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Resumo

Objetivou-se avaliar histologicamente os testiculos de cdes pré-puberes vitrificados com diferentes associaces de
crioprotetores. Para tanto foram utilizados 10 testiculos de caes pré-pUberes que foram fragmentados em amostras de
1 a 2 mm?® e vitrificados em diferentes associagdes de crioprotetores: dimetilsulfoxido (DMSO)/etilenoglicol (EG),
EG/glicerol(GLI) e DMSO/GLI. Ap6s um periodo de armazenamento, as amostras foram aquecidas e submetidas a
histologia classica e avaliadas quanto a separacao celular da membrana basal (SMB), retracdo da membrana basal
(RMB), distingdo entre células de Sertoli e espermatogdnias (DSE), visualizagdo nuclear (VN) e condensagdo nuclear
(CN). Em todos os grupos vitrificados houve algum grau de desorganizacao da arquitetura histolégica comparado ao
controle. Os tubulos seminiferos apresentaram epitélio germinativo pouco desenvolvido, rico em células germinativas,
boa diferenciagdo entre espermatog6nias e celulas de sertoli. Os 3 grupos vitrificados apresentaram maior SMB em
relagdo ao controle (P < 0,05) e ndo diferiram entre si. Todos os grupos foram semelhantes ao controle quanto a RMB
e VN. Quanto a DSE, a associagdo DMSO/EG nao diferiu do controle, nem da associagdo EG/GLI, no entanto, essa
associacdo e a associacdo DMSO/GLI foram significativamente inferiores ao controle, sendo essa Ultima o pior
resultado (P < 0.05). Com rela¢do & CN, EGLI ndo diferiu do controle, nem tampouco do DMSO/EG que, por sua vez
foi inferior ao controle (P < 0,05) e similar a0 DMSO/GLI. Concluiu-se que as associagbes DMSO/EG e EG/GLI
foram as que melhor preservaram a integridade testicular ap6s o processo de vitrificacdo testicular de cdes pré-
puberes.
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Abstract

The aim of this study was to histologically evaluate the testes of prepubertal dogs vitrified with different
cryoprotectant associations. For this purpose, 10 testicles from prepubertal dogs were used, which were fragmented
into samples of 1 to 2 mm?® and vitrified in different cryoprotectant associations: dimethylsulfoxide (DMSO)/ethylene
glycol (EG), EG/glycerol(GLY) and DMSO/GLY. After a period of storage, the samples were warmed and subjected
to classical histology and evaluated for cell separation of the basement membrane (SBM), basement membrane
retraction (BMR), distinction between Sertoli cells and spermatogonia (DSS), nuclear visualization (NV) and nuclear
condensation (NC). In all vitrified groups there was some degree of disorganization of the histological architecture
compared to the control. The seminiferous tubules showed poorly developed germinal epithelium, rich in germ cells,
good differentiation between spermatogonia and sertoli cells. The 3 vitrified groups had higher SBM compared to the
control (P < 0.05) and did not differ from each other. All groups were similar to the control regarding BMR and NV.
As for DSS, the DMSO/EG association did not differ from the control or from the EG/GLY association, however, this
association and the DMSO/GLY association were significantly lower than the control, the latter being the worst result
(P < 0.05). Regarding NC, EG/GLY did not differ from the control, nor from the DMSO/EG which, in turn, was
inferior to the control (P < 0.05) and similar to the DMSO/GLY. It was concluded that the DMSO/EG and EG/GLY
association were the ones that best preserved testicular integrity after the testicular vitrification process in prepubertal
dogs.

Keywords: Canis familiaris; Cold storage; Dimethylsulfoxide; Glycerol; Ethylene glycol; Male gonad.

Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar histolégicamente los testiculos de perros prepuberes vitrificados con diferentes
asociaciones de crioprotectores. Para ello se utilizaron 10 testiculos de perros prepuberes, los cuales fueron
fragmentados en muestras de 1 a 2 mm? y vitrificados en diferentes asociaciones crioprotectoras: dimetilsulfoxido
(DMSO)/etilenglicol (EG), EG/glicerol (GLI) y DMSO/GLI. Después de un periodo de almacenamiento, las muestras
se calentaron y se sometieron a histologia clasica y se evaluaron para la separacion celular de la membrana basal
(SMB), la retraccién de la membrana basal (RMB), la distincion entre células de Sertoli y espermatogonias (DSE),
visualizacion nuclear (VN) y condensacion nuclear (CN). En todos los grupos vitrificados hubo algin grado de
desorganizacion de la arquitectura histoldgica en comparacion con el control. Los tlbulos seminiferos mostraron
epitelio germinal poco desarrollado, rico en células germinales, buena diferenciacién entre espermatogonias y células
de sertoli. Los 3 grupos vitrificados tuvieron mayor SMB en comparaciéon con el control (P <0.05) y no se
diferenciaron entre si. Todos los grupos fueron similares al control con respecto a RMB y VN. En cuanto a DSE, la
asociacion DMSO/EG no difirio del control ni de la asociacién GLI/EG, sin embargo, esta asociacién y la asociacion
DMSO/GLI fueron significativamente menores que el control, siendo este dltimo el peor resultado (P < 0.05). En
cuanto a CN, EG/GLI no difirid del control, ni del DMSO/EG que, a su vez, fue inferior al control (P <0.05) y similar
al DMSO/GLI. Se concluye que las asociaciones DMSO/EG y EG/GLI fuern las que mejor preservaron la integridad
testicular tras el proceso de vitrificacion testicular en perros prepuberes.

Palabras clave: Canis familiaris; Almacenamiento en frio; Dimetilsulféxido; Glicerol; Etilenglicol; Génada
masculina.

1. Introducéo

A sobrevivéncia e preservagdo de espécies ameacadas de extingdo depende da conservacdo da biodiversidade
existente e de mecanismos para propagar e preservar o potencial genético desses animais. Assim, técnicas de preservacdo de
gametas e de gbnadas, associadas as tecnologias reprodutivas vem sendo cada vez mais pesquisadas e desenvolvidas
(Carvalho, 2016).

A vitrificagdo tem se mostrado um método mais interessante, diante dos métodos tradicionais de criopreservagdo
como a refrigeracdo e congelacdo em curva lenta e rapida (Carvalho, 2016), devido a custos reduzidos, rapida execucao e bons
resultados. Nesta técnica, sao utilizadas réapidas taxas de congelagdo associadas a altas concentrages de crioprotetores para
promover o aumento da viscosidade, visando inibir a unido de moléculas de agua para formar cristais (Lima, et al., 2018a).
Assim, o estado vitrificado consiste em um sistema amorfo, que carece de estrutura organizada, mas possui as propriedades
mecanicas e fisicas de um solido (Silva, et al., 2019a). Existem diversos relatos sobre a criopreservacao testicular em diferentes

espécies como camundongo (Schlatt, et al., 2002), hamster (Jahnukainem, et al., 2007), porco (Abrishami, et al., 2010), gato
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(Mota, et al., 2012), cdo (Carvalho, 2016) e macaco (Fayomi, et al., 2019). Entretanto, os estudos envolvendo a vitrificacéo
testicular de cdes pré-plberes ainda sdo escassos (Santos, 2018).

Apesar dos avancos obtidos na vitrificagdo testicular (Lima & Silva, 2017), os aspectos relacionados aos efeitos em
caes pré-puberes devido as elevadas concentragdes de crioprotetores ndo foram ainda relatadas até o presente momento. Para
se obter sucesso na criopreservacdo de um 6rgdo vascularizado, tal como o testiculo, é imprescindivel que a maioria das células
essenciais devam estar vidveis apds descongelacdo e exercendo sua funcdo normal de forma a garantir a sobrevivéncia de todo
o fragmento (Carvalho, 2016). Assim sendo alguns fatores importantes devem ser levados em consideragdo no momento de se
avaliar o sucesso de uma técnica de criopreservacdo, tais como: A integridade do revestimento epitelial dos tubulos
seminiferos em que pode ser avaliada a separacdo e a retracdo da membrana basal, a integridade dos nicleos das
espermatogonias em que pode ser avaliada a visualizagdo e a condensacdo nuclear, além da distingdo entre espermatogonia e
célula de Sertoli (Lima, et al., 2017, 2018a). A avaliacdo desses pardametros confere mais credibilidade e maior acuracia no
resultado da avaliacdo (Lima, et al., 2018b).

Estudos sobre criopreservagdo e avaliacdo testicular em animais pré-puberes podem servir como base de estudo
modelo para desenvolvimento de protocolos que podem ter aplicacdo em medicina humana (Jark, et al., 2016). No entanto,
ainda ha muito a ser aperfeicoado na preservacdo do potencial reprodutivo de animais pré-paberes. Dessa forma, esse estudo

teve como objetivo avaliar por meio da histologia classica o efeito da vitrificagdo de fragmentos testiculares de caes pré-

2. Metodologia
2.1 Aspectos éticos e legais

O presente trabalho seguiu as autorizacGes éticas exigidas para realizacdo de pesquisa cientifica envolvendo animais
tendo sido submetido e aprovado pela Comissio de Etica para o Uso de Animais da nossa instituicdo sob o nimero
08913931/2020.

2.2 Amostra do estudo

Foram incluidos na pesquisa, um total de 5 cdes machos na fase pré-pabere, clinicamente saudaveis, com idade de 3 a
5 meses, que ndo apresentaram historico de doengas relacionadas ao sistema reprodutor, e ndo estavam fazendo uso de
medicamentos, com pelo menos a segunda dose do reforgo da vacina polivalente e vermifugados pelo menos uma vez. A raca

nao foi critério de inclusdo ou exclusdo.

2.3 Design de estudo

Os cées foram submetidos & orquiectomia eletiva apara a obtencéo de 5 pares testiculares que foram destinados a
fragmentacdo, gerando varios fragmentos dos quais foram selecionados aleatoriamente 14 fragmentos de aproximadamente 1 a
2 mm3 de cada testiculo (Santos, 2018). Esses fragmentos testiculares foram distribuidos da seguinte forma: 2 fragmentos para
0 grupo controle (ndo vitrificado) fixado para histologia classica, e os 12 fragmentos restantes foram destinados a vitrificacéo
(método de superficie solida). Para a vitrificacdo, os 12 fragmentos restantes foram divididos em partes iguais para trés grupos
e imersos em solucgdes de vitrificacdo diferentes composta por 3 grupos distintos de associacdes de crioprotetores: DMSO/EG,
EG/GLI e DMSO/GLI.

2.4 Obtencéo dos fragmentos testiculares
Os testiculos obtidos foram colocados em solucédo salina a 0,9% em temperatura ambiente (~ 22 °C) e processados

para retirada da tdnica albuginica e os demais tecidos circundantes dos testiculos, lavado com trés banhos sucessivos de
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solucdo salina a 0,9%, entdo, fragmentados com I&minas de bisturi. Em seguida, os fragmentos foram destinados aos
respectivos processamentos (fixador histoldgico para histologia classica) ou para serem imersos em associagdes distintas de

solugdes crioprotetoras para vitrificagdo.

2.5 Adicao de crioprotetores

Para certificacdo de que os cdes eram de fato pré-puberes, os epididimos foram lavados e a solucdo obtida, avaliada
buscando a confirmac&o da auséncia de espermatozoides epididimarios.

Os fragmentos foram imersos inicialmente em uma solucéo de equilibrio contendo 1,4 M de cada uma das associac6es
de crioprotetores testadas, 0,25M de sacarose e meio essencial minimo (MEM) durante 10 minutos a temperatura ambiente (~
22 °C). Em seguida foram submetidos a solugdo de vitrificagdo contendo 2,8 M de cada uma das associagdes de crioprotetores
testadas, 0,50M de sacarose, MEM e 10% de soro fetal bovino (SFB) durante 5 minutos a temperatura ambiente (~ 22 °C).
Apos esse processo, os fragmentos foram submetidos a vitrificagdo propriamente dita por meio da técnica de superficie sélida
(Curaba, et al., 2011; Lima & Silva, 2018).

2.6 Vitrificagdo por superficie solida

Os fragmentos testiculares foram alocados em pogos de placa de cultivo celular contendo as solugdes de equilibrio e
de vitrificacdo. Apés o periodo de exposicdo a essas solucdes, os fragmentos testiculares foram transferidos para um cubo de
metal feito com papel aluminio (10 cm x 10 cm x 10 cm) parcialmente imerso em nitrogénio liquido para vitrificagdo e
imediatamente transferido para criotubos de 2 mL que posteriormente foram armazenado em cilindros contendo nitrogénio

liquido por pelo menos uma semana (Abrishami, et al., 2010; Baert, et al., 2012; Lima, et al., 2018a).

2.7 Aquecimento de fragmentos testiculares

Ap0s o periodo de armazenamento, os criotubos foram removidos dos cilindros e mantido a temperatura ambiente (~
22 °C) por um minuto. Depois imersos em banho-Maria a 37 °C por mais um minuto. Para remocéo de crioprotetores, todos 0s
fragmentos foram retirados dos criotubos, alocados em pogos de placa de cultivo celular e submetidos a banhos de imersao por
5 minutos em solugdes decrescentes de sacarose (0,50M; 0,25M; 0,00M), adicionadas de MEM e 20% de SFB para remocéo

dos crioprotetores (Silva, et al., 2019b).

2.8 Processamento para estudo histoldgico

Fragmentos testiculares do grupo controle e aqueles obtidos apds a remogdo dos crioprotetores foram fixados em
solucdo de Bouin (24 horas). Entdo, processados para histologia cléassica: desidratacdo, diafanizacdo, impregnacdo com
parafina, blocagem, microtomia (5um), desparafinizacdo e corado com hematoxilina-eosina para serem analisadas por
microscopia Optica (Baert, et al., 2012). Foram avaliados aleatoriamente 4 tGbulos seminiferos de 5 campos diferentes,
totalizando a avaliagdo de 20 tUbulos seminiferos de cada grupo experimental. Foram avaliados 5 pardmetros: separacdo
celular da membrana basal, retracdo da membrana basal, distincdo espermatogdnias/Sertoli, visualizacdo nuclear e
condensacao nuclear. Para cada parametro, foi atribuido um escore que variou de 1 a 3, conforme ilustrado no Quadro 1 (Lima,
etal., 2017).
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Quadro 1. Classificacdo da integridade dos compartimentos celulares de testiculos de caes pré-puberes.

Parametros | Caracteristicas | Escore
Integridade do revestimento epitelial dos tubulos seminiferos

Sem separacao

Separacéo celular da membrana basal Separagéo <75%

Separacdo >75%

Sem retracdo

Retracdo da membrana basal Pequena retracdo

Retracdo exacerbada

Integridade dos nucleos das espermatogdnias

Distincdo facil

Distin¢do espermatogonias/Sertoli Distincdo dificil

Distincdo impossivel

Visualizacdo facil

Visualizagéo nuclear Visualizacéo dificil

Visualizacdo impossivel

Sem nucleos picnéticos

Condensagdo nuclear Picnose <40%

Picnose >40%

WIN [P WIN|F-

WIN(FPIWIN(FP(W|IN|F-

Fonte: Lima, et al. (2017).

2.9 Andlise estatistica
A analise estatistica foi realizada usando o RStudio versdo 1.3 (Boston, EUA). One-way ANOVA e teste de Tukey
foram utilizados para determinar diferengas nas concentra¢fes entre os grupos estudados. Todos os valores foram expressos

como média + desvio padrao (DP). Diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

3. Resultados

A histomorfologia dos testiculos no grupo controle mostrou aspecto normal morfoldgica e estruturalmente, os tabulos
seminiferos com arranjo normal rodeado por tecido conjuntivo com colageno. A andlise histomorfolégica do fragmento
testicular cées pré-puberes mostrou tibulos seminiferos apresentando epitélio germinativo pouco desenvolvido, rico em células
germinativas, incluindo uma boa diferenciacdo entre espermatogdnias e celulas de sertoli. Os cdes que foram submetidos a
orquiequiotmia que estavam com idade entre 3 e 4 meses, na sua grande maioria apresentaram tabulos com dificil ou nenhuma
visualizagdo do limen tubular (Figura 1A). Entretanto, os cées que estavam com idade entre 5 e 6 meses, j& apresentavam
tibulos com alguma visualizagdo do limen tubular (Figura 1B). Todas as amostras frescas apresentaram arquitetura bem
preservada em relacdo a todos os pardmetros avaliados (Figura 1C). As amostras dos grupos testes apresentaram variadas
alteracGes dentre dos pardmetros avaliados difererindo do grupo controle em todos os tratamentos (Figura 1D, 1E, 1F). Em
todos as amostras analisadas foi comprovada a auséncia de espermatozoides, compativel com animais pré-puberes.

Em relacdo a avaliacdo dos escores atribuidos, os 3 grupos vitrificados apresentaram maior separacdo celular da
membrana basal em relacdo ao controle (P < 0,05) e ndo diferiram entre si. Notadamente, todos os grupos foram semelhantes
ao controle quanto a retracdo da membrana basal e visualizagdo nuclear (P > 0,05). Quanto ao quesito distin¢do entre
espermatogonias e células de Sertoli, a associagdo DMSO/EG nédo diferiu do controle, nem da associacdo GLI/EG, no entanto,
essa associagdo e a associagdo DMSO/GLI foram significativamente inferiores ao controle, sendo essa ultima o pior resultado
(P < 0.05). Com relacédo a condensagdo nuclear, o grupo GLI/EG néo diferiu do controle, nem tampouco do grupo DMSO/EG

que, por sua vez foi inferior ao controle (P < 0,05) e similar ao grupo DMSO/GLI (Tabela 1).
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Tabela 1. Avaliagdo histomorfoldgica de fragmentos testiculares vitrificados com diferentes associagfes de crioprotetores de

caes pré-puberes.

Pardmetros (escores 1 a 3) Controle DMSO/EG EG/GLI DMSO/GLI
Separagdo da membrana basal 1,19 + 0,392 1,77 +0,66° 1,77 £0,62° 1,66 * 0,64°
Retracdo da membrana basal 1,21 + 0,412 1,17 + 0,382 1,19 £ 0,392 1,20 = 0,402
Distincdo espermatogb6nias/Sertoli 1,00 + 0,002 1,12 +0,33% 1,22 £0,42° 1,42 +£0,50¢
Visualizagéo nuclear 1,00 £ 0,002 1,01 £0,012 1,00 + 0,002 1,00 £ 0,002
Condensagdo nuclear 1,00 + 0,002 1,14 + 0,35 1,11 £0,31% 1,23 £0,42¢

Letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica entre os grupos (P < 0,05). Fonte: Autores.

Figura 1. Avaliacao histomorfoldgica de testiculos do grupo controle de cées pré-plberes. A) Cées com idade de 3 a 4 meses;
B) Cées com idade de 5 a 6 meses. Ponta de setas apontam para limen do tdbulo seminifero. C) Estruturas histolégicas bem
visiveis como a regido do limen do tdbulo seminifero, separacdo da membrana basal (SMB) ausente, distin¢éo entre células de
Sertoli e espermatogonias DSE) evidente, condensacdo nuclear (CN) sem picnose. D) Foto histoldgica de amostra vitrificada
com (DMSO/EG). E) Foto histolégica de amostra vitrificada com (DMSO/GLI). F) Foto histologica de amostra vitrificada
com (EG/GLI). HE, 200x.

b Z.ﬂ" _ ‘.1
| e
. ", \ ¥y \ i

Fonte: Autores.

4. Discussao

Um dos desafios na criopreservacao testicular é estabelecer a toxicidade dos crioprotetores (Comizzoli, et al. 2012).
Os crioprotetores utilizados isoladamente e em elevadas concentragGes produzem efeitos deletérios (Unni, et al. 2012). Dessa
forma, no presente estudo, avaliamos trés diferentes associagcBes de crioprotetores, visando aperfeicoar um método de
vitrificagdo que mais se aproxime do ideal para conservacdo da arquitetura testicular apds criopreservagdo em céaes pré-
puberes. Ao nosso conheciemnto, esse foi o primeiro trabalho a realizar a vitrificagdo testicular de cées pré-puberes.

E de suma importancia que as metodologias aplicadas nas avaliagdes de viabilidade fornecam informacdes precisas
quanto a preservacdo estrutural e funcional dos criopreservados, tornando-se assim, uma efetiva ferramenta para mensurar a
qualidade da amostra preservada, bem como os possiveis danos causados pela criopreservacdo (Lima, et al., 2018a). Neste
trabalho, a avaliacdo das celulas e estruturas dos tubulos seminiferos por meio da histologia classica mostrou resultados
promissores que podem ser usados como base para a formacgdo de banco de dados e aperfeicoamento de biotécnicas
reprodutivas.

Outros estudos versando sobre vitrificacdo testicular de anemias pré-puberes j& utilizaram associagBes com
DMSO/EG, EG/GLI e DMSO/GLI com concentragGes semelhantes as aqui empregadas, todavia esses estudos foram feitos
com gatos (Lima, et al., 2017, 2018a). A manuntencdo da estrutura morfolégica e consequentemente, a funcionalidade das

células gonadais ap6s a criopreservagdo, € alvo das mais diversas pesquisas biotecnolégicas, pois é condicdo sine qua non para
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que se resgate o material genético e se efetive o uso desse material criopreservado nas biotécnicas reprodutivas (Fernandes, et
al., 2021).

O DMSO tem baixo peso molecular, conseguindo penetrar rapidamente na célula, liga-se as moléculas de hidrogénio
no interior das células e atua impedindo a formacédo de gelo intracelular (Portillo, et al. 2006). Em estudos envolvendo a
utilizacdo dessa substancia como crioprotetor na criopreservacdo testicular, os resultados obtidos tém sido satisfatérios.
Gossens, et al. (2008) ao realizarem a criopreservacgdo testicular de camundongos com DMSO, nédo evidenciaram diferencas
significativas quanto a integridade dos tlbulos seminiferos comparado ao grupo fresco.

O EG é um alcool também de baixo peso molecular que apresentou as menores taxas de manutencdo da integridade
dos thbulos seminiferos (Gossens, et al., 2008). No entanto, em nosso trabalho, a associagdo EG/DMSO permitiu uma boa
preservagao testicular pos-vitrificagéo.

Trabalhos anteriores como o de Silva, et al. (2019b) e Santos (2018) também testaram diferentes agentes
crioprotetores no processo de vitrificagdo de testiculos, porém o primeiro trabalho utilizou amostra de testiculos de catetos
adultos e o segundo usou cées também adultos. Ambos testaram o uso de agentes crioprotetores isoladamente e em associacgao
e chegaram a mesma conclusdo, o uso de associagdo de crioprotetores apresentam melhores resultados. Nosso trabalho testou
associacOes diferentes de agentes crioprotetores e o grupo (EG/CLI) foi quem apresentou melhores resultados de conservagao
da estrutura histologica quando comparado a outros grupos de diferentes associagdes. Nesses estudos citados anteriormente, a
associacdo testada foi DMSO/EG, que também foi testada em nosso experimento, e apesar de ndo ter apresentado resultados
superiores ao grupo (EG/GLI) manteve um bom grau de conservacdo comprovando os resultados anteriores e sua eficacia da
criopreservacdo de testiculos mesmo envolvendo espécies diferentes e em diferentes fases de desenvolvimento visto que em
caes essa associagdo obteve bons resultados em animais pré-plberes e paberes.

Quando avaliado nesse trabalho o pardmetro de visualizacdo nuclear, ndo foi observado diferenga estatistica entre os
grupos tratamentos com diferentes associacdes de crioprotetores e o grupo controle, resultado semelhante foi observado no
estudo de Silva, et al. (2019b) com a vitrificagdo de testiculos de catetos (Pecai tacaju) em que a associagdo de DMSO/EG ou
0 uso desses agentes crioprotetores isoladamente ndo apresentou qualquer diferenca estatistica quando analisado o pardmetro
de visualizagdo nuclear comparado com o grupo controle.

Carvalho (2016) também criopreservou por meio da vitrificacdo, testiculos de cées puberes, porém nao comparou
associacOes de crioprotetores, seu estudo, avaliou dois protocolos de criopreservacdo (congelamento lento e vitrificagdo) e dois
agentes crioprotetores diferentes (GLI e DMSO) para determinar o melhor método para a criopreservacao do testiculo de cées
adultos. Seus resultados demostraram que a vitrificagdo de testiculo com DMSO e trealose mostrou melhor sobrevivéncia
celular pés-descongelacdo do que com GLI, ou mesmo quando comparado ao congelamento lento, com base na avaliagdo
morfolégica e dados ultraestruturais. Uma outra constatacdo de seu trabalho é que o testiculo de cdes adultos é uma mistura
complexa de células germinativas, células de Sertoli, células de Leydig, células midides peritubulares, vasculatura e tecido
conjuntivo intersticial, sendo assim muito mais desafiador obter bons resultados na crioprezervacdo desse material. Tendo em
vista nossos resultados, conjecturamos que o testiculo de caes pré-puberes com células ainda indiferenciadas de certa forma
cofere um padrdo mais homogéneo quando comparado com a heterogeneidade testicular de um animal pubere. O que
justificaria os excelentes resultados obtidos nesse trabalho usando além de associa¢Ges de crioprotetores, também testiculos de
animais pré-puberes.

Ali, et al. (2016; 2018) também constataram que o uso dimetilsulfoxido é um melhor agente crioprotetor testicular em
ratos adultos e imaturos em comparagdo com o GLI e 0 1,2 propanodiol levando em conta a analise da preservacédo histologica
da estrutura do tubulo seminifero, distincdo de celulas de sertoli e espermatogonias, organizagao e vascularizacdo do tecido

intesticial, preservacdo de celulas de leydig. Esse resultado nos leva a crér que embora possamos conjecturar que o testiculo
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pré-plbere tenha melhor resistencia aos danos da criopreservacdo do que o testiculo plbere na espécie canina, essa teoria ndo
pode ser aplicada para todas especies, visto que na especie Rodentia sp. A idade ou fase reprodutiva do individuo obtiveram
resultados semelhantes. E importante ressaltar que nesse trabalho os autores ndo comparam a qualidade da criopreservacio
entre ratos adultos e pré-puberes, portanto, é necessario mais estudos nesse sentido para se obter mais informacées.

A associacdo DMSO/GLI foi a que menos preservou as caracteristicas histomorfologicas dos testiculos caninos
vitrificados, contrariamente ao que oi observado na vitrificacdo testicular de gatos pré-puberes (Lima, et al., 2017, 2018a). Dai
a importancia de se considerar no desenvolvimento de protocolos com associacfes de crioprotetoress que contribuam para
manutencédo da integridade tecidual e viabilidade celular apés o processo de vitrificacdo é a especificidade de cada espécie
quanto as propriedades criobioldgicas, interagdes teciduais e celulares proprias que podem determinar a capacidade de
sobrevivéncia das células e tecidos ao processo de vitrificagdo (Pukazhenthi, et al. 2011; Comizzoli 2014). Dessa forma, o
aprimoramento da utilizacdo de diferentes associacdes de crioprotetores na preservacgdo testicular de cées podera contribuir
para a conservagao de canideos silvestres.

5. Concluséao

Conclui-se que as associacbes DMSO/EG e EG/GLI foram as que melhor preservaram a integridade testicular ap6s o

processo de vitrificagdo testicular de cdes pré-puberes.
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