:beatrice.vetuel@yahoo.com.br
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propanediol foi menos efetivo em relação ao glicerol, para criopreservação de fragmentos de 0,5 

cm
3
. Nas avaliações histomorfológicas, foi verificada a superioridade da qualidade das células 

espermáticas frescas em relação às criopreservadas para os critérios avaliados (destacamento das 

células da membrana basal, retração do epitélio dos túbulos seminíferos, visibilidade do nucléolo 

das espermatogônias e condensação nuclear das espermatogônias), para os dois tamanhos de 

fragmentos. Após a criopreservação foi verificada a perda da qualidade nestes parâmetros, sem 

diferença relevante entre os tamanhos de fragmentos ou entre os crioprotetores. Na identificação 

das caspases 3 para verificação de apoptose celular, foram obtidas marcações diferenciadas para 

citoplasma, núcleo e espermatozoides. Porém, ao se avaliar as marcações no citoplasma e núcleo 

das células túbulo seminíferas, foi possível observar que os fragmentos frescos já apresentavam 

danos celulares consideráveis e que não diferiram dos achados para os fragmentos 

criopreservados, demonstrando a eficiência do protocolo de congelação adotado, sem a observação 

de superioridade entre os dois tamanhos de fragmentos ou entre os crioprotetores. Contudo, a 

marcação da cabeça dos espermatozoides demonstrou sensibilidade destas células ao crioestresse 

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

 

Palavras-chaves: biotecnologia, reprodução, felinos, acridina laranja, imuno-histoquímica 
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1. Introdução 

Na busca pela preservação das espécies, a conservação do material genético 

criopreservado, seja ele gametas ou embriões, é um recurso que há muito tempo vem sendo 

pesquisado em associação com as técnicas de reprodução assistida (Pukazhenthi et al., 2006; 

Buarpung et al., 2013). Ao se considerar um testículo, temos uma grande fonte de material 

genético que pode ser aproveitado, mesmo nos casos em que o macho apresenta oligozoospermia 

ou azospermia obstrutiva, ou mesmo que foram submetidos à orquiectomia terapêutica ou post-

mortem (Wyns et al., 2008; Buarpung et al., 2012). Muitos trabalhos nas últimas décadas tem 

demonstrado que os espermatozoides obtidos de tecido testicular podem ser criopreservados e 

utilizados posteriormente em técnicas como a injeção espermática intracitoplasmática (ICSI), 

resultando no desenvolvimento de embriões e o nascimento de descendentes viáveis (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, estão ameaçadas de extinção 

(Primack e Rodrigues, 2000). O gato doméstico configura um importante modelo para o 

desenvolvimento de estudos e elaboração 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 

saudáveis foi o resultado mais expressivo para comprovar a manutenção da habilidade de 

fertilização de oócitos pós ICSI, dos espermatozóides testiculares de tecidos criopreservados 

(Tharasanit et al., 2012). Contudo, estes mesmos autores apontaram baixos índices de 
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desenvolvimento embrionário e este fato pode ser decorrente de problemas na criopreservação, 

seja de espermatozoides testiculares quanto de embriões. 

Esses resultados demonstram a necessidade de novas pesquisas que melhorem a eficiência 

da técnica de criopreservação e determinem as particularidades para a espécie felina. Entre outros 

fatores que precisam ser melhor investigados estão os crioprotetores mais adequados para a 

preservação da qualidade do tecido e dos espermatozóides testiculares da espécie felina, 

garantindo a nutrição das células e prevenção de danos morfológicos causados pelo choque 

térmico e osmótico (Watson, 2000).  

Considerando-se ainda a eficiência do crioprotetor, outro fator com importante participação 

na qualidade do tecido após descongelação é o tamanho do fragmento a ser criopreservado 

(Crabbé et al., 1999), uma vez que cada crioprotetor apresenta uma diferente penetração no tecido, 

dependendo e muito da sua densidade e peso molecular (Abrishami et al., 2010).  

O presente estudo teve por objetivo comparar a eficiência de dois crioprotetores 

(Propanediol 3% e Glicerol 3%) na criopreservação de fragmentos (0,3cm
3
 e 0,5cm

3
) de tecido 

testicular de gatos domésticos, por meio da avaliação da qualidade dos espermatozoides 

recuperados e dos túbulos seminíferos. 

 

2. Material e Métodos 

Este estudo foi desenvolvido de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual Paulista 

“Julio de Mesquita Filho” – Câmpus de Jaboticabal (Protocolo nº 013583/14). 
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2.1 Coleta dos testículos, criopreservação e descongelação  

Os testículos foram obtidos de 31 gatos domésticos (sem raça definida, 1 a 5 anos) 

submetidos à orquiectomia eletiva no Centro de Esterilização de Cães e Gatos da Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinárias, Campus de Jaboticabal, Brasil. Os testículos foram transportados 

dentro de tubos tipo Falcon de 50mL contendo NaCl 0,9% , acondicionados dentro de uma caixa 

de isopor (18ºC), iniciando o processamento em no máximo 1 h.  Para cada testículo, tecido 

testicular interno (túbulos seminíferos e tecido intersticial) foi separado dos vasos, túnica 

albugínea e epidídimo, sendo então lavados 3 vezes em NaCl 0,9% suplementado com 

estreptomicina (100 μg/mL) + penicilina (100 UI/mL). Cada gato representou uma unidade 

experimental, sendo estabelecidos pools de fragmentos com os tamanhos desejados obtidos de 

ambos os testículos de um mesmo animal. O corte dos fragmentos procedeu-se com o a secção por 

meio de lâmina de bisturi (nº 15), no plano mediano e transverso dos testículos e o descarte das 

regiões periféricas (próxima a túnica albugínea e a região 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 regiões de 

maior concentração de túbulos seminíferos. Estas porções foram então seccionadas em fragmentos 

de 0,3 cm
3
 (0,3x 0,3 x 0,3 cm) e 0,5 cm

3 
(0,5 x 0,5 x 0,5cm), medidos com paquímetro 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
3
) foi 

imediatamente avaliado para fragmentação do DNA dos espermatozoides. Outros dois fragmentos 

foram armazenado em solução fixadora para análise semi-quantitativa por histomorfologia e 

imuno-histoquímica. Dos fragmentos restantes, foram estabelecidos criotubos, dois com 3 

fragmentos de 0,3 cm
3
 e outros dois com 3 fragmentos de 0,5 cm

3
, contendo cada um, 1 mL do 

diluente Tris-gema Equex STM contendo glicerol à 3% ou propanediol à 3%. Eles foram mantidos 

por 10 min à 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 

nitrogênio líquido, reduzindo a temperatura com o vapor à -90°C for 30 min, sendo imersa em 

seguida no nitrogênio líquido (-196°C) para congelação. Após, as amostras foram armazenadas em 

botijão criogênico. 

Na descongelação, 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 à 37ºC por 5 min. Os fragmentos descongelados foram então avaliados novamente para os 

mesmos testes citados anteriormente.  

 

2.2 Fragmentação de DNA das células espermáticas 

Os espermatozóides foram recuperados após fatiamentos sucessivos do fragmento 

testicular com lâmina de bisturi em placa de petri (35 x 10 mm) contendo ringer simples, seguido 

da agitação por meio de pipetagem (pipeta de 100μL). A solução obtida foi filtrada em malha de 

nylon 40µm (Falcon cell strainer BD
®

) para melhor individualização dos espermatozoides 

recuperados.  

A avaliação da fragmentação do DNA dos espermatozoides recuperados dos tecidos foi 

realizada por microscopia de fluorescência, seguindo o protocolo de Unanian, (2000): 10μL do 

recuperado espermático foi utilizado para fazer um esfregaço em uma lâmina de vidro. Após o 

esfregaço, as lâminas foram secas ao ar e fixadas em solução de acido acético glacial-metanol 

(1:3) (Solução de Carnoy), overnight à temperatura ambiente. A seguir, as lâminas foram secas ao 

ar e coradas com solução de acridina laranja a 1% com pH 2,5 (10mL da acridina laranja a 

10mg/mL, 40mL de solução ácido cítrico 0,1M e 2,5mL da solução de Na2HPO4 0,3M)  por 5 

minutos e lavadas com água destilada. As amostras foram avaliadas em microscopia de 

epifluorescência. As fluorescências observadas foram classificadas: DNA íntegro (DNA nativo – 
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dupla fita) fluorescendo em verde; e DNA desnaturado fluorescendo em laranja, amarelo ou 

vermelho. 

 

2.3 Avaliação Histomorfologica 

Os fragmentos testiculares frescos e descongelados foram preparados para avaliação 

histológica de acordo com protocolo de rotina empregado no laboratório anatomia patológica da 

Universidade de Franca (UNIFRAN/SP): os mesmos foram fixados em Solução de Bouin por 6-10 

h a 48°C. Após este período eles foram lavados com banhos em etanol 70% trocado a cada 48 h 

por 4 vezes, para remoção do excesso de pigmento amarelo da Solução do Bouin. Em seguida, os 

fragmentos foram acondicionados em cassetes devidamente identificados e prosseguiu-se com o 

processo de desidratação, banhando as amostras durante 10 min em soluções de concentração 

crescente de etanol (70, 80, 90 e 100%, 3 x em cada concentração), finalizando com a imersão das 

mesmas em solução de xilol em dois banhos de 10 minutos cada. Para finalizar as amostras foram 

embebidas em parafina histológica (56-58º Synth
®

).  

As amostras foram seccionadas em (5-6µm) e, após montagem das lâminas, as mesmas 

foram coradas com hematoxilina e eosina (HE). Uma análise semi-quantitativa não 

computadorizada para integridade e alterações estruturais foram avaliadas em microscopia de luz. 

Cinco áreas de cada secção foram escolhidas aleatoriamente e classificadas de acordo com 

adaptação de Milazzo et al. (2008): Avaliação da integridade do revestimento epitelial dos túbulos 

seminíferos - (i) destacamento das células da membrana basal, classificadas como 0, se ausente, 1 

<75% e 2 > 75% da circunferência; (ii) retração do epitélio como 0 se ausente, 1 se ligeira e 2 se 

óbvia; Avaliação da integridade do núcleo das espermatogônias - (iv) visibilidade do nucléolo da 

espermatogônia classificada em 0 se fácil (visível em 40% das células) e 1 se indistinguível; (v) 
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visibilidade de condensação nuclear nas espermatogônias classificada como 0 se ausente, 1 se 

<40% e 2 se >40% picnóticas.   

 

2.4 Avaliação Imuno-histoquímica 

A avaliação imuno-histoquímica foi realizada para verificar a apoptose das células 

(Fragmentação de DNA) pelo sistema de detecção por antígeno livre de biotina (Reveal
®
).  

Depois da separação dos cortes histológicos, secções dos fragmentos com 4 µm de 

espessura foram usadas após serem desparafinizadas e reidratadas. Em seguida, realizou-se a 

recuperação antigênica com imersão em solução citrato 10 mM (pH 6) em panela de pressão (Elite 

Platium) por 30 minutos. Após, as amostras foram resfriadas em banho-maria com água e gelo por 

20 minutos e lavadas com água deionizada. Conseguinte as amostras foram para a fase de 

bloqueio de peroxidase endógena com o Bloqueador de Peroxidase (reagentes do kit Reveal 

Spring), seguido do bloqueio de proteínas inespecíficas (Reveal Spring cod. SPD-125) e incubadas 

a 27°C por 30 minutos. Em seguida as amostras foram marcadas com anticorpo primário (1:300, 

Caspase 3, Cell Insight
®
) e armazenadas em refrigerador 4ºC por 18 h . Passo seguinte, as 

amostras foram lavadas com solução tampão Tris (pH 7,4) e marcadas com o anticorpo secundário 

(Polymers Reveal HRP, kit Spring– Cód. SPD -125), sendo incubadas novamente a 27ºC por 1 

hora em câmara escura. As lâminas foram então, lavadas novamente com solução tampão Tris e 

iniciou-se a reação de revelação com o substrato cromógeno diaminobenzidine (DAB chromogen, 

kit Reveal Spring – Cód. SPD -125). Seguinte, a reação foi parada com água destilada e as lâminas 

contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1-2 minutos, sendo lavadas em seguida em água 

corrente. Logo em seguida, as amostras foram hidratadas com banhos em etanol em concentração 

crescente e xilol.  



32 

 

 

 

Na finalização, retirou-se o excesso de água por baixo das lâminas, seguido da cobertura 

das amostras com resina Entelan e sobrepostas com lamínula, sendo mantidas sobre uma 

superfície horizontal para secar. Para leitura das lâminas, foi utilizada microscopia de luz (Leica 

DM 2500), sendo avaliadas em objetivas de 20x e quantificadas em objetivas de 40x. A 

intensidade de expressão da caspase 3 nas amostras foi semi-quantificada de acordo com Walker 

(2006) modificado, sendo diferenciada a marcação do citoplasma, núcleo 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 Análise Estatística 

As análises estatísticas 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 à ferramenta Proc-freq para obtenção das frequências, sendo testada a probabilidade e 

associação das características pelo Teste Chi-quadrado e Teste Exato de Fischer. As diferenças 

estatísticas 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 relação ao dano do DNA das células espermáticas recuperadas dos tecidos testiculares 

(n=16) e coradas pela acridina laranja, não foi verificada diferença estatística significativa entre os 

fragmentos frescos nos dois tamanhos avaliados (0,22 ±0,03 para 0.3cm
3
 e 0,30 ±0,05 para 

0,5cm
3
, média ±SEM) ou entre as amostras criopreservadas com glicerol (0,27 ±0,05 0,3cm

3
 e 
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0,31 ±0,05 0,5cm
3
) ou propanediol (0,35 ±0,09 0,3cm

3
 e 0,47 ±0,07 0,5cm

3
). Contudo, diferença 

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
3
 (Tabela 1). 

 

 Tabela 1. Avaliação dos espermatozoides recuperados do tecido testicular de gatos domésticos 

para dano ao DNA, antes e após a criopreservação, usando coloração de acridina 

laranja. Jaboticabal, 2017. 

Grupos 
Tamanho dos fragmentos  

0.3 cm
3
 0.5 cm

3
 

Fresco (controle) 0,22±0,03
A
 0,30±0,05

A
 

Glicerol 3% 0,27±0,05
A
 0,31±0,05

A
 

PrOH* 3% 0,35±0,09
A
 0,47±0,07

B
 

*PrOH= propanediol.  

Médias na mesma coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula) diferem significativamente pelo teste Student-Newman-

Keuls (p<0,05). n=16.  
 

Foram verificadas muito poucas alterações no destacamento das células da membrana 

basal para os fragmentos frescos durante a avaliação histomorfologica da integridade do 

revestimento epitelial dos túbulos seminíferos, em ambos os tamanhos. Ao todo, 16,3% das 

amostras estavam sem estas alterações (Tabela 2; Figura 1 A e B). Quanto às amostras 

criopreservadas, foi verificado que o tamanho de 0,5cm
3
 apresentou alta frequência (13,04%) em 

grau 1, tanto para o glicerol quanto para o propanediol, com presença de destacamento de 

membrana, mas acometendo menos que 75% da circunferência tubular (Tabela 2; Figura 3 A e B).  

No critério de retração do epitélio, os melhores resultados foram para as amostras frescas 

com a maioria das amostras sem alteração visível em ambos os tamanhos (17,39% - 0,3cm
3
 e 

16,30% - 0,5cm
3
). Contudo, foi verificado que os fragmentos de 0,5cm

3
 criopreservadas, tanto 

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

1 com ligeira retração (11,96% - 0,3cm
3
 e 10,87% - 0,5cm

3
) (Tabela 3; Figura 3 A e B).  
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Tabela 2. Avaliação histomorfologica do tecido testicular de gatos domésticos para destacamento 

das células da membrana basal. Jaboticabal, 2017. 

Tamanho do fragmento  Grupos 
Classificação 

0 - não há 1 < 75% 2>75% 

0,3 cm
3
 

Fresca (controle) 16,30
A,a

 1,09
B,c

 0,00
C,d

 

Glicerol 3% 3,26
C,c

 8,70
A,b

 4,35
B,a

 

PrOH* 3% 6,52
B,b

 8,70
A,b

 1.09
C,c

 

0,5cm
3
 

Fresca (controle) 16,30
A,a

 1,09
B,a

 0,00
C,c

 

Glicerol 3% 1,09
C,e

 13,04
A,a

 2,17
B,b

 

 PrOH* 3% 2,17
A,d

 13,04
B,c

 1,09
C,d

 

*PrOH= propanediol.  

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula/minúscula) diferem significativamente pelo teste Student-

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

Tabela 3. Avaliação histomorfologica do tecido testicular de gatos domésticos para retração do 

epitélio dos túbulos seminíferos. Jaboticabal, 2017. 

Tamanho do fragmento  Grupos 
Classificação 

0 - não há 1 - ligeira 2 - óbvia 

0,3 cm
3
 

Fresca (controle) 17.39
A,a

 0.00
B,f

 0.00
B,e

 

Glicerol 3% 3.26
B,d

 6.52
A,d

 6.52
A,a

 

PrOH* 3% 7.61
A,c

 7.61
A,c

 1.09
B,d

 

0,5cm
3
 

Fresca (controle) 16.30
A,b

 1.09
B,e

 0.00
C,e

 

Glicerol 3% 1.09
C,d

 11.96
A,a

 3.26
B,c

 

PrOH* 3% 1.09
A,d

 10.87
A,b

 4.35
B,b

 

*PrOH= propanediol.  

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula/minúscula) diferem significativamente pelo teste Student-

Newman-Keuls (p<0.05). n=31.  
 

Quanto à avaliação da integridade do núcleo das espermatogônias foi verificado que a 

visibilidade do nucléolo apresentou grande diferença entre as amostras frescas e as 

criopreservadas, para ambos os tamanhos e crioprotetores. Todas as mostras á fresco 

apresentaram-se classificadas de fácil visibilidade do nucléolo em mais de 40% em cada corte. Já 

as amostras criopreservadas apresentaram quase que sua totalidade com nucléolo indistinguível 

como pode ser visto na Tabela 4. Com relação à presença de condensação nuclear das 
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espermatogônias, onde o núcleo é visto picnótico, foi verificado que as amostras frescas 

apresentaram-se, em sua maioria, classificadas como grau 1 (11,96%; <40% das células com 

núcleo picnótico) para ambos crioprotetores. Quanto às amostras criopreservadas, em todas foi 

apresentaram esta alteração, sendo que a maioria foi classificada em grau 2, com mais de 40% das 

células com núcleo picnótico (Tabela 5).  

 

Tabela 4. Avaliação histomorfologica do tecido testicular de gatos domésticos para visibilidade 

do nucléolo das espermatogônias. Jaboticabal, 2017. 

Tamanho do fragmento  Grupos 

Classificação 

0 - fácil (>40%) 

1 - 

indistinguível 

0,3 cm
3
 

Fresca (controle) 17,39
A,a

 0,00
B,c

 

Glicerol 3% 0,00
B,c

 16,30
A,a

 

PrOH* 3% 2,17
B,b

 14,13
A,b

 

0,5cm
3
 

Fresca (controle) 17,39
A,a

 0,00
B,c

 

Glicerol 3% 0,00
B,c

 16,30
A,a

 

PrOH* 3% 0,00
B,c

 16,30
A,a

 

*PrOH= propanediol.  

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula/minúscula) diferem significativamente pelo teste Student-

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

Tabela 5. Avaliação histomorfologica do tecido testicular de gatos domésticos para condensação 

nuclear das espermatogônias. Jaboticabal, 2017. 

Tamanho  Grupos 

Classificação 
0 - não 

picnótico 

1 < 40% 

picnótico 

2 - >40% 

picnótico 

0,3 cm
3
 

Fresca (controle) 4,35
B,a

 11,96
A,a

 1,09
C,d

 

Glicerol 3% 0,00
C,b

 1,09
B,b

 15,22
A,b

 

PrOH* 3% 0,00
C,b

 1.09
B,b

 15,22
A,b

 

0,5cm
3
 

Fresca (controle) 0,00
C,b

 11,96
A,a

 5,43
B,c

 

Glicerol 3% 0,00
B,b

 0,00
B,c

 16,30
A,a

 

PrOH* 3% 0,00
B,b

 0,00
B,c

 16,30
A,a

 

*PrOH= propanediol.  

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula/minúscula) diferem significativamente pelo teste Student-

Newman-Keuls (p<0,05). n=31.  
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A análise de imuno-histoquímica para verificação de apoptose pela caspase 3 permitiu uma 

diferenciação de marcação entre o citoplasma e núcleo das células tubulares, além da marcação da 

cabeça dos espermatozoides, em diferentes intensidades (Figuras 4-6). Na avaliação do 

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

7,88% não apresentaram marcação. Para as amostras frescas de 0,5cm
3
, a maioria das amostras 

(8,48%) apresentou ao menos uma leve marcação (grau 1 <10%) (Figura 4). Após a 

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

das amostras com marcação 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. Avaliação imuno-histoquímica com caspase 3 do tecido testicular de gatos domésticos 

com marcação do citoplasma das células túbulo-seminíferas. Jaboticabal, 2017. 

Tamanho  Grupos 
Caspase+ Citoplasma 

0 - não há 1 <10% 2 - 10 a 50% 3 >50% 

0,3 cm
3
 

Fresca (controle) 7,88
A,a

 3,64
B,c

 3,64
B,c

 3,03
C,d

 

Glicerol 3% 1,21
D,d

 3,64
C,c

 4,85
B,b

 6,67
A,a

 

PrOH* 3% 1,21
C,d

 5,45
A,b

 5,45
A,a

 4,24
B,c

 

0,5cm
3
 

Fresca (controle) 5,45
B,b

 8,48
A,a

 2,42
C,d

 2,42
C,e

 

Glicerol 3% 1,21
D,d

 1,82
C,e

 5,45
B,a

 6,06
A,b

 

PrOH* 3% 2,42
D,c

 3,03
C,d

 3,64
B,c

 6,67
A,a

 

*PrOH= propanediol.  

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula/minúscula) diferem significativamente pelo teste Student-

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

A presença de marcação de caspase 3 no núcleo das células tubulares foi verificada na 

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

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

e crioprotetor empregado (Tabela 7).  
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Tabela 7. Avaliação imuno-histoquímica com caspase 3 do tecido testicular de gatos domésticos 

com marcação do núcleo das células túbulo-seminíferas. Jaboticabal, 2017. 

Tamanho  Grupos 
Caspase+ Núcleo 

0 - não há 1 <10% 2 - 10 a 50% 3 >50% 

0,3 cm
3
 

Fresca (controle) 1,21
C,a

 4,24
B,b

 12,73
A,b

 1,21
C,d

 

Glicerol 3% 0,61
D,b

 3,03
B,b

 10,30
A,c

 2,42
C,b

 

PrOH* 3% 0,61
D,b

 4,24
B,b

 10,30
A,c

 1,21
C,d

 

0,5cm
3
 

Fresca (controle) 0,61
C,b

 1,82
B,d

 13,33
A,a

 1,82
B,c

 

Glicerol 3% 0,00
D,c

 3,03
B,c

 9,70
A,d

 1,82
C,c

 

PrOH* 3% 1,21
D,a

 4,85
B,a

 6,67
A,e

 3,03
C,a

 

*PrOH= propanediol.  

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula/minúscula) diferem significativamente pelo teste Student-

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

Os espermatozoides presentes nos cortes histológicos também apresentaram marcação 

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 frequência também classificada em grau 1 (9,15%). No 

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

50% dos espermatozóides corados), sendo 7,32% para o glicerol e 7,93% para o propanediol. 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

 

 

Tabela 8. Avaliação imuno-histoquímica com caspase 3 do tecido testicular de gatos domésticos 

com marcação nos espermatozóides. Jaboticabal, 2017. 

Tamanho  Grupos 
Caspase+ Espermatozoides 

0 - não há 1 <10% 2 - 10 a 50% 3 >50% 

0,3 cm
3
 

Fresca (controle) 5,49
B,b

 8,54
A,b

 3,05
C,e

 0,61
D,a

 

Glicerol 3% 1,22
C,c

 9,15
A,a

 5,49
B,c

 0,61
D,a

 

PrOH* 3% 0,00
D,d

 9,15
B,a

 6,10
A,b

 0,61
C,a

 

0,5cm
3
 

Fresca (controle) 6,10
B,a

 9,15
A,a

 4,27
C,d

 0,00
D,b

 

Glicerol 3% 1,22
C,c

 6,71
B,c

 7,32
A,a

 0,00
D,b

 

PrOH* 3% 1,22
C,c

 5,49
B,d

 7,93
A,a

 0,61
D,a

 

*PrOH= propanediol.  

Medidas na mesma linha/coluna seguida por diferentes letras sobrescritas 

(maiúscula/minúscula) diferem significativamente pelo teste Student-

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



39 

 

 

 

Figura 1 - Fotomicrografia dos cortes histológicos dos fragmentos testiculares de gatos domésticos. A e B – fragmento 

testicular fresco cortado em 0,3 e 0,5 cm3, respectivamente, onde é possível verificar a qualidade das células túbulo-

seminíferas, com ausência de destacamento das células da membrana basal e picnose nuclear das espermatogônias. 

Hematoxilina-eosina, 40x.  

 

 

Figura 2 - Fragmentos testiculares de 0,3 cm3, criopreservados com propanediol (A) e glicerol (B). Nestes cortes é possível 

observar facilmente os danos de picnose das espermatogônias (cabeça de setas) e retração do epitélio tecidual (setas). 

Hematoxilina-eosina, 40x. 
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Figura 3 - Fragmentos testiculares de 0,5 cm3, criopreservados com propanediol (A) e glicerol (B). Nestes cortes é possível 

observar facilmente os danos de picnose das espermatogônias (cabeça de setas) e retração do epitélio tecidual (setas). 

Hematoxilina-eosina, objetiva 40x. 

 

 

 
Figura 4 - Fotomicrografia do corte para imuno-histoquímica, do fragmento testicular fresco de gatos domésticos, cortado 

em 0,5 cm3, onde é possível verificar a marcação de caspase 3 apenas no citoplasma das células túbulo-seminíferas. 

Hematoxilina-eosina, 20x. 
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Figura 5 - Fotomicrografia dos cortes para imuno-histoquímica, de fragmentos testiculares de gatos domésticos. 

Fragmentos testiculares de 0,3cm3, criopreservado com propanediol onde é possível observar a marcação da caspase 3 com 

predomínio no citoplasma e espermatozoides, mas pouca marcação nuclear. Hematoxilina-eosina, 20x. 

 

 

 
Figura 6 - Fotomicrografia dos cortes para imuno-histoquímica, de fragmentos testiculares de gatos domésticos. Fragmento 

testicular de 0,5cm3, criopreservado com propanediol. É possível observar a marcação da caspase 3, em todas as estruturas 

(citoplasma, núcleo e espermatozoides). Hematoxilina-eosina, 20x. 
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Discussão 

A criopreservação de tecido testicular é uma ferramenta muito importante de preservação 

de material genético (Wyns et al., 2008; Buarpung et al., 2012). Contudo, para que os fragmentos 

possam ser utilizados após a descongelação, é necessário que os protocolos de criopreservação 

preservem a integridade do DNA das células espermáticas e/ou a qualidade estrutural do tecido 

(Thuwanut et al., 2013). Neste presente estudo, um ótimo crioprotetor, assim como o tamanho do 

fragmento, foram avaliados para a eficiência de criopreservação do tecido testicular e 

espermatozoides testiculares recuperados de gatos domésticos.  

A ocorrência de fragmentação do DNA nas células espermáticas avaliadas pela coloração 

de acridina laranja demonstrou que os fragmentos de 0,5 cm
3
 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 condições. Esses achados podem indicar a ineficiência do propanediol 

em relação ao glicerol, na proteção 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 combinação do Etilenoglicol com DMSO, não 

observaram diferença entre estes para dano ao DNA das células espermáticas de fragmentos 

testiculares de gato doméstico (0,3 cm³) (Chatdarong et al., 2016). As diferenças de atuação dos 

crioprotetores podem ser justificadas por suas propriedades, como o tamanho e peso molecular 

que podem afetar a velocidade de penetração e saída no tecido testicular (Abrishami et al., 2010) 

ou sobre a penetração nas membranas plasmáticas entre os diferentes tipos celulares (Pegg, 2000).   

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

revestimento epitelial no momento da coleta, mas essa qualidade regrediu após os processos de 



43 

 

 

 

criopreservação, demonstrando que a qualidade tecidual sofre queda independente da metodologia 

utilizada (Ball e Vo, 2001).  

Entre as amostras criopreservadas, a avaliação da integridade do revestimento epitelial do 

tecido testicular apresentou as piores classificações para os fragmentos de 0,5 cm³, tanto para o 

glicerol quanto para o propanediol. Já na avaliação da integridade do núcleo das espermatogônias 

pode ser verificado que as amostras criopreservadas sofreram graves alterações, independente do 

tamanho do fragmento e tipo de crioprotetor. Em ratos, a criopreservação do tecido testicular 

(testículo inteiro) com DMSO demonstrou-se mais eficiente que o glicerol e o propanediol nas 

avaliações histomorfológicas e ultraestrutural (Ali et al., 2016). Wu et al. (2011) observaram 

maior eficiência do DMSO na criopreservação de tecido testicular de bovinos fragmentados em 

0,3 e 0,5 cm³, ao compará-lo ao propanediol e o etilenoglicol. Contudo, a avaliação entre as 

associações do DMSO com o glicerol, o DMSO com Etilenoglicol e Glicerol com Etilenoglicol 

para criopreservar fragmentos de 0,1cm³ de gatos domésticos apontou a eficiência apenas dos 

grupos que continham glicerol (Lima et al., 2016). Pode-se verificar que o DMSO e o glicerol se 

sobressaem aos demais crioprotetores citados na proteção estrutural dos tecidos testiculares. No 

entanto, ainda não foi estabelecido qual o melhor crioprotetor para a espécie felina, sendo 

extrapolados dados destas outras espécies ou, ainda, de sucessos obtidos na criopreservação de 

tecidos ovarianos. 

Sobre a avaliação imuno-histoquímica, a caspase 3 é uma proteína que participa da cascata 

de apoptose celular. Sua sinalização citoplasmática indica que a célula iniciou processo de 

degeneração celular, mas é a marcação nuclear que atesta a morte celular (Earnshaw et al., 1999). 

 No presente estudo, foram observadas marcações bem evidentes e distintas para 

citoplasma, núcleo e espermatozoides. Neste sentido verificamos que os achados para a caspase 3 

citoplasmática apresentaram uma distribuição semelhante na classificação das amostras 
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criopreservadas, independente do tamanho ou crioprotetor. Toda via, a marcação para caspase 3 

nuclear foi evidente entre 10 a 50% das amostras, independente do tamanho e grupo avaliado, 

mesmo para as amostras frescas. A avaliação das amostras por meio da imuno-histoquímica 

mostrou-se mais precisa na determinação dos efeitos deletérios da criopreservação em relação à 

avaliação histológica básica, assim como observado para a técnica TUNEL (Negoescu et al., 

1996). Este é o primeiro estudo a empregar a caspase 3 na avaliação de apoptose celular em tecido 

testicular de felinos. Por meio dela foi possível verificar, à semelhança das observações de 

Thuwanut et al. (2013), a fragilidade do tecido testicular, sendo necessária adequada refrigeração 

durante o transporte do material logo após a coleta, bem como agilidade no início do 

processamento das amostras. Os achados deste estudo demonstram que 1 h entre a coleta após a 

cirurgia de orquiectomia eletiva até o início do processamento pode comprometer ao menos 50% 

das células espermáticas. 

Os valores observados para a marcação 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 cm³, 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 proteção de 

espermatozoides testiculares criopreservados dentro do tecido testicular.  

Os achados de marcação da caspase 3 para espermatozoides reforçam e ampliam os 

resultados para danos ao DNA pela acridina laranja, deste e de estudos anteriores (Macente et al., 

2016), onde os fragmentos de 0,5 cm³ não são adequadamente crioprotegidos pelo propanediol em 

relação ao glicerol. Resultados semelhantes foram observados ao avaliarem o efeito do glicerol, 

etilenoglicol, propanediol e DMSO, para criopreservar tecido testicular de gatos domésticos 
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adultos, objetivando espermatozoides viáveis para realização de ICSI. Neste caso, os resultados 

foram superiores com o glicerol a 10% (Buarpung et al., 2013).  

Com base nos resultados, podemos observar a diferença na atuação dos crioprotetores, com 

relação à proteção que oferecem ao tecido testicular ou aos espermatozoides.  Muitos estudos já 

apontam a superioridade do glicerol para algumas espécies na criopreservação das células 

espermáticas de ejaculados, recuperados epididimários e suspensões de células obtidas de 

fragmentos testiculares, mesmo para a espécie felina (Crabbé et al., 1999; Axnér et al., 2004; 

Chatdarog et al., 2016). Em nossos estudos, podemos concluir por meio da imuno-histoquímica 

que tanto o glicerol quanto o propanediol na concentração de 3% proporcionaram proteção aos 

danos causados pela criopreservação para ambos os tamanhos de fragmentos pesquisados, 

podendo prevenir até 50% das células teciduais testiculares. Contudo, os espermatozoides obtidos 

de fragmentos de 0,5 cm³, demostraram-se mais sensíveis ao crioestresse quando na utilização do 

propanediol.  

  Novas pesquisas que possam complementar os testes realizados neste estudo, como o 

cultivo dos fragmentos, a fertilização in vitro por meio de ICSI, ou ainda, o uso dos fragmentos 

para xenotrasnplantes poderiam ampliar os conhecimentos a cerca dos crioprotetores e tamanhos 

dos fragmentos pesquisados.     
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Considerações finais 

 

Através de nossos estudos foi possível verificar que a criopreservação de tecidos 

testiculares possibilita a conservação de toda gama de células presentes em um 

pequeno fragmento tecidual. Contudo, essa variabilidade de células em vários estágios 

de desenvolvimento e com características muito específicas, como as células estruturais 

e as células germinativas dos túbulos seminíferos, 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 

combinação de crioprotetores pode ser uma alternativa para maior efetividade na 

criopreservação.  

Os resultados encontrados em nossos estudos servirão para otimizar futuras 

pesquisas sobre a criopreservação de tecido testicular na espécie felina. Entretanto, a 

complementação do estudo com a realização de fertilização in vitro por meio de ICSI 

utilizando os espermatozoides recuperados dos tecidos criopreservados ou o cultivo in 

vitro das células tubulares seminíferas; ou ainda o uso dos fragmentos para realização 

de xenotransplantes; poderiam servir como perspectivas futuras como uma melhor forma 

de determinar a acurácia destes achados.  

 

 

 


