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1.INTRODUGCAO

Existe uma conexdo muito profunda entre seres humanos e caes, podendo
ser vistos como membros da familia, sendo capazes de auxiliar pessoas com
deficiéncias visuais (SINGLETON et al., 2023). Os cédes também atuam como
“catalisadores sociais”, estimulando a comunicacio e o contato entre pessoas que
ndo se conhecem (KOTRSCHAL et al.,2018).

Essa relagao tem incentivado avancgos direcionados a reproducao de caes,
com o proposito de preservar e realgar caracteristicas presentes nas ragas. Com
isso, surgiram buscas por técnicas avancadas de melhoramento genético
(MESADRI, et al., 2017). Nos ultimos anos, o interesse pela criopreservacao de
tecido testicular tem se expandido devido ao sucesso de pesquisas paralelas com
producao in vitro ou por transplantes de espermatogénese (HONARAMOOZ et al.,
2012).

A criopreservagao de tecidos € estratégia eficiente para contribuir com
ferramentas de preservagdo de gametas, surgindo com uma ferramenta
promissora para a reproducdo assistida, permitindo o armazenamento de
fragmentos contendo grande numero de células germinativas em varios estagios
de desenvolvimento. Um aspecto relevante é o potencial reprodutivo presente nos
testiculos de animais que sao perdidos quando morrem ou sao castrados.
Resgatar esse material pode ser um recurso valioso para bancos de genes (SILVA
et al., 2015).

O congelamento lento € um dos métodos mais comumente utilizados na
criopreservacgao de tecido testicular, € baseada na redugao gradual da temperatura
assim como baixas concentragcbes de agentes crioprotetores, acarretando na
diminuicao da toxicidade celular (ABRISHAMI et al., 2010).

Com isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a utilizagdo do uso do método
de congelamento lento automatizado (CLA) como meio de criopreservagéo de
fragmentos testiculares de caes domésticos (canis lupus familiaris).

2. METODOLOGIA

Foram utilizados testiculos de 15 caes, obtidos apds orquiectomia bilateral
durante uma campanha de esterilizacdo. Os complexos testiculo-epididimo foram
colocados em falcons de 50 mL contendo 30 mL de solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS) e mantidos a 4°C. Realizou-se a dissecc¢ao da tunica albuginea e do
tecido testicular subjacente, foram feitas lavagens para remogédo de possiveis
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impurezas. Para a fragmentagao, cada par testicular foi seccionado com auxilio de
um bisturi e pingas de dissecg¢do, resultando em fragmentos de 5x5x5mm. Os
fragmentos foram classificados em 2 grupos: Grupo controle (GC) e congelamento
lento automatizado (CLA). As amostras correspondentes ao GC foram
imediatamente submetidas ao protocolo de coloragdo com sondas fluorescentes
para avaliacdo de microscopia confocal de varredura a laser. Ja no CLA foi
utilizado um meio de preservagdo com 10% de soro fetal bovino (SFB), Meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), 1,4M de dimetilsulfoxido (DMSO) e 1,4M
etilenoglicol (EG). Os fragmentos foram colocados em frascos criogénicos de 2 mL

contendo 0,5mL do meio, foram alocados na CRYOGEN HSE®, onde utilizou-se o
protocolo de congelamento de embrides previsto no congelador automatico com
curva referente a espécie bovina, depois de congelados foram armazenados em
nitrogénio liquido e descongelados apés 15 dias a 37°C por 1 minuto.

Tabela 1. Curva de congelamento realizado na congeladora automatica de
sémen e embrides CRYOGEN HSE®

Ne o
T° Taxa T° . Tempo Taxa Inicio Inicio T°
m‘;’iﬁ EP RP ENI €8N0 e\ cR1 cR2 CR2 ENF TeMPOENF

Curva o Queda

. -5° 2min  10min -05° -32° -05° -32° 5 min
3 livre

T° EP: Temperatura de estabilidade positiva; Taxa RP: taxa de rampa positiva; T°
ENI: temperatura de estabilidade negativa inicial em °C; Tempo ENI: Tempo de
estabilidade negativa inicial; Taxa CR1: taxa congelamento rampa 1 em °C/min;
ICR2: inicio congelamento rampa 2 em °C; ICR2: inicio congelamento rampa 2 em
°C/min; T° ENF: temperatura de estabilidade negativa final em °C; Tempo ENF:
tempo de estabilidade negativa final.

As amostras foram avaliadas quanto: espécies reativas de oxigénio (ROS),
lipoperoxidacao lipidica (LPO) e potencial de membrana mitocondrial (JC-1), todos
0s processos de incubagao foram realizados longe de incidéncia luminosa.

Para ROS, os fragmentos foram colocados em tubos, contendo 20uL da
sonda H2DCFDA e 980uL de PBS, incubados a 37°C por 30 minutos. Depois do
periodo de incubacgao, os fragmentos foram transferidos para um tubo com 40uL de
iodeto de propidio e 20uL de Hoechst 33342 em 940uL de PBS, incubados por 5
minutos a 37°C. Para LPO, os fragmentos foram colocados em tubos contendo 4L
de sonda Bodipy C11 e 996uL de PBS, por 30 minutos e incubados a 37°C. Depois
do tempo de coloragao, os fragmentos foram colocados em novos tubos contendo
20uL de Hoechst 33342 e 980uL de PBS e incubados por 5 minutos a 37°C. Para
avaliar JC-1 os fragmentos foram colocados em tubos contendo 4uL da sonda JC-1,
juntamente com 996uL de PBS, por 30 minutos e incubados a 37°C. Apds o tempo
de coloragao, os fragmentos foram colocados em novos tubos contendo 20uL de
Hoechst 33342 e 980uL de PBS, incubados por 5 minutos a 37°C.

Apos o preparo com sondas especificas, os fragmentos foram fixados em
paraformaldeido a 4% durante 15 minutos e depois em solu¢do PBS por 1 hora.

Para analise histolégica, as amostras foram dispostas em cassetes e para
processar utilizou-se o método geralmente aplicado na histologia classica
(JUNQUEIRA et al.,, 2017), constituido em: desidratagdo, diafanizagao,
impregnagao com parafina, blocagem microtomia (5um), desparafinizacdo e
coloracédo com hematoxilina-eosina (HE) para serem analisadas por microscopia
optica e de contraste.
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Utilizou-se o microscopio SP5 Leica® para analise de microscopia confocal
de varredura a laser, onde os parametros relativos a intensidade de fluorescéncia
foram mantidos constantes em todas as medi¢gdes. Os fragmentos foram
analisados em uma objetiva de 630 vezes em imersao de 6leo, analisando-se 3
regides de interesse selecionadas aleatoriamente.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os resultados obtidos, foram realizadas analises estatisticas
utilizando o software Statistix. Para as analises referentes a microscopia confocal
de varredura, JC-1 e H2DCFDA foram analisados através do Teste de
comparagoes entre pares Tukey HSD. Para Bodipy C11, foram analisados
através da analise de variancia Kruskal Wallis.

Ao analisar as amostras em microscopia confocal de varredura a laser, o
grupo controle e o CLA n&o obtiveram diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05), tanto no ROS quanto no JC-1. Para analise de LPO o grupo controle
apresentou maior média.

Tabela 2. Dados das avaliagoes de pontuagao de escores do tecido testicular
canino expresso através da média * o desvio padrao da média.

Parametros GC CLA
JC-1 0, 4417 + 0, 0215~ 0, 4320 + 0, 0200%
ROS 1, 0043 + 0, 0604* 0, 9629 + 0, 06274
LPO 77,157 £ 0, 77017 69, 342 + 2, 1546°

*As letras maiusculas sobrescritas que se diferem na mesma linha significam que
houve uma diferenga estatistica entre os tratamentos (p<0,05).

4.CONCLUSOES

Esses resultados sugerem que o tratamento com congelamento lento
automatizado pode ter impactos especificos na morfologia do tecido testicular
canino, em comparag¢ao a estudos realizados com outros tratamentos avaliados
durante o desenvolvimento do projeto. No entanto, mais estudos podem ser
necessarios para compreender completamente os efeitos e suas implicacoes
clinicas.
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